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1. Zusammenfassung

Das bifunktionale Enzym Rubisco, eines der am h&ufigsten vorkommenden Proteine auf der
Welt (Ellis, 1979), katalysiert sowohl die Carboxylierung als auch die Oxygenierung von
Ribulose-1,5-Bisphosphat (RuBP). Die Reaktion mit CO, flhrt zur Bildung von 2 Molekilen 3
Phosphoglycerat (3PGA), welche in den Calvin-Zyklus eingehen und der
Kohlenstoffassimilierung dienen. Die Reaktion mit Sauerstoff hingegen fuhrt lediglich zur
Bildung von einem Molekil 3PGA und zur Produktion eines Molekils 2 Phosphoglykolat
(2PG). Dieses Intermediat kann nicht direkt metabolisiert werden und ist toxisch fir die
Zellen, da es verschiedene Enzyme des Calvin-Zyklus inhibiert (Husic et al., 1987; Norman
und Colman, 1991). Durch die Photorespiration (C2-Zyklus) wird 2PG zu 3PGA recycelt und
somit fir die Zelle wieder nutzbar gemacht (Tolbert, 1997). Pflanzen bei denen an diesem
Stoffwechselweg beteiligte Enzyme mutiert sind, k&nnen nicht mehr unter
Normalluftbedingungen, sondern nur in Gegenwart erhéhter CO,-Konzentrationen (> 0,15 %)
wachsen. Die Revertierung des letalen Effektes unter Normalluftbedingungen durch CO,-

Zugabe stellt den charakteristischen, photorespiratorischen Phanotyp dar (Somerville, 2001).

Die einzige Ausnahme von der bisher geltenden Regel scheint die Hydroxypyruvat-
Reduktase (HPR) zu sein. Mutation der peroxisomalen HPR1 (At1g68010), einem der
Schlusselenzyme des pflanzlichen C2-Zyklus, fuhrt nicht zum letalen Phanotyp unter
Normalluftbedingungen. Die korrespondierenden Mutanten (hpr1-1 und hpr1-2) zeigen nur
eine geringe Beeinflussung im Wachstum. Die photosynthetische Leistung ist zu etwa 25 %
reduziert, sowie der Gehalt an Hydroxypyruvat (3HP) lediglich um das 8fache erhéht. Auf
Enzymebene zieht der Ausfall der HPR1 drastische Konsequenzen nach sich, da es zu einer
Uber 95 %igen Reduktion der HPR-Aktivitdten kommt, wobei die NADH-abhangige 3HP-
Reduktion am starksten betroffen ist. Dennoch wird deutlich, dass die Pflanzen noch um die
5 % Restaktivitat besitzen. Dieser Befund deutet darauf hin, dass es weitere Enzyme in den
Pflanzen geben muss, welche zum Umsatz von 3HP befahigt sind. Da es jedoch im
Peroxisom keine weiteren 3HP-umsetzenden Enzyme gibt, sprechen die gefundenen
Ergebnisse flr extraperoxisomale Reaktionen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in

der Aufklarung dieser kompensatorischen Prozesse.

Unter Zuhilfenahme der AfHPR1-Mutanten und dem Einsatz verschiedener biochemischer
Methoden der Proteinreinigung, wurde die HPR-Restaktivitat aus den Pflanzen gereinigt und
das korrespondierende Gen identifiziert. Durch Uberexpression des identifizierten
Leserahmens konnte gezeigt werden, dass das korrespondierende Protein in der Lage ist
3HP umzusetzen und somit funktionell als HPR agieren kann. Mutation der AfHPR2
(At1g79870) fuhrt zu keinen phanotypisch sichtbaren Veranderungen, jedoch zeigen die

Pflanzen einen erhéhten CO,-Kompesationspunkt und leicht erhéhte Gehalte an 3HP. Diese
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Effekte sind im Vergleich zu den AfHPR1-Mutanten allerdings schwacher, was verdeutlicht,
dass die HPR1 in Arabidopsis das Hauptenzym fir die photorespiratorische 3HP-Umsetzung
ist. Die Beeinflussung der photosynthetischen Leistung und des photorespiratorischen '*C-
Fluxes zeigen allerdings, dass die AtHPR2 funktionell an der Photorespiration beteiligt ist.
Dieser Befund weist darauf hin, dass die Photorespiration nicht, wie bisher angenommen,
nur in den Chloroplasten, den Peroxisomen und den Mitochondrien stattfindet, sondern auch

zytosolische Reaktionen beteiligt sind.

Da beide Einzelmutanten keinen klaren photorespiratorischen Phanotyp zeigen wird deutlich,
dass die Gene vermutlich redundant sind. Die Kombination der HPR1- und der HPR2-
Mutation fihrt zu drastischen Effekten. Die korrespondierende Doppelmutante zeigt eine
stark erhohte Sauerstoffsensivitdt, sowie eine deutliche Reduktion des Wachstums. Die
Pflanze ist zwar noch in der Lage unter Normalluftbedingungen zu wachsen, bildet jedoch
unter diesen Bedingungen keine fertilen Samen mehr aus. Weiterhin ist die
photosynthetische Leistung deutlich verringert, die Gehalte photorespiratorischer
Intermediate klar erhdht und die HPR-Aktivitdten in den Pflanzen stark reduziert. Die
beschriebenen Erscheinungen lassen sich durch die Anzucht unter erhdhten CO,-
Konzentrationen vollstandig revertieren, was dafir spricht, dass alle gefundenen Effekte auf
die Stérung der Photorespiration zuriickzufiihren sind. Diese Ergebnisse verdeutlichen
weiterhin, dass beide HPRs an der Photorespiration beteiligt sind und die Hauptenzyme der
3HP-Umsetzung in Arabidopsis darstellen. Der genaue Mechanismus, welche den
photorespiratorischen Flux durch das Peroxisom oder das Zytosol leitet ist bisher unbekannt.
Eine entscheidende Rolle bei der Regulation spielt vermutlich die Verfugbarkeit von

Redoxaquivalenten im Peroxisom.

Die Fahigkeit der HPR1/2-Doppelmutante unter Normalluftbedingungen zu wachsen legt
nahe, dass in Arabidopsis mindestens ein weiteres Enzym vorhanden sein kdnnte, welches
zum Umsatz von 3HP befahigt ist. Ausgehend von den HPR1- und HPR2-Proteinsequenzen
wurde in der Arabidopsis Datenbank ein Sequenzvergleich (BLAST) durchgefiihrt und
weitere Proteine identifiziert, welche potentiell in der Lage sind als HPR zu fungieren. Durch
Uberexpression des durch den Leserahmen At1g12550 (HPR3) kodierten Proteins konnte
gezeigt werden, dass dieses ebenfalls in der Lage ist 3HP umzusetzen. Die Mutation der
AtHPR3 fihrt zu keinen phanotypisch sichtbaren Effekten. Die Kombination der HPR1-,
HPR2- und HPR3-Mutation hingegen zieht eine weitere Reduktion der Wachstums und der
photosynthetischen Leistung nach sich. Da jedoch die HPR1/2-Doppelmutante schon einen
deutlichen zeigt, ist davon auszugehen, dass der Beitrag der HPR3 zur Photorepiration als
eher gering einzuschéatzen ist. Dennoch ist auch die HPR-Triple-Mutante noch in der Lage
unter photorespiratorischen Bedingungen zu wachsen, was vermuten lasst, dass mindestens

ein weiteres Enzym in Arabidopsis zum Umsatz von 3HP existiert. Weiterhin ist auch
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denkbar, dass nicht der gesamte, in den C2-Zyklus eingehende Kohlenstoff zu 3PGA
recycelt werden muss oder weitere Nebenwege existieren. Die Bedingungen, unter denen
solche Nebenwege aktiv sind oder eine Rolle spielen sind bisher noch unklar und bedurfen
weiterer Analysen. Am Beispiel der photorespiratorischen 3HP-/Glycerat-Interkonversion
wird somit deutlich, dass der pflanzliche C2-Zyklus flexibler ist als bisher angenommen und
dass das Zytosol als viertes subzelluldares Kompartiment ebenfalls bertcksichtigt werden

muss.
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2. Einleitung

2.1. Die Photosynthese

Alle Lebewesen bestehen aus energiereichen, organischen Substanzen. Fir deren
Herstellung gibt es zwei Moglichkeiten, die heterotrophe und die autotrophe Lebensweise.
Die heterotrophen Lebewesen, zu denen auch wir Menschen z&hlen, sind nicht in der Lage
diese Verbindungen selber herzustellen und somit auf die externe Versorgung angewiesen.
Durch die Aufnahme und anschlieRende Oxidation der organischen Verbindungen, gewinnen
sie die notwendige Energie, welche fir alle Lebensprozesse erforderlich ist. Hohere
Pflanzen, Algen und einige Prokaryoten zahlen zu den autotrophen Lebewesen. Sie sind in
der Lage durch die Photosynthese aus anorganischen Verbindungen wie CO,, Sulfat und
Nitrat organische herzustellen, wobei sie das Sonnenlicht als Energiequelle nutzen. Neben
der Produktion von energiereichen, organischen Verbindungen setzen photosynthetische
Organismen Sauerstoff durch die Spaltung von Wasser frei, ohne den das heutige Leben
nicht méglich ware. Die Photosynthese stellt somit den essentiellsten biogeochemischen
Prozess dar, von dem jegliches Leben auf der Erde auf direkte oder indirekte Weise

abhangig ist.

Der Prozess der Photosynthese findet bei Pflanzen in den Chloroplasten statt und lasst sich
in zwei Teile untergliedern, Licht- und Dunkelreaktion. In Abbildung 2-1 st der
Zusammenhang zwischen den beiden Reaktionen schematisch dargestellt. In der
Lichtreaktion (Thylakoid-Reaktion) entsteht zum einen Reduktionskraft in Form von
Nicotinamidadenin-dinukleotidphosphat (NADPH) und zum anderen chemische Energie als
Adenosintriphosphat (ATP). Die notwendige Sonnenenergie fiir die Spaltung von Wasser
wird vornehmlich durch Chlorophylle und Carotenoide nutzbar gemacht. Diese
Chromophoren sind in Proteinkomplexen gebunden und befinden sich in den
Thylakoidmembranen. Dort bilden sie spezielle Antennen, die auch als light harvesting
complexes (LHC) bezeichnet werden oder sind mit Elektronen-Transportern in den
Photosystemen assoziiert. In Pflanzen kommen diese in zwei Formen vor, welche sich vor
allem in den Absorptionseigenschaften ihrer Reaktionszentren unterscheiden. Das
Photosystem Il (PSII) hat ein Absorptionsmaximum bei 680 nm, das PSI hingegen bei 700
nm. Beide Photosysteme sind Bestandteile einer Elektronentransportkette und dienen dazu,
mit Hilfe der Lichtenergie Elektronen anzuregen und auf NADP® zu ibertragen, wobei
Reduktionskraft (NADPH) entsteht. Die dabei abgegebenen Elektronen werden durch die
Spaltung des Wassers ersetzt. An der Membran wird gleichzeitig ein Protonengradient

aufgebaut, der der Konservierung von chemischer Energie in Form von ATP dient.
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Abbildung 2-1 Licht- und Dunkelreaktion der

Photosynthese.

Die Absorption der Sonnenenergie fuhrt zur
Auslésung einer Elektronentransportkette in den
Thylakoiden. Dabei wird NADP+ reduziert und ATP
gebildet. Des Weiteren wird aus der Spaltung des
Wassers Sauerstoff frei. In der Dunkelreaktion wird

CO, durch die Rubisco fixiert und Zucker hergestellt.

Zucker Dabei werden die lichtabhéngig gebildeten

Reduktionsaquivalente und ATP verwendet.

In der Dunkelreaktion werden die erzeugten Reduktionsédquivalente (NADPH) und die
chemische Energie (ATP) fir die Fixierung von CO, verwendet (Lawlor, 2001). Dieser
Prozess findet im Stroma der Chloroplasten statt und wird auch als Calvin-Zyklus (C3-
Zyklus) bezeichnet. Das entscheidende Enzym fur diesen 3-Schrittprozess ist die Ribulose-
1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco, EC 4.1.1.39). Durch die
Carboxylierungsreaktion des Enzyms (Schritt 1) wird CO, auf das primare Akzeptormolekil
Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP) Ubertragen, wobei ein instabiles C6-Intermediat entsteht.
Dieses Molekil zerféllt anschlieRend in zwei Molekile 3-Phosphoglycerat (3-PGA). Unter der
Verwendung der in der Lichtreaktion gebildeten NADPH- und ATP-Molekiile wird nun 3-PGA
zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (G3P) umgewandelt und dient als Grundgerist fir die
Herstellung von Zuckern und verschiedener anderer Makromolekiile. Die Synthese der
Kohlenhydrate (Schritt 2) beginnt mit der Umwandlung der G3P-Molekile in
Dihydroxyacetonphospate (DHAP) durch die Triosephosphat-lsomerase. Die beiden Triosen
G3P und DHAP kondensieren zu Fruktose-1,6-bisphosphat, welches anschlief’end in
Fruktose-6-Phosphat (F6P) umgesetzt wird. Das erzeugte F6P bildet den Ausgangspunkt fur
die Synthese verschiedener Kohlenhydrate. Weiterhin ist fir den stetigen Ablauf des
photosynthetischen Prozesses die Regeneration von RuBP (Schritt 3) essentiell. Durch eine
Reihe von Reaktionen werden ein Teil des zuvor gebildeten Fruktose-6-Phosphats und eine
Vielzahl an G3P-Molekile verwendet, um den primaren Akzeptor zu regenerieren. In der
Dunkelreaktion entstehen zusatzlich die Molekile NADP* und Adenosindiphosphat (ADP),
welche somit ebenfalls regeneriert und der Lichtreaktion erneut zugeflihrt werden kénnen.
Die Abbildung 2-2 zeigt einen schematischen Uberblick der im C3-Zyklus ablaufenden

Reaktionen.
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Abbildung 2-2 Schematische Darstellung des Calvin-Zyklus.

Durch die Carboxylierungsreaktion der Rubisco werden 2 Molekile 3-PGA gebildet, welche wahrend
des C3-Zyklus fixiert und zu RuBP recycelt werden. Der Energieaufwand zur Fixierung von 6 CO,-
Molekulen betragt 18 ATP und 12 NADPH. Der Zyklus lasst sich in 3 Teile untergliedern. (1) CO,-
Fixierung — aus Kohlendioxid und Ribulose-1,5.Bisphosphat entstehen 2 Molekiile 3-PGA. (2)
Reduktion des 3-PGA zu Triosephosphaten, unter Verwendung der in der Lichtreaktion gebildeten
NADPH und ATP Molekile. (3) Regeneration des primaren Akzeptormolekdils, sowie Synthese von

Starke in den Chloroplasten (Die Grafik wurde entnommen von: www.lukashensel.defotosek.jpg.jpg).

Die Rubisco stellt das Schlisselenzym fir die Photosynthese dar und ist der Ausgangspunkt
fur die Synthese von organischem Kohlenstoff auf der Erde. Wie zuvor beschrieben, ist sie in
der Lage atmospharisches CO, in einer irreversiblen Reaktion zu fixieren, was den Aufbau
von Biomasse ermdglicht. Das Enzym ist eines der grofdten in der Natur vorkommenden
Proteine und besteht in Pflanzen und Cyanobakterien aus 16 Untereinheiten, 8 kleine und 8
grofRe Monomere. Bei der Grofde der Untereinheiten gibt es je nach Spezies unterschiedliche
Molekularmassen von 12 bis 18 kDa fir die kleinen und 51 bis 58 kDa fiir die grolien
Untereinheiten. Die aktiven Zentren der Rubisco befinden sich in den grofen Untereinheiten
und man nimmt an, dass die kleinen fur die Komplexbildung notwendig sind (Heldt, 2003).
Jedoch besteht die Rubisco einiger Prokaryoten lediglich aus grof3en Untereinheiten, was
darauf schlief3en lasst, dass die kleinen nicht unbedingt notwendig sind. Allerdings ist das
mengenmalig meistvertretende Enzym auf der Erde (Ellis, 1979) nicht perfekt. Neben der
zuvor beschriebenen Carboxylierungsreaktion katalysiert die Rubisco ebenfalls eine
Oxygenierungsreaktion (Bowes et al., 1971). Die Oxygenierung des RuBP liefert lediglich ein
Molekil 3-PGA und ein Molekill 2-Phosphoglykolat (2-PG). Das 2-PG kann nicht in den
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Calvin-Zyklus eingehen und ist toxisch, da es z.B. die Triosephosphat-lsomerase (EC
5.3.1.1) inhibiert (Husic et al., 1987; Norman und Colman, 1991). Dieses toxische
Nebenprodukt wird durch die Photorespiration (C2-Zyklus, 2-PG Stoffwechsel) abgebaut.
CO; und O, konkurrieren vermutlich um die gleiche Bindungsstelle und inhibieren die jeweils
andere Reaktion. Als das Protein vor rund 3,5 Milliarden Jahren entstand (Sage, 2004),
spielte die Oxygenaseaktivitdt keine Rolle, da zu diesem Zeitpunkt kein Sauerstoff in der
Erdatmosphare vorhanden war. Es bestand somit kein Selektionsdruck gegen diese
Funktion. Durch eine steigende Anzahl von Sauerstoffproduzenten veréanderte sich vor ca.
500 Millionen Jahren die Situation (Sharkey, 2001). Der O, Gehalt stieg und die CO,
Konzentration sank, so dass der Anteil der Oxygenasereaktion zunahm und die
Photosyntheseleistung sank. Die Affinitat der Rubisco fur CO, ist zwar deutlich héher als die
fur O,, jedoch weist die heutige Atmosphare einen solch hohen O,-Gehalt auf, dass ca. jede
3. bis 4. Reaktion der Rubisco eine Oxygenierung ist. Ein weiterer Faktor der sich negativ auf
die Rubisco auswirkt ist die Temperatur. Steigt diese an, nimmt die Geschwindigkeit der
Oxygenasefunktion schneller zu, als die der Carboxylierungsreaktion. In den meisten Fallen
wirkt sich die kiinstliche Erhéhung der CO,-Konzentration in der Atmosphare positiv auf das
Pflanzenwachstum aus, da sich die Oxygenaseaktivitat auf diesem Wege unterdriicken lasst.
Jedoch ist dieser Fakt nur fir die Anzucht in geschlossenen Raumen interessant und fiir das

Wachstum auf dem Feld nicht zu realisieren.

2.2. Die Photorespiration

Die Photorespiration oder auch der pflanzliche C2-Zyklus (Tolbert, 1997) ist einer der
Hauptstoffwechselwege im pflanzlichen Primarstoffwechsel. Seinen Ursprung findet der C2-
Zyklus in der oben beschriebenen Bifunktionalitdt der Rubisco, die bei Anwesenheit von
molekularem Sauerstoff 2-Phosphoglykolat (2-PG) produziert. Dieses Nebenprodukt ist
toxisch wenn es von der Zelle nicht abgebaut wird, da es verschiedene Enzyme des Calvin-
Zyklus inhibiert (Husic et al., 1987; Norman und Colman, 1991). Durch die Photorespiration
wird 2-PG wieder zu 3-PGA regeneriert und dem Calvin-Zyklus zur Verfligung gestellt. Dabei
werden ca. 75 % des primar verloren gegangenen Kohlenstoffs zuriickgewonnen. Neben
dieser Aufflllreaktion dient die Photorespiration der Entgiftung von toxischen Intermediaten
(Eisenhut et al., 2007) und dem Schutz vor Photoinhibition (Takahashi et al., 2007). Weitere
diskutierte Funktionen sind die Beteiligung am Aminosaure-Metabolismus (Keys, 2006), der
C1-Biosynthese und der Stressabwehr (Wingler et al., 2000 und Moreno et al., 2005). Diese
Eigenschaft macht den C2-Zyklus zu einem essentiellen Stoffwechselweg, der

Uberlebenswichtig fur die Pflanzen in der heutigen Atmosphare ist.
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2.2.1. Biochemie der Photorespiration

Der pflanzliche C2-Zyklus erfordert das Zusammenspiel von mindestens 11 Enzymen,
welche in 3 verschiedenen, subzellularen Kompartimenten lokalisiert sind (Chloroplast,
Peroxisom und Mitochondrium). Durch die Oxygenasefunktion der Rubisco kommt es zur
Bildung von 2-PG im Chloroplasten, welches ohne den C2-Zyklus als Kohlenstoff verloren
gehen und die Zelle vergiften wiirde. Das 2-PG wird zu Beginn durch die chloroplastidare
Phosphoglykolat-Phosphatase (PGLP, EC 3.1.3.18) dephosphoryliert und zu Glykolat
hydrolysiert. Das Glykolat wird anschlieRend in die Peroxisomen transportiert und von der
Glykolat-Oxidase (GOX, EC 1.1.3.15) zu Glyoxylat (GIx) oxidiert. Bei der Glykolat-Oxidase
handelt es sich um ein Flavinmononukleotid (FMN) abhangiges Enzym. Es Ubertréagt
Elektronen vom Glykolat auf Sauerstoff, wodurch es zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), in Form von Wasserstoffperoxid (H,O,) kommt. Das anfallende
H,O, wird gleichzeitig durch die peroxisomale Katalase (CAT, EC 1.11.1.6) zu H,O entgiftet.
Die Katalase nimmt somit eine wichtige Nebenfunktion im C2-Zyklus ein, da sie fir eine
Balance zwischen photorespiratorischer H,O, Produktion und dessen Entgiftung sorgt
(Queval et al., 2007). Da Wasserstoffperoxid an vielen zelluldren Prozessen beteiligt ist, ist
dieses Gleichgewicht sehr wichtig fir den Zellhaushalt und vor allem bei der Stressabwehr.
Glyoxylat kann im Folgenden entweder durch die Serin:Glyoxylat Aminotransferase (AGT1,
EC 2.6.1.45) oder die Glutamat:Glyoxylat Aminotransferase (GGT, EC 2.6.1.4) zu Glycin
transaminiert werden. Glycin wird anschlieRend in die Mitochondrien transportiert, wo zwei
Molekile durch das Zusammenwirken der Glycin-Decarboxylase (GDC, EC 1.4.4.2) und der
Serinhydroxymethyltransferase (SHMT1, EC 2.1.2.1) zu Serin umgesetzt werden. Wahrend
dieser Reaktion werden NH; und CO, freigesetzt. An dieser Stelle wird deutlich, dass der
photorespiratorische Kohlenstoffmetabolismus im Blatt mit dem Stickstoffmetabolismus
gekoppelt ist. Da vor allem bei hohen Flussraten die Freisetzung von NHj; sehr hoch sein
kann, ist die Reassimilation ein sehr wichtiger Prozess. Die hierfir verantwortlichen Enzyme
sind zum einen die Glutamin-Synthetase (GS-2, EC 6.3.1.2) und zum anderen die
Ferredoxin-abhéngige Glutamat-Synthase (Fd-GOGAT, EC 1.4.7.1). Der Prozess ist sehr
effizient und essentiell fir die Aufrechterhaltung des Stickstoffhaushaltes in Pflanzen
(Mattson et al., 1997; Jamai et al., 2009). Die Freisetzung von CO, wahrend der GDC-
Reaktion stellt allerdings einen Verlust an priméar fixiertem Kohlenstoff da. Darlber hinaus
werden fir die Refixierung von NH; und CO, gro’e Mengen an ATP und NADH benétigt.
Das erzeugte Serin wird anschliel3end zurtick in die Peroxisomen transportiert und durch die
AGT1 zu 3-Hydroxypyruvat (3-HP) umgewandelt. Die Hydroxypyruvatreduktase (HPR, EC
1.1.1.29) reduziert das 3-HP dort NADH-abhangig zu D-Glycerat. Die daflir bendétigten
Reduktionsaquivalente (NADH) werden durch das Malat/Oxalacetat-Shuttle zur Verfiigung

gestellt, da die Membran der Peroxisomen daflr nicht permeabel ist. Glycerat wird
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anschlieBend in den Chloroplasten eingeschleust, durch die Glyceratkinase (GLYK, EC
2.7.1.31) zu 3-PGA phosphoryliert und im Folgenden im Calvin-Zyklus zu Ribulose-1,5-
Bisphosphat (RuBP) umgesetzt. Die Rickgewinnung des primar verloren gegangenen
Kohlenstoffs betrégt allerdings nur 75 %, da 25 % des eingehenden Kohlenstoffs durch die
GDC-Reaktion als CO, freigesetzt werden. Die Abbildung 2-3 zeigt eine schematische

Ubersicht der Prozesse des pflanzlichen C2-Zyklus.

. (" CH,0-PO; \\
CI?H,O-PO§ (i'::O Rubisco C‘:HZO—F’O;
H-(IZ-OH H-CI‘,-OH ; i COoO
(ele]e} H-C-OH 0o, 3-PGA
CH,O-PO;
Cytosol Chloroplast PGP
P;
—
Peroxisome
Glu or Ala
AGT1
2-0G or Pyr
.
-
| -
H-C-NH;
cloor@ ( \ THF
CH,-THF GDG
NAD’
NADH NH, €O,
Mitochondrion HCO,
N, N 2/

Abbildung 2-3 Schema des pflanzlichen C2-Zyklus

Die einzelnen Reaktionen finden in 3 subzellularen Kompartimenten statt, den Chloroplasten,
Peroxisomen und Mitochondrien. Dargestellt sind die Kernenzyme des Zyklus (Rubisco Ribulose-1,5-
Bisphosphat Carboxylase/Oxygenase, PGP 2-Phosphoglykolat-Phosphatase, GOX Glykolat-Oxidase,
CAT Katalsae, GGT Glu:Glyoxylat Aminotransferase, GDC Glycin-Decarboxylase, SHM Serin-
Hydroxymethyltranferase, AGT1 Serin:Glyoxylat Aminotransferase, HPR1 3-Hydroxypyruvat-
Reduktase, GLYK D-Glycerat-3-Kinase).

Durch die intensive Analyse des pflanzlichen C2-Zyklus konnte in den vergangenen Jahren
nicht nur ein wesentlicher Fortschritt Gber die beteiligten Enzyme, sondern auch Uber die
Transportprozesse gewonnen werden. Wie bereits erwahnt erfordert der C2-Zyklus durch
seine subzelluldre Kompartimentierung auch das Vorhandensein verschiedener
Metabolittranslokatoren (ca. 14-18 fir einen funktionellen C2-Zyklus). Von der geforderten

Anzahl an Membrantransportern sind bis jetzt lediglich 4 bekannt. Zum Einen ein Porin-
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ahnlicher-Kanal in der Peroxisomenmembran, welcher die Diffusion von anionischen C2-
Zyklus Metaboliten wie z.B. Glykolat, Glycerat, Glutamin, Malat, Oxalacetat und o—
Ketoglutarat erlaubt. Dieser kommt jedoch nicht fir Zwitterionen wie Glycin und Serin in
Frage. Zum Anderen konnte in der Chloroplastenmembran ein Glykolat/Glycerat-Transporter
biochemisch charakterisiert und zwei Dicarboxylat-Transporter (Somerville und Ogren, 1983)
identifiziert werden. Jedoch ist anhand der Anzahl bisher identifizierter Transporter zu
erkennen, dass die genauen Prozesse nach wie vor nicht gut verstanden und das Wissen

Uber die Transportprozesse sehr limitiert ist (Reumann und Weber, 2006).

2.2.2. Mutanten und Genetik der Photorespiration

Die Photorespiration und alle beteiligten Enzyme stellen seit Jahren ein wichtiges
Untersuchungsobjekt fir die Wissenschaft dar. Die ersten Arabidopsis-Mutanten mit defekter
Photorespiration konnten durch Sommerville und Ogren mittels einer chemischen
Mutagenese-Methode isoliert werden (Somerville, 2001). Dabei werden Arabidopsis-Samen
mit Ethylmethansulfonat (EMS) behandelt. Diese Substanz ist mutagen und fihrt zu
zufalligen Mutationen in DNA-Doppelstrdngen. In den meisten Fallen flhren diese
Veranderungen bei der DNA-Replikation zu Punktmutationen, welche dann bei der
Translation des entsprechenden Gens zu fehlerhaften Proteinen fiihren kénnen. Des
Weiteren machte man sich den Vorteil zu Nutze, dass Mutanten im C2-Zyklus letal sind,
wenn sie in Normalluft angezogen werden (Somerville, 2001). Durch Erhéhung der CO,-
Konzentration in der Luft (> 0,15 %) und somit der Verminderung der Oxygenasefunktion der
Rubisco ist es jedoch mdéglich, die Mutanten zu kultivieren. Werden die entsprechenden
Pflanzen unter diesen Bedingungen angezogen, sind sie von Wildtyppflanzen nicht zu
unterscheiden. Nach Transfer in normale Luft, zeigen sie jedoch deutliche Mangel- und
Stresserscheinungen, sowie Chlorosen. Werden die Mutanten nach Eintritt der negativen
Erscheinungen wieder in erhéhte CO,-Konzentrationen Gberfihrt, revertieren sie und
wachsen normal. Diese Eigenschaft wird als photorespiratorischer Phanotyp bezeichnet.
Nach Verifizierung des entsprechenden Phanotyps mussten anfanglich jedoch eine Vielzahl
an Experimenten durchgefiihrt werden, um den exakten Gendefekt durch Markeranalysen zu
identifizieren. Bei der phé&notypischen Charakterisierung bediente man sich vor allem
radioaktiver Markierungsexperimente und Enzym-Essays, wodurch im Laufe der Jahre einige
Mutanten flr photorespiratorische Enzyme und Transporter verschiedener Pflanzenarten

isoliert und identifiziert werden konnten (z.B. Gerste, Tabak und Erbse).

Deutlich vereinfacht hat die Isolierung und Charakterisierung von Mutanten die Etablierung
einer weiteren Methode der Mutagenese, dem Agrobakterium tumefaciens vermitteltem T-
DNA-Gentransfer (Sommerville, 2001). Das pflanzenpathogene Ackerbakterium zeichnet

sich durch die Fahigkeit aus, auf natirlichem Wege DNA stabil und an zufélligen Orten ins
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Genom pflanzlicher Zellen Ubertragen zu kénnen. Dabei wichtig sind lediglich spezielle
Grenzbereiche der T-DNA, der so genannten Border-Sequenzen (LB — left border und RB —
right border). In der Regel fuhrt die Insertion der T-DNA in einen codierenden Genbereich
zum vollstandigen Verlust der Genaktivitat und somit dazu, dass das entsprechende Protein
nicht mehr gebildet wird (Lindsey et al., 1996). Da auch diese Methode nicht zielgerichtet ist,
sind zur Lokalisation der Fragmente Kenntnisse Uber die T-DNA und das Wirtsgenoms
unerldsslich. Da es sich bei Arabidopsis jedoch um einen Organismus mit vollstdndig
bekannter Genomsequenz handelt (Arabidopsis Genome Initiative, 2000), stehen alle dafir
notwendigen Informationen zur Verfigung. Mittlerweile sind fur fast jedes der ca. 30000
Gene von Arabidopsis Mutanten generiert worden. Diese sind frei verfiigbar und kénnen aus
so genannten 'Stock Centers', wie z.B. dem SALK-Institut (La Jolla, USA) bestellt werden.
Diese Tatsache bildet den Ausgangspunkt fir die reverse Genetik, da man gezielt
veranderte Genotypen herstellen (Alonso et. al.,, 2003) und somit auf die Funktion des
defekten Gens Rickschlisse ziehen kann. Durch diesen Ansatz ist es in den letzten Jahren
gelungen, die Gene der am C2-Zyklus beteiligten Enzyme zu identifizieren (siehe Tabelle
2-1) und fir die meisten definierte Mutanten zu isolieren. Ausgehend von einem exakten
Gendefekt kann dann der Verlust des codierenden Proteins biochemisch untersucht und der

resultierende Phanotyp aufgeklart werden.

Die Arabidopsis-Mutanten mit einem Gendefekt in der PGLP1, GGT1, SHM1, AGT1 und
GLYK (Schwarte und Bauwe 2007, Igarashi et al., 2003, Voll et al., 2006, Liepman und
Olsen, 2001 und Boldt et al., 2005) zeigen den zuvor beschriebenen photorespiratorischen
Phanotyp und sind somit eindeutig im C2-Zyklus defekt. Die Mutation in den entsprechenden
Genen ist unter Normalluft letal, kann jedoch durch erhéhte CO,-Konzentrationen in der Luft
revertiert werden. Das lasst darauf schlieBen, dass die entsprechenden Proteine
ausschlief3lich an der Photorespiration beteiligt sind. Bei den Komponenten der GDC zeigt
sich hingegen ein deutlicher Unterschied. Hierbei handelt es sich um einen
Multienzymkomplex, der sich aus 4 verschiedenen Untereinheiten, dem P, T, H und L
Protein zusammensetzt. Erschwerend kommt hinzu, dass fiir einige der Untereinheiten
mehrere Gene kodieren, die sich gegenseitig ersetzen. Der vollstandige Verlust des P-
Proteins, welches in Arabidopsis durch 2 Gene kodiert wird, ist letal (Engel et al., 2007).
Auch die Anzucht unter erhdhten CO,-Konzentrationen (1 %) flhrt nicht zur Revertierung
dieses Phénotyps, was darauf schlielen lasst, dass die Glycindecarboxylase auch an
anderen Prozessen auferhalb der Photorespiration beteiligt ist. Die wichtigste Funktion
hierbei ist die Beteiligung am C1-Stoffwechsel, in dem die GDC durch die Bereitstellung von
Methylentetrahydrofolat (M-THF) involviert ist. Pflanzen mit reduzierten T-Protein-Gehalten
zeigen deutliche Stresserscheinungen und Chlorosen, lassen sich jedoch durch erhéhte

CO,-Gehalte teilweise komplementieren (Engel et al., 2008). Der vollstandige Knock-out des
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T-Proteins ist jedoch ebenfalls letal in Arabidopsis, was die Vermutung von weiteren,
essentiellen Funktionen des GDC fir die Pflanze unterstiitzt. Der gleiche Sachverhalt trifft
auch auf die H- und L-Protein-Untereinheiten zu. Fir beide Proteine existieren Isoformen in
heterotrophen Geweben, was die Beteiligung an anderen Prozessen in der Zelle verdeutlicht.
Das Problem der Redundanz fiihrt darliber hinaus dazu, dass bisher keine Arabidopsis
Mutanten der Glykolat-Oxidase (GOX) mit photorespiratorischem Phéanotyp isoliert werden
konnten. In Arabidopsis kodieren 5 Gene fur dieses Protein und die entsprechenden
Einzelmutanten zeigen keine phé&notypischen Verdnderungen im Vergleich zum Wildtyp
(Spitschak, Diplomarbeit, 2007). Dass die GOX jedoch eine essentielle Funktion im
pflanzlichen C2-Zyklus einnimmt konnte interessanterweise zundchst an der C4-Pflanze
Mais und spater auch bei Reis gezeigt werden. In beiden Fallen fihrt eine Reduktion der
GOX-Gehalte, durch induzierbare RNAIi-Systeme, zum beschriebenen photorespiratorischen
Phanotyp (Zelitch et al., 2009; Xu et al., 2009). Vor allem der Befund aus Mais |&sst darauf
schlielen, dass die Bedeutung der Photorespiration flir Pflanzen universeller ist als bisher
vermutet. Lange Zeit nahm man an, das C4-Pflanzen aufgrund der besonderen Form der
Photosynthese und der Anreicherung von CO, in unmittelbarer Nahe zur Rubiso keine
Photorespiration betreiben oder dieser Stoffwechselweg nur eine sehr untergeordnete Rolle
spielt. Der Befund, dass reduzierte Gehalte der Glykolat-Oxidase in Mais einen
photorespiratorischen Phanotyp nach sich ziehen, lasst dagegen vermuten, dass die
vorliegende Meinung jedoch nicht umfassend genug ist. Eine weitere Ausnahme stellt die
peroxisomale HPR1 dar, welche in Arabidopsis durch ein single copy-Gen kodiert wird. Da in
frGheren Screeningexperimenten keine Mutante fur dieses Gen isoliert werden konnte, liegt
die Vermutung nahe, dass der vollstandige Verlust entweder letal ist oder dieser Schritt
umgangen werden kann. Allerdings konnte Ende der 80iger Jahre eine Gerste-Mutante mit
reduzierten HPR-Aktivitdten isoliert werden. Neben dieser Eigenschaft wiesen weitere
Indizien wie z.B. ein Anstau des Serins darauf hin, dass es sich hierbei um eine Mutante mit
Defekt in der peroxisomalen HPR handelt. Allerdings ist der genaue Gendefekt in dieser
Pflanze bis heute ungeklart (Murray et al., 1989; Kleczkowski et al., 1990).
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Tabelle 2-1 Zusammenfassung der am C2-Zyklus beteiligten Gene

13

Dargestellt sind die beteiligten Enzyme und deren kodierende Gene in Arabidopsis thaliana. Fur die

fett gedruckten Genloci konnte die Beteiligung an der Photorespiration experimentell eindeutig

nachgewiesen werden.

2PG Phosphatase

Glykolat Oxidase

Ser:GIx Aminotransferase

Glu:GIx Aminotransferase

GDC P-Protein

GDC H-Protein

GDC T-Protein

GDC L-Protein

Ser:Hydroxymethyltransferase

Hydroxypyruvat-Reduktase

Glycerat-Kinase

AtPGLP1

AtGOX1
AtGOX2
AtGOX3
AtHAOX1
AtHAOX2

AtAGT1

AtGGT1

AtGLDP1
AtGLDP2

AtGLDH1
AtGLDH2
AtGLDH3

AtGLDT1

AtGLDL1
AtGLDL2

AtSHM1
AtSHM2

AtHPR1

AtGLYK

At59g36790

At3g14420
At3g14415
At4g18360
At3g14130
At3g14150

At2g13360

At19g23310

At4g33010
At2g26080

At2g35370
At2g35120
At1g32470

At1g11860

At3g17240
At1g48030

At4g37930
At5g26780

At1g68010

At1g80380

Chloroplast

Peroxisom
Peroxisom
Peroxisom
Peroxisom

Peroxisom

Peroxisom

Peroxisom

Mitochondrium

Mitochondrium

Mitochondrium
Mitochondrium

Mitochondrium
Mitochondrium

Mitochondrium

Mitochondrium

Mitochondrium

Mitochondrium
Peroxisom

Chloroplast

Schwarte
Bauwe, 2007

Reumann et al.,
2004

Liepmann und
Olson, 2001

Igarashi et al., 2003

Engel et al., 2007

Srinivasan und
Oliver, 1992

Engel et al., 2008

Lutziger und Oliver,
2001

Voll et al., 2006

Timm et al., 2008

Boldt et al., 2005

2.2.3. Assoziierte Prozesse und genetische Manipulation der Photorespiration

Ein weiteres Ziel der Forschung am pflanzlichen C2-Zyklus stellt die Identifizierung

assoziierter

Prozesse und alternativer

Enzyme dar.

Bisher konnte zuséatzlich zur

peroxisomalen Glykolat-Oxidase, eine Glykolat-Dehydrogenase in Mitochondrien gefunden

werden, welche funktionell an der Photorespiration beteiligt sein kénnte (Bari et al., 2004;

Niessen et al., 2007). Auch fur Glyoxylat wurden eine Reihe weiterer Umsatzmdglichkeiten
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vermutet. Dieses Intermediat kann unter anderem durch die NADPH-abhangige Glyoxylat-
Reduktase in Glykolat zuriick reduziert werden (Tolbert et al., 1970; Kleczkowski et al., 1986,
1990). Weitere Moglichkeiten sind entweder die Oxidation zu Oxalat (Richardson und
Tolbert, 1961; Halliwell und Butt, 1974) oder die Decarboxylierung zu Format (Zelitch, 1972).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Akkumulation der Ferredoxin-abhangigen
Glutamat-Synthase im Mitochondrium flr die Aktivitdt der photorespiratorischen
Serinhydroxymethyltransferase  erforderlich ist (Jamai et al, 2009). Einige
photorespiratorische Metabolite, wie zum Beispiel Glycin, dienen als Vorstufen fir die
Synthese anderer Stoffwechselprodukte wie Glutathion (Noctor et al., 1998, 1999). Diese
und weitere Mdglichkeiten sprechen fur die Flexibilitdt und Offenheit des

photorespiratorischen Metabolismus (Wingler et al., 2000).

Ein weiteres wichtiges Ziel der Wissenschaft ist seit langem die Verbesserung der
Photosyntheseleistung. Hierbei bietet unter anderem auch die Photorespiration einen
moglichen Ansatzpunkt. So konnten Kebeish und Mitarbeiter 2007 zeigen, dass die
Integration eines bakteriellen Glyceratweges (bestehend aus Glykolat-Dehydrogenase,
Glyoxylat-Carboligase und Tartronsaure-Semialdehyd-Reduktase) in den Chloroplasten zur
Steigerung des Wachstums von Arabidopsis fuhrt. Durch die Einfihrung des alternativen
Weges in den Chloroplasten, sollte zum einen den Fluss durch die GDC und dem damit
verbundenen CO,-Verlust im Mitochondrium reduzieret und zum anderen CO, in
unmittelbarer Nahe zur Rubisco freigesetzt werden. Die erzeugten Pflanzen zeigten ein
schnelleres Wachstum, gesteigerte Biomasse und enthielten mehr I6sliche Zucker. Diese
Eigenschaften sprechen fir eine reduzierte Photorespiration und eine erhdhte
Photosyntheseleistung (Kebeish et al., 2007). Die Unterstitzung des C2-Zyklus wirkt sich
dementsprechend positiv auf die pflanzliche Produktivitdt aus. Der Versuch die
Photorespiration vollstandig zu unterdriicken oder zu eliminieren ist bisher nicht gelungen.
Weiterhin unterstreicht die zuvor genannte Tatsache eines funktionell aktiven C2-Zyklus in
C4-Pflanzen und die essentielle Funktion der Photorespiration in Cyanobakterien (Eisenhut
et al., 2008) die Wichtigkeit dieses Stoffwechselweges fir alle oxygene Photosynthese

betreibende Organismen.

2.3. Kenntnisstand zu pflanzlichen Hydroxypyruvat-Reduktasen

Die meisten Landpflanzen produzieren taglich grole Mengen an Hydroxypyruvat (3HP)
durch die Photorespiration. Nach der generell akzeptierten Meinung, wird dieses vorrangig
durch die peroxisomale HPR1 (HPR1; EC 1.1.1.29) metabolisiert. Die HPR1 stellt somit
eines der Schlisselenzyme des pflanzlichen C2-Zyklus da. Sie ist allerdings nicht nur an der
Photorespiration beteiligt, sondern ein ubiquitdres Enzym im Primarstoffwechsel vieler pro-

und eukaryotischer Organismen (Saugetiere, Pflanzen und Bakterien). Zum Beispiel ist es in
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methano- und methylo-trophen Bakterien am Serin-Weg (Hanson und Hanson, 1996;
Vorholt, 2002) beteiligt. Bei anderen Bakterien spielt das Enzym im Abbau von Tartrat eine
wichtige Rolle (Kohn, 1968). In Tieren ist die enzymatische Reaktion der HPR in der
Glukoneogenese zu finden (Xue et al., 1999). Im Menschen ist die HPR vor allem im Zytosol
der Leber zu finden, wo sie den Umsatz von Glyoxylat zu Glykolat, sowie die Reduktion von
3HP zu D-Glycerat (NADH-abhangig) gewahrleistet. Eine Dysfunktion fiihrt hier zu schweren
Schadigungen der Niere und zur Bildung von Nierensteinen (Leumann und Hoppe, 2001),

was die Wichtigkeit dieses Enzyms hervorhebt.

Die pflanzliche Hydroxypyruvat-Reduktase stellt eines der am besten beschriebenen
Enzyme da. In den 50iger Jahren wurde es erstmals gereinigt, kristallisiert und
charakterisiert (Stafford et al., 1954; Zelitch, 1955; Zelitch und Gotto, 1962). Neben der
Reduktion von 3HP (Km ~0,1 mM) konnte ebenfalls ein enzymatischer Umsatz von Glyoxylat
(Glx, Km ~20 mM) gemessen werden. Aufgrund der Nebenreaktion mit GIx wurde es zu
Beginn als Glyoxylat-Reduktase (GR) bezeichnet. Da fiir diese Reaktion ein sehr hoher Km-
Wert festgestellt werden konnte, wurde dieser Reaktion keine physiologische Relevanz fir
den pflanzlichen Stoffwechsel zugeschrieben (Givan und Kleczkowski, 1992). Das Substrat
der HPR1 entsteht wahrend des C2-Zyklus durch Transaminierung von Serin. Hierflr
verantwortlich ist die Serin:Glyoxylat Aminotransferase (AGT1; siehe Abbildung 2-3). Die
native HPR1 besteht aus zwei identischen Untereinheiten von 41-44 kDa und verwendet
NADH als préaferenziellen Co-Faktor. Sie ist peroxisomal lokalisiert und tragt die hierflr
typische PTS1-Lokalisationssequenz (SKL am C-Terminus, Reumann, 2004a; Reumann et
al., 2004b). In diesem subzelluldren Kompartiment bildet sie zusammen mit der Glykolat-
Oxidase, der Katalase und der Malat-Dehydrogenase einen Multienzymkomplex. Dieser
sorgt fiir einen optimalen Fluss der Metabolite durch das Peroxisom und vermeidet dabei die
Ubermafige Bildung von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) (Reumann, 2000). Die Malat-
Dehydrogenase (pMDH, in Arabidopsis durch 2 Gene codiert) als Bestandteil dieses
Komplexes tbernimmt ebenfalls eine sehr wichtige Aufgabe, da sie das benétigte NADH flr
die Reduktion von 3HP zur Verfigung stellt. Es ist die gangige Meinung, dass die Membran
der Peroxisomen nicht durchldssig fir gréere Molekile wie NADH oder Acetyl-CoA ist,
sowie der oben erwahnte Porin-artige Kanal ebenfalls nicht fir den NADH Transport in Frage
kommt (Reumann und Weber, 2006). Somit ist anzunehmen, dass der Malat-Shuttle der
einzige Weg fur die NADH-Versorgung der Peroxisomen ist. Malat wird hierbei aus dem
Zytoplasma in die Peroxisomen transportiert und durch die pMDHs zu Oxaloacetat oxidiert,
wobei NADH entsteht. Es konnte gezeigt werden, dass die pMDHs flr die optimale Funktion
der Photorespiration hilfreich, jedoch nicht essentiell ist. Die entsprechende Doppelmutante
in beiden pMDH-Genen ist in Normalluft lebensfdhig und nur gering in ihrer

photosynthetischen Leistung beeinflusst. Mégliche Ursachen hierfir kdnnten zum einen
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alternative Mechanismen fur die Versorgung an Reduktions&dquivalenten sein oder dass die
HPR-Reaktion komplett umgangen werden kann (Pracharoenwattana et al., 2007; Cousins
et al., 2008).

Die HPR1 wird in Arabidopsis durch ein single-copy-Gen codiert, wie auch in Reis und vielen
anderen Pflanzen (Greenler et al., 1989 und Hayashi et al., 1996). Einige Abweichungen
konnten unter anderem bei Saubohne und Kirbis beobachtet werden. Im Genom der
Saubohne liegen fiir die HPR1 zwei Gene vor. Es wurde beschrieben, dass eines der beiden
entsprechenden Proteine spezifisch mit dem Syringolid-Elicitor-Rezeptor-P34 Komplex
interagiert und vermutlich eine Rolle in der Pathogenantwort spielt. Die genauen
Mechanismen sind bisher jedoch ungeklart (Okinaka et al., 2002). Eine weitere Abweichung
konnte am Kiurbis gezeigt werden. Resultierend aus der pra-mRNA eines single-copy Gens
entstehen hier zwei alternative Splice-Formen der HPR1, wobei nur eine der beiden
Isoformen ein peroxisomales Targeting-Signal tragt. Als das entscheidende Signal fir den
Prozess konnte Licht identifiziert werden. Die Autoren gehen davon aus, dass beide HPR-
Isoformen an der Photorespiration beteiligt sind. Neben der peroxisomalen Form kdnnte die
zytosolische eine Art Uberflussventil darstellen, wenn bei hohen Lichtintensitaten viel 3HP
gebildet wird und aus dem Peroxisom austritt. Die alternative HPR kénnte dort das 3HP zu
D-Glycerat umsetzten und nach dem Transport in den Chloroplasten dem C2-Zyklus wieder
zur Verfigung stellen. Die genauen Verhaltnisse konnten bisher noch nicht geklart werden.
(Mano et al., 1997, 1999, 2000). Dieser Befund scheint jedoch nicht typisch fir die HPR1 zu
sein, da es in Arabidopsis nicht nachgewiesen werden konnte (Mano et al., 1997) und auch

fur keine andere Pflanzenspezies gezeigt wurde.

Wie bereits erwdhnt konnte bis heute keine Arabidopsis-Mutante fir die HPR1 isoliert
werden. Die Tatsache, dass wahrend der ersten groRen Screeningexperimente durch
Sommerville und Mitarbeiter keine HPR-Mutante identifiziert wurde, kénnte verschiedene
Ursachen haben. Zum einen kénnte die Mutation in diesem Gen auch unter erhdhten CO,-
Konzentrationen letal sein oder ein Gendefekt phanotypisch unauffallig. Allerdings konnten
Murray und Mitarbeiter 1989 eine Gerste-Mutante (Hordeum vulgare L.; LaPr 88/29)
isolieren, die viele Eigenschaften einer HPR1 Mutante aufweist. LaPr 88/29 zeigt eine
deutliche Reduktion der HPR-Aktivitat. Der Umsatz von 3HP mit den beiden Co-Faktoren
NADH (5 %) und NADPH (19 %), ist im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert.
Markierungsexperimente mit L-[U-"*C]Serin und '*CO, ergaben, dass es in dieser Mutante zu
Beeinflussungen im photorespiratorischen C2-Zyklus kommt. Jedoch ist die Pflanze immer
noch in der Lage CO,-Fixierungsraten von ca. 75 % des Wildtyps zu erreichen, was sich
auch im Wachstum der Pflanze widerspiegelt. Die Mutante ist auch unter
Normalluftbedingungen nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Die Autoren haben in Folge

ihrer Ergebnisse darauf geschlossen, dass es einen alternativen Abbauweg fur 3HP bzw.
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alternative Enzyme mit HPR-Aktivitdt in Gerste geben muss (Murray et al, 1989;
Kleczkowski et al., 1990). Diese Hypothese unterstreichen einige Arbeiten an Spinat, wo
durch biochemische Reinigung ein alternatives, 3HP umsetzendes Enzym gefunden werden
konnte (HPR2; EC 1.1.1.81). Die HPR2 arbeitet im Gegensatz zur HPR1 unter Verwendung
von NADPH als praferenziellem Co-Faktor und ist im Zytosol lokalisiert. Das Enzym ist mit 38
kDa je Untereinheit etwas kleiner und kann Glyoxylat als alternatives Substrat umsetzen
(etwa ein Viertel der Aktivitat mit 3HP). Eine sehr spezifische Eigenschaft der HPR2 stellt die
starke Inhibierung durch Oxalat dar. Da die HPR1 nur im geringen Ausmalf durch diesen
Inhibitor beeinflusst wird, kann so zwischen den beiden Isoformen unterschieden werden.
Durch immunologische Studien konnte die HPR2 auch in anderen Pflanzenspezies, wie
Erbse und Weizen nachgewiesen werden (Kleczkowski und Randall, 1988a; Kleczkowski et
al., 1988b, 1991). Auch hier wurde angenommen, dass bei hohem photorespiratorischen
Umsatz 3HP aus den Peroxisomen austritt, von der zytosolischen HPR2 umgesetzt und dem
Zyklus erneut zurlickgefiihrt wird. Somit wéare durch das Vorhandensein der HPR2 eine Art
Uberflussventil auch in anderen Pflanzen Spezies méglich. Nichts desto trotz findet diese
Hypothese in der aktuelle Wissenschaft wenig Akzeptanz (Wingler et al., 2000; Siedow und
Day, 2001; Reumann und Weber, 2006). Auch in der zuvor beschriebenen Gerste-Mutante
(LaPr88/28) konnte die HPR2 immunologisch nachgewiesen werden (Kleczkowski et al.,
1990). Ein Problem bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Mutante stellt allerdings der
Aspekt dar, dass der exakte genetische Defekt bis heute nicht identifiziert wurde. Durch die
gegenwartig vorliegenden EST-Datenbaken (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/) kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in Gerste multiple Gene fur die HPR1 vorliegen und somit
nicht eindeutig geklart ist, auf welches Gen die beschriebenen Befunde zuriick zu fiuhren
sind. Des Weiteren ist fur die alternative HPR2 bisher in keiner Pflanzenspezies das Gen

identifiziert worden und somit keine Mutante verfiigbar.

2.4. Zielstellung dieser Arbeit

In voran gegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe war es bereits gelungen, genetisch
definierte AtHPR1-Mutanten (hpr1-1 und hpr1-2) zu isolieren. Da die HPR1 in Arabidopsis
durch ein single-copy-Gen codiert wird, handelt es sich bei beiden unabhangigen Linien um
vollstédndige Nullmutanten. Die Pflanzen sind in der Lage unter Normalluftbedingungen zu
wachsen und stellen somit eine hochinteressante  Ausnahme unter den
Photorespirationsmutanten dar (Timm; Diplomarbeit, 2006). Dieser Befund zeigt, dass das
bisherige Fehlen einer HPR-Mutante nicht mit deren Letalitat erklart werden kann. Vielmehr
ergeben sich daraus klare Hinweise, dass es zuséatzlich zur HPR1-Reaktion
kompensatorische Prozesse fir den 3HP-Umsatz geben muss. Unter Zuhilfenahme dieser

Mutanten sollte im Folgenden das Hydroxypyruvat-reduzierende System genauer
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charakterisiert werden. Im Vordergrund stand dabei die l|dentifikation alternativer, 3HP
reduzierenden Enzyme. Es ist mir gelungen eine alternative HPR2 aus Arabidopsis
biochemisch zu reinigen und das entsprechende Gen zu identifizieren (Timm; Diplomarbeit,
2006).

Im Weiteren Fortlauf dieser Arbeit sollte die wichtige Frage geklart werden, ob die HPR2
funktionell an der Photorespiration beteiligt ist bzw. welche Rolle sie im pflanzlichen
Stoffwechsel einnimmt. Dieser Fragestellung sollte unter Verwendung von reverser Genetik,
sowie verschiedener biochemischer und physiologischer Methoden nachgegangen werden.
Ein wichtiger Teil der Untersuchung nahm die phéanotypische und biochemische
Charakterisierung der Mutanten ein. DarUber hinaus sollten Stoffflussuntersuchungen durch
den C2-Zyklus durchgefuhrt werden. Die beiden Enzyme sollten ebenfalls heterolog
Uberexprimiert und biochemisch charakterisiert werden. Die auf dieser Weise erzeugten
Daten sollten klaren, welche bisher unbekannten Mechanismen den HPR1-Defekt
kompensieren. Dabei wurden neue Erkenntnisse zum Ablauf der Photorespiration und deren

Vernetzung mit anderen pflanzlichen Stoffwechselwegen erwartet.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders
vermerkt, von den nachfolgenden Firmen bezogen und wiesen mindestens den
Reinheitsgrad p.a. auf: Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Applichem (Darmstadt),
BioRad Laboratories GmbH (Mlnchen), Boehringer Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH
(Karlsruhe), Duchefa (Haarlem, NL), Invitrogen (Leck, NL), Kodak (Stuttgart), MBI Fermentas
(St. Leon Rot), New England BioLabs (Frankfurt), PeqLab (Erlangen), Pharmacia (Freiburg),
Promega (Madison, USA), QIAGEN (Hilden), Sigma-Aldrich (Steinheim), Serva (Heidelberg),
Sigma (Taufkirchen).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten, allgemeinen Verbrauchsmaterialien wurden von
folgenden Firmen bezogen: Applied Biosystems (Darmstadt), Biometra (Géttingen), BioRad
Laboratories GmbH (Minchen), Eppendorf (Hamburg), Fuji (Dusseldorf), Heraeus
(Osterode), Kodak (Stuttgart), Millipore (Eschborn), MWG Biotech (Minchen), Pharmacia
(Freiburg), Serva (Heidelberg), Schott Glaswerke (Mainz), Sorvall (Bad Homburg), Whatman
(Maidstone, GB).

3.1.2 Apparaturen, Gerate und Zubehér

Tabelle 3-1 Verwendete Gerate und Apparaturen

Fotodokumentation

UV-Tisch Vilber Lourmat (Frankreich)

FPLC-Systeme

AKTAprima plus GE Healthcare (Freiburg)

Pharmacia LKB UV-M I Pharmacia (Freiburg)

Gelelektrophorese-Apparaturen

Agarosegel-Apparaturen Bio-RAD (Miinchen)
2D-Page Bio-RAD (Miinchen)
Power Supply (Power Pac 300) Bio-RAD (Miinchen)

HPLC-System

Shimadzu automated HPLC-System Shimadzu (Japan)
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Klimaschranke

Conviron PGR 15

CLF Plant climatic (Emersacker)

Sanyo Modell 350

Ewald Innovationstechnik GmbH (Bad Nenndorf)

Percivall AR-75L

CLF Plant climatic (Emersacker)

PAM-System

Imaging-PAM (M-Serie)

Walz Mess- und Regeltechnik (Effeltrich)

pH-Meter

pH 211 Microprocessor pH Meter

Hanna Instruments (Rumanien)

Photometer

Lambda 35 UV/VIS Spectrometer

Perkin EImer (USA)

CARY 50 UV-Visible Spectrophotometer Varian (Australien)

Einwegklvetten

Sarstedt (Nurnbrecht)

Quarzkuvetten

Hellma (Mullheim)

Photosynthesemessgerit

Licor Li-6400

Licor Biosciences (Lincoln, USA)

Speed-Vac

Con-1000 Speed Vac

Frébel Labor Geréte (Lindau, Deutschland)

Thermocycler

Eppendorf Mastercycler

Eppendorf AG (Hamburg)

PTC-100, Peltier Thermal Cycler

MJ Research Inc. (USA)

Zentrifugen und Rotoren

Biofuge pico

Heraeus (Osterode)

Sigma 3K30 - Laborzentrifuge

Vataris (Baar, Schweiz)

Sorvall RC 6 Plus

Sorvall (Bad Homburg)

3.1.3 Reaktionskits

Tabelle 3-2 Verwendete Reaktionskits

PlantRNA-Kit Macherey-Nagel (Duren) Isolierung von RNA
pagGOLD Gel Extraction Kit PagLab (Erlangen) Aufreinigung PCR Produkte
Qiagen Plasmid Mini Kit (100) Qiagen (Hilden) Aufreinigung von Plasmiden
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3.1.4 Verwendete Enzyme

Tabelle 3-3 Verwendete Enzyme

CIAP-Phosphatase

Fermentas (St. Leon-Rot)

DNAsel

Fermentas (St. Leon-Rot)

Lysozym

Roth (Karlsruhe)

Reverse Transkriptase

Fermentas (St. Leon-Rot)

Restriktionsendonukleasen

Fermentas (St. Leon-Rot),

Ribonuklease A

Fermentas (St. Leon-Rot)

Taqg-Polymerase

Qiagen (Hilden)

T4-DNA-Ligase

Fermentas (St. Leon-Rot)

3.1.5 GroRenstandards fiir Elektrophoresen

Tabelle 3-4 Verwendete Grolienstandards fiir Elektrophoresen

100 bp Ladder

Fermentas (St. Leon-Rot)

1 kb Ladder

Fermentas (St. Leon-Rot)

Lambda DNA/EcoRI + Hind Il Marker

Fermentas (St. Leon-Rot)

Unstained Protein Molecular Weight Marker

Fermentas (St. Leon-Rot)

HPLC-Standard, 21 proteinogene AS + Glycin

Sigma-Aldrich (Steinheim)

3.1.6 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 3-5 Verwendete Oligonukleotide.

Die aufgefiihrten Oligonukleotide dienten dem Screening von Mutanten, der Expressionsanalyse und

der Klonierung zu Uberexpressionszwecken. Die angegebenen Nummern entsprechen der

institutsinternen Liste. Die fettgedruckten und unterstrichenen Nukleotide zeigen das Vorhandensein

von Restriktionsschnittstellen an.

40s16forward GGCGACACAACCAGCTACTGA R176
40s16revers CGGTAACTCTTCTGGTAACGA R177
mLB1 AATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAA R175
Ds5-2 CCGTTTTGTATATCCCGTTTCCGT R576
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SALK-LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT R295
HPR1-S TAGCACAAAACCGATGCCTGGAAC R379
HPR1-A GTTTCCATGTCACAGGTTGTTCTC R380
HPR1pBA5’ AACTCGAGATGGCGAAACCGGTGTCCATTGAA R686
HPR1pBA3’ AACTCGAGTCATAGCTTCGAAACAGGCAATCC R687
HPR2-S1 CTTCTGGACTTCTCCGGAGAAATC R666
HPR2-A1 CCAAATCCCAAATGTGTCACATGAC R668
HPR2Spel-Begl| ACTAGTGGAGATATGGAATCAATCGGAGTCC R659
HPR2Kpnl-End| GGTACCTCAGACGACCGGAGTCAGAAGTGATTTC R660
HPR3-S1 TTCTGACTCGTGAATTCCGTACTC R665
HPR3-A1 ACATCYAAACCAGCACCACCAATC R669
HPR3pHUE-Beg CTCCGCGGTGGTATGGCGGAATCTTCAGAG R987
HPR3pHUE-End CCGCGGTCATCAATCCAATTGAACCGGAGA R988

3.1.7 Verwendete Plasmide

Die folgenden Plasmide sind in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz gekommen und dienten

der Sub-Klonierung und der Uberexpression von Hydroxypyruvat-Reduktasen.
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Abbildung 3-1 Struktur des pGEMT-Vektors (Promega)
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Der Vektor diente der Sub-Klonierung von Fragmenten. Die Ligation der Fragmente erfolgt dabei tber,

durch in der PCR-Reaktion generierte, Gberhdangende Adenin-Reste. Der Vektor liegt linear vor und

zeichnet sich durch Uberhdngende Thymin-Reste aus, was die Ligation der Fragmente ermdéglicht.




Material und Methoden 23

ATG 6xHis Xpress™ EK

Epitope Site MCS | term

Comments for pBAD/His A

4102 nucleotides *Sac | and Pvu Il are not

present in version C.

Abbildung 3-2 Struktur des pBAD/HisA-Vektors (Invitrogen)

Der Vektor diente der Uberexpression von Hydroxypyruvat-Reduktasen (HPR1 und HPR2). Dabei
entsteht ein Fusionsprotein mit einem N-terminalen His-Tag, der die Reinigung des rekombinanten

Proteins Uber Affinitdtschromatographie ermoglicht.

A Ncol (5941) _Sacll (279)
Xbal (5902) - BamHI (286)
Bglll (5836) /ATG'HE(S) EcoRI (292)
Sphl (5643) Sacl (298)
MCS| Kpnl (304)
Sall (310)
Notl (316)
lacl | Hindlll (324)
—— Pstl (1376)
AmpF
ori
His(6
: e Ubiquitin —
I
Pr7 ; Bglll Sacll BamH| EcoRlSacl Kpnl Sall Notl Hindlll
AGCCATATGCAGATCTTC. . .CTCCGCGGTGGAtccgaatticgagctcggtaccgtcgacgeggecgcaagctta
Met @ | F L R GG s e f el gtvda aas |
1 2 3 4 73 74 75 76

Abbildung 3-3 Struktur des pHUE-Vektros (Catanzariti et al., 2004)

Der Vektor dient der Uberexpression von Hydroxypyruvat-Reduktasen (HPR3). Dabei entsteht ein
Fusionsprotein mit einem N-terminalen His-Tag, der die Reinigung des rekombinanten Proteins Uber

Affinitatschromatographie erméglicht.
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3.1.8 Pflanzenmaterial und Anzucht

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Arabidopsis thaliana Pflanzen entsprechen den
Okotypen Columbia 0 (col.0) und Landsberg errecta (Ler). Die Insertionslinien (SALK und
Gene Trap) wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (Alonso et al., 2003;

Sundaresan et al., 1995) bezogen.

Die Aussaat der Samen erfolgte auf einem Erde-Vermiculit-Gemisch, im Verhaltnis von 4:1
(Mini Tray; Einheitserdewerk Uetersen). Dieses Erdgemisch wurde im Vorfeld mit Wasser
und 0,2 % Wouxal-Flissigdinger (Aglukon) gestaut, bis das Kultursubstrat vollstandig

gesattigt war. Zur Synchronisation der Keimung erfolgte eine 2 tagige Stratifikation bei 4° C.

Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte unter kontrollierten Bedingungen in normaler Luft (380
bis 400 uL/L CO,) oder unter erhéhten CO,-Konzentrationen (0,15 bzw. 1 %), in dafir
vorgesehenen Pflanzenanzuchtskammern (Conviron, Percivall bzw. Sanyo). Falls nicht
anderes erwahnt, erfolgte die Anzucht dabei mit einer Standard-Photoperiode (Tag/Nacht)
von 10 h/14 h, einer Temperatur von 22/18°C und einer Lichtintensitat von ca. 130 ymol m™

s™.

Tabelle 3-6 Verwendete Insertionslinien

In der Tabelle sind die zum Einsatz gekommenen Insertionslinien dargestellt. Unter Linie sind die
Originalbezeichnungen des Stock-Centers angegeben, sowie die Arbeitsbezeichnung unter dem

Eintrag Bezeichnung.

At1968010 (AtHPR1) SALK_067724 hpr1-1
At1g68010 (AtHPR1) SALK_143584 hpri-2
At1g79870 (AtHPR2) GT.89166 hpr2-1
At1g79870 (AtHPR2) SALK_105883 hpr2-2
At1g12550 (AtHPR3) SALK_019014 hpr3-1
At1912550 (AtHPR3) SALK_143689 hpr3-1

3.1.9 Verwendete Bakterienstamme
Escherichia coli

TOP10 F" merA A(mrr-hsd RMS-mrcBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG, Invitrogen

BL21 Star™(DE3) F ompT hsdSg (rs-mg-) gal decm rne131 (DE3), Invitrogen
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XL1-Blue F', Tn10, proA*B *, lacl®, A(lacZ)M15/recA1, endA1, gyrA96(Nal"), thi,
hsdR17(r;m’), SupE44, relA1, lac, Invitrogen
LMG194 F-mcrA (mrr-hsdRMS-mreBC) 80/lacZ M15 lacX74 recA1, deoR

araD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1, nupG, Invitrogen

3.2 Methoden

3.2.1. Isolation von genomischer DNA

Die DNA-Isolation aus Arabidopsis thaliana erfolgte nach der modifizierten Methode von
Murray und Thompson (1980). Das Pflanzenmaterial (100 mg) wurde in Eppendorf-Gefalen,
unter Zugabe von flissigem Stickstoff schockgefroren und mit einem Mdrser homogenisiert.
Nach kurzem Antauen erfolgte die Lyse durch Zugabe von 500 ul 2x CTAB (2 % CTAB, 1,4
M NaCl, 100 mM Tris-HCL, pH 8,0, 20 mM EDTA). Bei der sich anschlielienden 30-
minltigen Inkubation bei 68 °C wurden die Proben mehrmals gevortext, um eine optimale
Durchmischung und Lysierung der Proben zu gewahrleisten. Durch die Zugabe von 5 l
RNaseA (5 mg/ml) und Inkubation bei 37 °C (15 min) vermeidet man die Verunreinigung
durch RNA. Dann wurde der Ansatz mit 1 VT (500 pl) Cl (24 VT Chloroform; 1 VT
Isoamylalkohol) versetzt, 1 min durch Schitteln gemischt und bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert. Die obere, wassrige Phase, welche die genomische DNA
beinhaltet, wurde ohne Verletzung der Interphase in ein neues Eppendorf-Gefald tberfihrt.
Die abgenommene Phase wurde anschlieBend mit 1 VT (400 pl) Isopropanol gemischt und
auf Eis gefallt. Nach einer 15-minitigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurde
der Uberstand vollstandig entfernt und das Pellet mit 200 yl 70 % Ethanol {berschichtet.
Durch einen erneuten Zentrifugationsschritt (10 min bei maximaler Geschwindigkeit) wurde
das Pellet gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde folgend in 50 pl Tris-HCI (pH 8,0)
aufgenommen und bei 68 °C inkubiert, bis die isolierte DNA vollstandig gelést war. Die DNA

kann sofort verwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

3.2.2. Isolation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte mittels einer modifizierten Methode von Birnboim und
Doly (1979). Die Ubernachtkultur einer einzelnen Bakterienkolonie (5 ml LB-Medium, mit
entsprechendem Antibiotikum) wurde in ein Eppendorfgefall (2 x 2 ml) tGberfihrt und in der
Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100 pl Lésung 1 (25 mM Tris-HCI, 15 mM EDTA, 50 mM
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Glukose) resuspendiert. Durch die Zugabe von 200 ul Lésung 2 (1 % SDS, 0,2 N NaOH) und
das vorsichtige invertieren der Suspension, wurden die Bakterienzellen lysiert und die DNA
denaturiert. Nach einer Inkubation auf Eis (5 Minuten) wurden 150 ul Lésung 3 (3 M
Kaliumacetat, 20 ml reine Essigsaure, auf 100 ml) hinzugegeben und vorsichtig durchmischt.
Im Anschluss erfolgte eine 15-minitige Inkubation auf Eis. Durch die Neutralisierung mit
Ldsung 3 erreicht man eine Renaturierung der Plasmid-DNA. Die chromosomale DNA liegt
weiterhin denaturiert vor, da aufgrund ihrer GréRe die Strange nicht wieder hybridisieren
kénnen. Die Suspension wurde mit 1 VT PCI versetzt (450 pl), ausgeschuttelt und 5 min bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in einem neuen
Eppendorfgefald mit 96 %-igem Ethanol auf Eis geféllt (mindestens 20 min). Anschliel3end
erfolgten ein Zentrifugationsschritt und die Waschung der Zellpellets mit 70 %-igem Ethanol
(200 ul). Die Proben wurden ein letztes Mal fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet unter laminarem Luftstrom getrocknet. Die so gewonnene Plasmid-
DNA wurde in 20 pl TE-RNase aufgenommen und unter Schitteln geldst, bevor sie bei -20

°C gelagert werden oder fir einen Restriktionsverdau eingesetzt werden konnte.

3.2.3. Isolation von RNA

Die Isolation von RNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Plant Kit von Macherey-Nagel,

unter Einhaltung des mitgelieferten Protokolls.

3.2.4. Herstellung von cDNA

Fur Expressionsanalysen von Genen mittels RT-PCR, wird cDNA als Template benétigt. Die
cDNA wird durch die virale, Reverse Transkriptase synthetisiert, wobei RNA als Matrize
dient. Die cDNA-Synthese wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas
durchgefiihrt. Dazu wurden 2,5 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Im Vorfeld wurde die
Konzentration der RNA mit Hilfe des Photometers bestimmt und die entsprechende Menge in
ein neues Eppendorf-Gefald Uberfihrt. Gegebenenfalls wurde die RNA mit Hilfe der Con
1000 Speed Vac der Firma Frébel eingeengt, da fur die cDNA-Synthese-Reaktion ein

Reaktionsansatz von 20 ul vorgeschrieben ist.

Far die Erststrang-Synthese wurden 1 pl Oligo(dT)-Primer (0,5 pg/ul) zu maximal 12 yl RNA-
Lésung pipettiert, sodass der Ansatz ein Gesamtvolumen von 13 ul besitzt. Nach einer
Inkubation von 5 min bei 70 °C wurde das Gemisch sofort auf Eis gestellt und mit 4,0 pl 5x
Erststrangpuffer und 2,0 pl 10 mM dNTP-Mix versehen. AnschlieRend wurden die Proben fir
5 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Zugabe von 1 pl M-MuLV® Reverse Transkriptase
verblieben die Proben fir 60 min bei 42 °C. Durch die Inkubation der Proben bei 70 °C (10
Minuten) wurde die Reaktion abgestoppt. Die so hergestellte cDNA kann bei -20 °C gelagert

oder sofort weiter verwendet werden.
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3.2.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR dient dem spezifischen Nachweis von bestimmten DNA-Fragmenten.
Dabei kann, ausgehend von sehr geringen Mengen an Start-DNA, dass gewinschte
Fragment bis ins millionenfache vervielfaltigt werden. Je nach Fragestellung dient das
angereicherte Fragment dann zum Gennachweis, der Stadrke der Expression oder zur

Klonierung spezifischer Gene.

Das Reaktionsprinzip der PCR ahnelt der Replikation der DNA in der Zelle. Ausgehend von
einer DNA-Matrize und einem spezifischen Primerpaar, das an den sense- bzw. antisense-
Strang hybridisiert, wird die von den Primern flankierte Sequenz exponentiell amplifiziert. Die
gesamte Reaktion basiert auf drei Teilschritten bei jeweils unterschiedlichen Temperaturen.
Im ersten Schritt, der Denaturierung (ca. 94 °C), wird die DNA in Einzelstrange aufgetrennt.
Beim Annealing, dem zweiten Schritt (ca. 55 °C), hybridisieren die Oligonukleotid-Primer mit
den beiden Matrizenstrdngen und dienen der DNA-Polymerase im dritten Schritt, der
Elongation (ca. 70 °C), als Startmolekile. Dieser Zyklus wird je nach Reaktion 25 - 35-mal
wiederholt. In dieser Kettenreaktion wird das gewlinschte DNA-Fragment millionenfach
amplifiziert. Die Tag-DNA-Polymerase stammt aus einem E. coli-Stamm, der ein Plasmid mit
dem klonierten Gen der Thermus aquaticus-DNA-Polymerase tragt. Diese hitzestabile DNA-
Polymerase hat die PCR sehr vereinfacht und verbessert. Das Bakterium Thermus aquaticus
lebt im Wasser bei einer Temperatur von 75 °C. Seine DNA-Polymerase (Tag-Polymerase)
hat ein Temperaturoptimum von 72 °C und ist selbst bei der Denaturierungstemperatur von
ca. 94 °C noch stabil.

In den meisten Fallen wurde der Mastermix (enthalt Reaktionspuffer, dNTPs, Tag-
Polymerase und MgCl,) der Firma Quiagen fir die PCR-Reaktionen verwendet, weil damit
die besten Ergebnisse erzielt wurden. Fir den Mastermix ergab sich folgendes

Pipettierschema:

20 pl-Ansatz:

10,0 yI Mastermix
7,0 yl  PCR-Wasser
1,0 yl - Primer 1 (12 pmol, antisense, Oligonucleotid)
1,0 yl - Primer 2 (12 pmol, antisense, Oligonucleotid)
1,0yl DNA, bzw. cDNA

Die Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge auf Eis miteinander gemischt

und sofort in den PCR-Cycler gegeben.
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3.2.6. Trennung von Nukleinsduren

Die Elektrophorese ist die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld. Dabei
bewegen sich negativ geladene DNA-Molekile von der Anode zur Kathode. Die
Laufgeschwindigkeit richtet sich dabei nach der GréRe der DNA-Fragmente, der Stromstérke

und der Agarosekonzentration.

Die Agarose (1 %, in 1XTAE) wurde in der Mikrowelle aufgekocht und nach dem Abkuhlen
auf ca. 60 °C mit 0,005 % (v/v) Ethidiumbromid versetzt. Dieser Farbstoff interkaliert
zwischen den Basenpaaren der DNA und bildet dabei einen Nukleinsdure-Ethidiumbromid-
Komplex. Der Farbstoff wird durch Licht der Wellenlédnge 254-366 nm angeregt und emittiert
folgend im orange-roten Bereich (590 nm). Resultierend daraus ist die DNA, unter einem UV-
Tisch, zu visualisieren (Lottspeich und Zorbas et al., 1998). Die DNA-Proben (PCR- oder
Restriktions-Verdau-Produkte) wurden mit 5 % (v/v) Ladepuffer (Loading Dye) versetzt und
in die Geltaschen pipettiert. Nach dem Anlegen der Spannung (je nach Gelgrdfie zwischen
80 und 120 V) erfolgte die Trennung der Fragmente, welche an Hand einer mitgefiihrten
Marker-DNA (Lambda DNA EcoRI + Hindlll-Marker, 100 bp- oder 1 kB-Ladder) ihrer Gréle

nach identifiziert werden konnten.

3.2.7. Isolation von Knock-out Mutanten

Die entsprechenden Insertionslinien wurden zunachst unter Standardbedingungen
angezogen und dem ersten Screening unterzogen. Dazu wurde Blatt-DNA isoliert, um die
Insertion in den einzelnen Genen via PCR nachzuweisen (1 min 94 °C, 1 min 58 °C, 1,5 min
72 °C, 35 Zyklen). Fir diese Reaktion wurden jeweils ein genspezifischer Primer und ein
Insertionsspezifischer (R175 fur HPR1, R576 fiur HPR2 und R295 fur HPR3) Primer
verwendet. Bei vorhandener Insertion wurde im Anschluss die Zygotie der Pflanzen mit
genspezifischen Primern (R379/R380 fur HPR1, R666/R668 fur HPR2 und R665/R669 fur
HPR3; Tabelle 3-5) dberpriuft. Falls in der F1-Generation keine homozygoten Pflanzen
gefunden werden konnten, wurden heterozygote Pflanzen in die né&chste Generation

gebracht und erneut der Screening unterzogen.

Nach Identifikation homozygoter Pflanzen wurde aus den entsprechenden Pflanzen RNA
isoliert und daraus cDNA synthetisiert, um den Knock-out Nachweis auf Transkriptebene
durchzufiihren. Dabei sollte mit den gespezifischen Primern (R379/R380 fur HPRA1,
R666/R668 fir HPR2 und R665/R669 fiur HPR3) kein Fragment, der entsprechenden GréfRe
(478 bp fur HPR1, 942 bp fur HPR2 und 972 bp fir HPR3) mehr nachzuweisen sein. Als
Kontrollen wurden dazu cDNA aus dem Wildtyp und ein konstitutiv exprimiertes (At2g09990,
R176/177, 432 bp) Gen herangezogen.
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3.2.8. Reinigung von Nukleinsauren

Die nach PCR bzw. Restriktionsverdau sowie einer Agarose-Gel-Elektrophorese notwendige
Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde mit dem paqGOLD Gel Extraction Kit (PagLAB)

nach beiliegendem Protokoll durchgefiihrt.

3.2.9. Klonierung von DNA-Fragmenten

Die Klonierung von spezifischen DNA-Fragmenten zu Uberexpressionszwecken erfolgte
Uber einen Zwischenschritt. Dabei wurden in der PCR generierte Fragmente aufgereinigt und
in den pGEMT-Vektor kloniert. Dabei macht man sich den Vorteil zu Nutze, dass die Tag-
Polymerase, bei verldngerten Elongationszeiten, Uberh&ngende Adenin-Reste an der
Fragmenten produziert. Der Subklonierungsvektor liegt linear vor und ist mit Gberhdngenden
Thymin-Resten ausgestattet. So ist es mdéglich, das interessierende Fragment in den Vektor
zu ligieren. Dazu wurden 3 ul des gereinigten Fragmentes mit 0,5 pl pGEMT unter Zugabe
von 1 ul Ligationspuffer und 1 pl T4-Ligase zusammengefigt und auf 10 pl mit sterilem
Wasser aufgefillt. Dieser Ansatz im Anschluss Uber Nacht bei 4 °C inkubiert und am

folgenden Tag nach E. coli transformiert.

3.2.10. Transformation von Escherichia coli

Zu Beginn der Transformation wurde ein Aliquot kompetente Zellen (Stamm richtet sich nach
Verwendungszweck) auf Eis aufgetaut. Im Anschluss erfolgten die Zugabe der zu
transformierenden DNA (1 ul fir Retransformationen oder 10 ul bei Transformation von
Ligationsansétzen) und das Mischen des Ansatzes. Dieser verblieb dann fur 30 min auf Eis.
Nach der Inkubation erfolgten der Hitzeschock im Heizblock (42 °C, fur 60 s) und eine
erneute Inkubation auf Eis (5 min). Der Ansatz wurde anschlieBend mit 500 pl LB-Medium
versetzt und fur 1 Stunde (37 °C) geschittelt. Nach der Inkubation erfolgte das Ausstreichen
der Zellen auf LB-Agar (inklusive des entsprechenden Antibiotikums) und die Inkubation der
Platten bei 37 °C (Uber Nacht). Die Analyse der gewachsenen Klone erfolgte am nachsten

Tag durch die Isolation der Plasmide und der sich anschlieRenden Restriktionsanalyse.

3.2.11. Restriktionsverdau von DNA

Die Analyse der klonierten und transformierten Konstrukte erfolgte Uber einen
Restriktionsverdau. Dabei wurden die isolierten Plasmide nach der Isolation mit spezifischen
Restriktionendonukleasen Uberpriift, ob sie das entsprechende Fragment enthalten oder bei
unidirektionaler Klonierung (an beiden Enden das gleiche Restriktionsenzym), ob das
Fragment in der richtigen Orientierung im Vektor vorliegt. Dabei waren die Ansatze wie folgt
zusammengesetzt: 2 ul des zu analysierenden Plasmides wurde mit 2 pl 10 x Puffer versetzt

(je nach Enzym) und 0,2 ul Enzym hinzugegeben. Der Ansatz wurde auf ein Gesamtvolumen
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von 20 pl mit Wasser aufgefillt und fur 1-2 Stunden bei den jeweilig optimalen
Temperaturen inkubiert. Bei Restriktionen mit mehreren Enzymen erfolgte die Anpassung
des Ansatzes Uber die Menge des Wassers. Nach der Inkubationszeit erfolgte das
Abstoppen der Reaktion Gber die Temperatur oder der Zugabe eines Stopp-Mixes (10 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,2 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin). Die Ansatze wurden

folgen durch eine Agarose-Gelelektrophorese Uberprift.

3.2.12. Proteinisolation aus Arabidopsis thaliana

Das Pflanzenmaterial (100 mg) wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit einem
vorgekihlten Mérser zerkleinert. Im Anschluss erfolgte, unter weiterem homogenisieren, die
Zugabe von 10 pl NaHSO; + Pefablock (60 mM NaHSO3;, 6 mM Pefablock, im Verhéltnis von
1:1), 10 yl PMSF (30 mM, in Isopropanol) und 200 yl EDTA-Tris-HCI (75 mM Tris-HCI, 1,5
mM EDTA, pH 7,5). Die Suspension wurde folgend bei maximaler Geschwindigkeit
abzentrifugiert (4 °C, 10 min) und der resultierende Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt. Dieser diente dann zu Proteinbestimmung und weiteren Experimenten, wie z.B.

Enzym-Aktivitdtsmessungen oder zum Anfertigen eines Western-Blots.

3.2.13. Reinigung und Identifikation der AtHPR2

Die Reinigung der HPR2 erfolgte aus der AtHPR1-defizienten-Mutante. Dazu wurden bis zu
800 mg Blattmaterial mit der doppelten Menge an vorgekihltem Aufarbeitungspuffer (25 mM
HEPES-KOH, 1 mM EDTA, 1 mM MgCI2, 1 mM KCI, 10 mM B-Mecaptoethanol, 0,1 mM
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid und 10 % Glycerin, pH 7,6) homogenisiert. Die Reinigung des
Enzyms erfolgte nach der Methode von Kleczkowski und Randall (1988). Die Fraktion des
finalen Reinigungsschrittes wurde via SDS-PAGE analysiert und die Spinat-HPR2-homologe
Bande per Western-Blot identifiziert. Die Identifikation des Gens erfolgte Gber Nano-Liquid
Chromatographie-MS/MS-Analyse (Wienkoop et al., 2004a; Boldt et al., 2005).

3.2.14. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende Elektrophorese im Polyacrylamidgel wurde eingesetzt, um die Proteine
und Proteinbestandteile in Proteinlésungen zu visualisieren sowie die Reinheit der einzelnen
Fraktionen der Chromatographien zu Uberprifen. Zur Durchfihrung der SDS-
Gelelektrophorese wurde das Mini-Protean®3 Elektrophoresis Cell System (BIO-RAD)
verwendet. Die Herstellung der Gele erfolgte nach dem diskontinuierlichen System nach
Laemmli (1970). Beim Einlaufen der Proben in das Sammelgel wurde eine Spannung von 80
V angelegt. Der Lauf durch das Trenngel wurde bei 120 V durchgefuhrt bis die

Bromphenolblau-Lauffront das Ende des Gels erreicht und herausgelaufen war.
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Pro Tasche im SDS-Gel wurden jeweils ca. 10 pug Protein aufgetragen. Dazu wurde anhand
der zu vor bestimmten Proteinkonzentration (Bradford, 1976) das jeweilige Volumen
errechnet, mit einem halben Volumen dreifach Lammli-Puffer versetzt (zur Spaltung der
Wasserstoff- und Schwefelbriicken) und fir ca. 10 min bei 95°C gekocht. Nach dem
Abkihlen auf Eis wurden die Proben auf das Gel geladen. Zur Abschatzung der
Molekularmasse wurden 5 ul Protein-Standard (Unstained Protein Molecular Weight Marker,
FERMENTAS) mitgefthrt. Die Proteinbanden im SDS-Polyacrylamidgel wurden mit dem

Farbstoff Coomassie®-Brilliantblau G-250 sichtbar gemacht.

3.2.15. Heterologe Uberexpression und Reinigung spezifischer Proteine

Fiur die Herstellung der rekombinanten Proteine wurden von den Nukleotidsequenzen der
Kandidatengene spezifische Primer abgeleitet, mit denen aus Blatt-cDNA von A. thaliana ein
PCR-Fragment amplifiziert wurde. Durch die EinfUhrung spezifischer
Restriktionsschnittstellen in die Primer, wurde die Klonierung der Fragmente ermdéglicht. Wie
oben beschrieben erfolgte zuerst die Subklonierung der Fragmente in pGEMT, um diese zu
vermehren und eine bessere Restriktion zu gewahrleisten. Die so gewonnenen Fragmente
wurden zur Kontrolle sequenziert und anschlieRend in die Uberexpressionsvektoren
pBAD/HisA (HPR1 und HPR2) bzw. pHUE (HPR3) kloniert. Dieses Uberexpressions- und
Reinigungssystem beruht auf der Bildung eines Fusionsproteins mit einem HisTag, was die
Reinigung Uber Affinitdtschromatographie erlaubt. AnschlieRend erfolgte die Transformation
der positiven Konstrukte in LMG194- (pBAD/HisA) bzw. BL21-Zellen (pHUE).

Zur Uberexpression wurde von den positiven Klonen eine Vorkultur angesetzt (5 ml LB-
Medium, 50 pg/ml Ampicillin) und bei 37°C geschittelt, bis die Zellen die logarithmische
Phase erreicht haben. Diese Kulturen dienten dann zum Animpfen der
Uberexpressionskulturen (1 | LB-Medium, 50 ug/ml Ampicillin). Die Expression erfolgte nach
Erreichen der ODgy von 1 und der Zugabe der Induktoren (0,02 % L-Arabinose fir
pBAD/HisA und 4 mM IPTG fur pHUE). Die Uberexpression erfolgte tber Nacht bei

Raumtemperatur (ca. 20 °C).

Zur Messung der Enzymaktivitdten erfolgte die Reinigung der rekombinanten Proteine Uber
Affinitdtschromatographie. Dazu wurden die Ubernachtkulturen abzentrifugiert (8000 x g, 3
°C), die Ubersténde verworfen und die Pellets in Homogenisationspuffer (20 mM Natrium-
Phosphat, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,4) aufgenommen. Im Anschluss erfolgten
die Zugabe von Lysozym (1 mg/ml) und eine halbstiindige Inkubation auf Eis. Danach
schloss sich eine Ultraschallbehandlung an (5 x 20 Sekunden) und die Zelltrimmer wurden
abzentrifugiert (20000 x g, 4 °C). Der resultierende Uberstand (Lysat) diente zur Reinigung

der rekombinanten Enzyme.
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Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte mittels Affinitdtschromatographie an einer
HisTrap-Séaule (Healthcare) mit einem Saulenvolumen von 5 ml. Die Saule lag fertig gepackt
vor und wurde an die FPLC (Pharmacia) angeschlossen und gemafl den Angaben des
Herstellers aquilibriert. Das Reinigungsprinzip beruht auf der Bindung des (His)e-
Fusionsproteins an die Ni**-lonen der S&ulenmatrix. Die Lysate wurden aufgetragen (1
ml/min) und die Saule im Anschluss mit Homogenisationspuffer gewaschen (mindestens 5-
mal Saulenvolumen). Die Elution der rekombinanten Proteine erfolgte durch Erhéhung der
Imidazolkonzentration im bindren Gradienten (0-250 mM, 250 mM Imidazol in
Homogenisationspuffer). Die Reinheit der Proteine wurde anschlieliend durch eine SDS-
PAGE Uberprift.

3.2.16. Bestimmung von Enzymaktivititen

Die Bestimmung der HPR-Enzymaktivitdt erfolgte unter Verwendung eines optisch-
enzymatischen Aktivitdtstestes. Dabei wird in einer NADH/NADPH-abhangigen Reaktion das
charakteristische Absorptionsmaximum beider Substanzen, im UV-Bereich von 340 nm
verfolgt. Die Veranderung der Absorption bei dieser Wellenldnge im Verlauf der katalytischen
Reaktion, kann im Testansatz gemessen werden und dient somit als direktes Mal} fir die
Aktivitdt des Enzyms. Um eine Sattigung des Enzyms zu erreichen, wurden die Substrate
dem Messansatz im Uberschuss zugegeben (Richter, 1998). Die optisch-enzymatischen
Tests wurden mit dem Cary-50-Spektralphotometer (Varian) durchgefiihrt. Die Messungen
erfolgten bei 30 °C in Plastik-Kivetten. Hierzu wurden alle Komponenten des Testansatzes
pipettiert, gut gemischt und fir ca. 2 min im Photometer inkubiert, um den Ansatz auf 30 °C
zu temperieren. Dann wurde die Messung begonnen und die Einstellung einer konstanten
Nulllinie abgewartet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Substrat (3HP/GIx) eingeleitet.
Zur Auswertung der Messungen wurde die Cary-WinUV-Software verwendet. Die

Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte gemafl dem Lambert-Beer'schen Gesetz:

e | T
AE [111111 l VReaktionsasatz [1111]

Ulpumol-min™ - mg™ ]:
_ 2 _
E[umol L.em ] d givette [cm]-\fpwbe [1111]-cpmm-Il [mg-ml 1]

U spezifische katalytische Aktivitat
AE Absorptionsénderung bei 340 nm

Vv Volumen des Reaktionsansatzes

€ molarer Extinktionskoeffizient fir NADH (6,22 pmol’1cm2)
d Schichtdicke der Kuvette

v Probenvolumen

c Proteinkonzentration der Probe



Material und Methoden 33

Die Messung der HPR- und GR-Enzymaktivitdten, wurden nach der in der Literatur
beschriebenen Methoden durchgefiihrt (Kleczkowski et al., 1986; Kleczkowski und Randall,
1988). Die Messung der HPR-AKktivitat erfolgte in einem 0,1 M MES-Puffer (pH 6,5) und die
Messung der GR-Aktivitdt in einem 0,1 M MOPS-Puffer (pH 7,1). Fir die jeweiligen
Messungen wurden Stammldsungen der Substrate (3HP/GIx, 20 mM) und der Co-Substrate
(NADH/NADPH, 3,75 mM) hergestellt. Die Zusammenstellung des Messansatzes erfolgte
nach dem folgenden Schema: 850 pl des Puffers, 50 pl des zu vermessenden Extraktes und
50 ul der entsprechenden Co-Substrat-Stammlésung wurden zusammen pipettiert und eine
ca. 2 minutige Inkubation durchgefihrt. Der Start der Messung erfolgte durch die Zugabe von

50 ul der jeweiligen Substrat-Stammldsung.

3.217. Immunologische Nachweistechniken (Western-Blot)

Der Western-Blot dient der Identifikation und Quantifizierung spezifischer Proteine in
komplexen Proteingemischen. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurden
diese unter Einfluss eines elektrischen Feldes auf eine PVDF-Membran transferiert und
dadurch immobilisiert (Towbin et al., 1979). Auf der Membran erfolgt der Nachweis des
Proteins mittels eines spezifischen Antikérpers. Der gebundene, primare Antikorper wird
durch einen zweiten Antikdrper, der entweder radioaktiv markiert oder an ein Enzym

(Peroxidase, Phosphatase usw.) gekoppelt ist, detektiert.

Fir diese Arbeit wurde ein LKB Nova Blot (Semi-dry Elektroblotter) der Firma Pharmacia
verwendet. Als Stromstarke wurden 0,8 mA pro cm? Gel fiir eine Stunde angelegt. Der Blot
wurde anschliellend abgebaut, die Membran kurz in TBS gewaschen und die Qualitat des
Blots (Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf die Membran) mittel Ponceau-Farbung
Uberprift. Fir den immunologischen Nachweis wurde die Membran zuerst in 5 %iger
Magermilch-L&sung, fir mindestens 1 h (4°C) geblockt. Dann erfolgte die Inkubation mit dem
proteinspezifischen, primadren Antikdrper (1 h bei RT, Verdinnung 1:500). Nach der
Inkubation wurde die Membran 3x10 min in TBST gewaschen, um unspezifisch gebundene
Antikdrper zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem sekundédren Antikérper
(Goat Anti-Rabbit IgG (H + L) — HRP Conjugate, BIO-Rad, 1 h) und die Waschung der
Membran (3x10 Minuten). Die Einleitung der Nachweisreaktion erfolgte durch die Zugabe der
ECL-Reagenzien. Dazu wurden Ldésung 1 und L&sung 2 im Verhdltnis 1:1 gemischt auf die
Membran gegeben. Die Membran wurde nachfolgend mit einer Folie abgedeckt und in eine
Entwicklungskassette gelegt. Die Entwicklung wurde in der Dunkelkammer mit einem
Réntgenfilm durchgefihrt. In Abwandlung dieser Methode erfolgte auch der Nachweis mit
alkalischer Phosphatase (sekundarer Antikbrper war ein Anti-Rabbit 1IgG Whole molecule
Alkaline Phosphatase Conjugate, Sigma). Die Entwicklung wurde hierbei mit NBT-BCIP-

Lésung statt ECL-Reagenzien durchgefiihrt. Die Membran wurde nach der Inkubation mit
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dem zweiten Antikorper 3-mal gewaschen und 10 min in einem Detektionspuffer (Tris-HCI
0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl, 0,05 M, pH 9,5) inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran in
eine Schale Uberfihrt und mit 20-30 ml NBT-BCIP-Lésung (NBT 93,75 mg; BCIP 47 mg;
DMSO 3,35 ml; H,O 1,65 ml; 200 pl NBT-BCIP/10 ml Detektionspuffer) libergossen und im
Dunklen geschiittelt. Sobald die gewlinschte Bandenstarke erreicht war, wurde die Reaktion

mit A. dest. gestoppt und die Membran zum Trocknen gelegt.

Die in dieser Arbeit zum Einsatz gekommenen Antikdrper gegen die HPR1 und HPR2
wurden mit den aus Spinat (Spinacia oleracea) gereinigten Proteinen produziert
(Kleczkowski et al., 1986; Kleczkowski und Randall, 1988).

ECL-L&sungen:

Lésung | (50 ml):

Luminol 250 mM 2,5mM 0,5 ml
p-Coumaric Acid | 90 mM 400 pM 0,22 ml
Tris-HCl, pH 8,5 | 1M 100 mM 5 ml

Lésung 11 (50 ml):

H,0, 30 % 5,4 mM 0,305 ml

Tris-HCIpH 8,5 | 1 M 100 mM 5ml

3.2.18. Chlorophyllbestimmung

Die Bestimmung der Chlorophyll (Chl) a- und b-Gehalte erfolgte nach der Methode von
Porra et al. (2002). Die Extraktion erfolgte dabei unter Schwachlicht, um die Licht assoziierte
Degradation der Chlorophylle (Photooxidation) zu minimieren. Die Ernte des Blattmaterials
(50 mg, 5 Wiederholungen je Linie) erfolgt in der Mitte der Lichtperiode, wobei die
Mittelrippe und Sprosse der Blatter ausgespart blieben. Die Aufarbeitung erfolgte in
vorgekihlten Mérsern, wobei die entsprechende Menge des Blattmaterials in wassriger
Acetonlésung (80 % Aceton, 2,5 mM Natrium-Phosphat, pH 7,8) gemdrsert wurde.
AnschlieRend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 2500 x g fir 10 min, bei 4 °C. Die
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resultierenden Uberstdnde wirde auf 8 ml aufgefillt und dienten der Messung eines
diskontinuierlichen Spektrums (480, 646, 647, 654, 663, 664 und 750 nm). Die Berechnung
der Chlorophyligehalte erfolgte nach folgenden Formeln und der Beriicksichtigung der

eingesetzten Frischmasse und des eingesetzten Acetonvolumens:
Chl a (ug x mI'") = 12,25 x (Esss-E7s0) — 2,55 X (E674-E750)
Chl b (ug x mI") = 20,31 x (Ees7-E7s0) — 4,91 X (Ee63-E7s0)

Chla+b (Hg X m|_1) = 17,76 X (E647-E750) - 7,34 X (E663-E750)

3.2.19. Aminoséureanalyse (HPLC)

Die Methode der High-Pressure-Liquid-Chromatographie (HPLC, Shimadzu) diente in
diesem Fall der Bestimmung der absoluten Aminosdurekonzentrationen in den zu
untersuchenden Pflanzenlinien. Die Probenahme erfolgte zur Mitte der Lichtperiode, wobei je
100 mg der einzelnen Linien (n = 5) verwendet wurden. Das Blattmaterial wurde sofort in
flissigem Stickstoff eingefroren und im Anschluss erfolgte die schrittweise Homogenisation
und Aufnahme in 1,8 ml 80 %-igem Ethanol. Nach einer 30 minitigen Schittelphase erfolgte
ein Zentrifugationsschritt (15 min, 13000 rpm, Tischzentrifuge), der zur Abtrennung von Zell-
und Gewebetrimmern diente. Der resultierende Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal tberflihrt und in einer SpeedVac eingeengt. Das getrocknete Pellet wurde
im Anschluss in 1 ml Puffer A gelést und steril filtriert, um die HPLC-Saule vor
Verunreinigungen zu schitzen. Fur die Analyse wurde einen 1:50 Verdinnung der Extrakte

eingesetzt, um eine optimale Konzentration der Aminosduren zu gewéhrleisten.

Vor der jeweiligen Analyse erfolgte die Reinigung der HPLC-Anlage durch die sich
abwechselnde Spllung der Pumpen mit dem Puffer A und Puffer B. Die Kalibrierung der
Saule wurde folgend mit dem Proben-Puffer A durchgefuhrt. Die hergestellten Extrakte
wurden in die HPCL-Vials Uberfihrt und dienten der Analyse. Die Derivatisierung
(Vorsaulenderivatisierung) der Aminosauren erfolgte unter Zugabe von 50 yl OPA-Reagenz,
zu jeweils 50 pl der Extrakte. 10yl der derivatisierten Proben wurden auf die Sdule appleziert
und bei einem bindren Gradienten aus Puffer A und B (bis der Anteil von Puffer B 100 %
betrug) laufen gelassen. Dadurch erreichte man ein verzégertes Ablésen der Aminosduren
von der Sé&ulenmatrix, sodass die einzelnen Aminosduren hintereinander als Peak
erschienen. Die Detektion der Aminosduren erfolgte beim Austreten aus der Saule durch
eine Fluoreszenzanregung mit einer Xenon-Lampe. Der Zeitpunkt des Austritts der
Aminosduren aus der Saule (Retentionszeit) und ein Aminosédurestandard (Sigma-Aldrich)

ermoglichten eine genaue Identifikation des Aminoséurepeaks.
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3.2.20. Metabolomanalysen (GC-MS)

Um die einzelnen Metabolite aus Pflanzen untersuchen zu kénnen, ist es notwendig, dass
diese mdglichst schonend aus der Pflanze extrahiert werden. Dabei ist darauf zu achten,
dass die Probenahme schnell und genau erfolgt. Schwankungen und Ungenauigkeiten
hierbei kbnnen zu erheblichen Fehlern in der Auswertung fiihren. Die Extraktion und Analyse
der Metabolite erfolgte nach Lisec et al. (2006), wobei die beschriebene Methode fir

Intermediate der Photorespiration optimiert worden ist.

Extraktion: Fur die Analyse wurde 50 mg Blattmaterial von den Pflanzen gewonnen und
schnellstmdglich in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Homogenisierung erfolgte unter
Verwendung eine Retschmihle, wobei die Proben mit vorgekiihlten Stahlkiigelchen versetzt
und im Anschluss geschuttelt wurden (2 min, 30 I/s). Zum Abstoppen der Enzymaktivitaten
erfolgte die Zugabe von 600 pl N, N-Dimethylformamide (100 %, -20 °C). Als interer
Standard fir die polare Phase, erfolgte die Zugabe von 5 pl "C-Sorbitol (2 mg/10 ml
Stocklésung in Wasser). Ebenfalls wurden 400 pyl Wasser zugegeben und das resultierende
Gemisch fir 10 min bei 4 °C geschittelt. Nach einem Zentrifugationsschritt (8 min, 14000
rom, 4 °C) wurde die flissige Phase in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt und mit 600 ul
Xylen versetzt. Nach einer 10 mindtigen Schiittelphase und einer erneuten Zentrifugation (3
min, 14000 rpm, 4 °C) wurde die organische Phase verworfen und jeweils 2 Aliquots der
Probe (400 ul) in der SpeedVac getrocknet. Falls die Proben nicht gleich zur Derivatisierung
eingesetzt wurden, wurden die resultierende Pellets zum Schutz mit Argon Uberschichtet und
bei -80 °C gelagert.

Derivatisierung: Die Derivatisierung ist nétig, um die Metabolite bei der spater folgenden

Gaschromatographie gasflichtig zu machen wund in der sich anschlieBenden
Massenspektrometrie (GC-MS) detektieren zu kénnen. Bei einer ldngeren Lagerung wurden
die zu derivatisierenden Proben erneut in der SpeedVac getrocknet. Zur weiteren
Aufarbeitung wurden den Proben 20 ul Methoxyaminhydrochlorid (40 mg/ml in Pyridin)
zugegeben und fur 90 min bei 30 °C inkubiert. Um eventuelle Verluste zu minimieren und ein
homogenes Gemisch zu erzeugen, erfolgte ein kurzer Zentrifugationsschritt, um sich am
Deckel befindende Tropfen zu setzten. Danach erfolgte die Zugabe von 180 ul
Derivatisierungesreagenz (MSTFA) und 10 pl Alkan-Mix als Marker fir die polare Phase.
Daran schloss sich eine 30 minutige Inkubation bei 37 °C an, sowie eine kurze Zentrifugation
und der Transfer des Gemisches in die GC-Vials. Die Proben stehen nach diesen Schritten

fur die Analytik bereit.

Analytik: Die wie oben beschrieben vorbereiteten Proben wurden anschlielRend mittels
Gaschromatographie und sich daran anschlieRender Massenspektrometrie analysiert. Die

Analyse erfolgte nach Lisec et al. (2006).
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3.2.21. *C-Markierungsexperimente

Fur manche Analysen des Metaboloms stellen Anséatze unter Verwendung von Isotopen eine
sensitivere Methode zur Determination dar. Dabei ging es nicht um die Bestimmung der
steady-state Gehalte der einzelnen Metabolite der Photorespiration sondern um den Einbau
eines markierten Substrates in Intermediate des pflanzlichen C2-Zyklus. Dazu wurden die
Pflanzen unter kontrollierten Bedingungen (Tag-/Nacht-Zyklus: 10 h/14 h, Tag-/Nacht-
Temperatur: 20/18 °C, Lichtintensitat: ca. 80 umol m? s-') bis zum Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) angezogen und fir die Probenahme
verwendet. Dazu wurden Blattplattchen von den Pflanzen gewonnen und in 10 mM MES-
KOH-Lésung (pH 6,5, 10 mM [U-"°C]-Glukose) inkubiert, um den Einbau der "*C markierten
Glukose Uber den Transpirationsstrom zu gewahrleisten. Die Inkubation erfolgte fir 2 h, bei
eine Lichtintensitat von 80 pmol m?s-". Die Haufigkeit des "*C wurde nach Roessner-Tunali
et al. (2004) und Sweetlove et al. (2006) bestimmt. Die Akkumulation des Isotops wurde wie

von Sienkiewicz-Porzucek et al. (2008) beschrieben bestimmt.

3.2.22. Standardmessungen des CO,-Austausches (Licor 6400)

Die Messungen von photosynthetischen Parametern, wie der Photosyntheserate und dem
CO,-Kompensationspunkt erfolgte mit dem Licor Li-6400-Gaswechselsystem. Dabei
erfolgten die Messungen an Pflanzen, die unter Normalluft bis zur vollstdndigen Entwicklung
der Rosettenblatter (Wachstumsstadiums 5.1 nach Boyes et al., 2001) angezogen worden
sind. In einigen Fallen war es aufgrund der Beeintréachtigung des Wachstums von Mutanten
nétig, dass die Pflanzen bis zu diesem Stadium unter erhéhten CO,-Konzentrationen
angezogen worden sind, um das Wachstum zu synchronisieren. Um eine Vergleichbarkeit
der Daten zu gewahrleisten, wurden diese dann auf Normalluft transferiert und nach einer
einwdchigen Adaptationsphase den Messungen unterzogen. Fur die Messungen wurden die
Blatter der Pflanzen, in eine zum System gehdérende Fluorometer-Blattkammer (LCF: leaf
chamber fluorometer) eingespannt, welche mit einem Infrarot-Gasanalysator (IRGA: infrared-
gasanalyzer) verbunden ist. Nach einer Adaptationsphase von ca. 20 min erfolgte die
jeweilige Bestimmung der Parameter mit einer Lichtintensitat (PPFD: photosynthetic photon
flux density) von 250 ymol m? s, welche durch eine im System integrierte rot/blau LED-
Lichtquelle ausgestrahlt wird. Die Standardmessungen erfolgten unter Normalluft (21 %
Sauerstoff, 380 pl/L CO,) und mit einer Blatttemperatur von 25 °C. In einigen Fallen wurden
Versuche zur Sauerstoffinhibierung durchgefiihrt, wobei alle Parameter der Messung wie
oben beschrieben verblieben und lediglich die Konzentration des Sauerstoffs in der Messluft
veréandert wurden (10 %, 30 % bzw. 40 %). Die Berechnung der Photosyntheserate und des
CO,-Kompensationspunktes sowie die statistische Auswertung erfolgten mit dem Programm

Excel.
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3.2.23. Standardmessung der Chlorophyll-Fluoreszenz (Imaging-PAM)

Die Messung der Chlorophyll a Fluoreszenz erfolgte auf der Oberseite der Blattoberflache,
mit einem Imaging-PAM (M-Serie) Pulse Amplitude Modulations Chlorophyll Fluorometer
(Walz, Schreiber et al., 1986). Die Grundfluoreszenz (F,) wurde mit reguliertem, schwachem
Rot-Licht gemessen. Zuvor wurden die zu vermessenen Pflanzen fir mindestens 10 min
dunkeladaptiert. Die maximale Fluoreszenz wurde zum einem im dunkeladaptierten Zustand
(Fm) und wahrend der Belichtung (F,,") gemessen, welche durch einen Lichtsattigungspuls
induziert wurde (5000 pmol m?2 s, fur 0,8 s). Der F./F, Index, als Mal} fir die PS II-Aktivitat
wurde nach der Formel: F,/F,, = (F, — Fo)/F" berechnet. Die maximale Quantenausbeute
des PSII (Yps) wurde berechnete nach der Formel: Ypg, = (Fin'- Fs)/Fi’, wobei Fs die steady
state Fluoreszenz angibt. Darauf basierend wurden die absoluten Eletronentransportraten
um das PSII bei einer gegebenen Lichtintensitat durch die Formel: ETR = Ypg; x PPFD x
0,84 x 0,5 berechnet. Die angegebenen Faktoren beruhen aus der Annahme, dass 84 % des
eingestrahlten Lichts vom Blatt absorbiert werden (Faktor 0,84) und das zum Transport eines

Elektrons durch beide Photosysteme 2 Quanten nétig sind (Faktor 0,5).



Ergebnisse 39

4. Ergebnisse

In photosynthetischen Organismen ist die Rubisco das Schlisselenzym fiir die Fixierung von
CO,. Durch die Carboxylierungsreaktion wird CO, auf das primére Akzeptormolekl
Ribulose-1,5-Bisphosphat tibertragen, wodurch 2 Molekiile 3-PGA entstehen. Diese gehen in
den Calvin-Zyklus ein und werden fir den Aufbau von organischen Substanzen verwendet.
Wie bereits erwahnt, kann O, ebenfalls an das aktive Zentrum der Rubisco binden, wodurch
die Oxygenase Funktion ablauft. Durch die Oxygenasefunktion der Rubisco entsteht lediglich
ein Molekil 3-PGA und ein Molekil 2-PG. Dieses Metabolit ist toxisch und wird durch die
Photorespiration in 3-PGA umgewandelt. Neben dieser Auffiilireaktion fir den Calvin-Zyklus
dient die Photorespiration der Entgiftung weiterer, toxischer Intermediate (Eisenhut et al.,
2007) und dem Schutz vor Photoinhibition (Takahashi et al., 2007). Ein wichtiges Intermediat
der Photorespiration ist das 3HP, welches durch Transaminierung von Serin gebildet wird.
Es ist die generell akzeptierte Meinung, dass 3HP ausschliellich durch die peroxisomale
HPR1, unter Verwendung des Co-Faktors NADH, zu D-Glycerat reduziert wird. Vorarbeiten
lieferten jedoch einige Hinweise, dass neben der HPR1 weitere Enzyme beim 3HP-Umsatz
mitwirken. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Verhéltnisse genauer zu beleuchten
und das Hydroxypyruvat-reduzierende System in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana

detailliert zu charakterisieren.

4.1. Transkriptionelle Regulation der C2-Zyklus Gene

Eine Mdglichkeit um unbekannte photorespiratorische Enzyme zu finden liegt in der
Durchfihrung von Expressionsstudien. Da die Photorespiration eng mit der Photosynthese
gekoppelt ist, liegt es nahe, dass die Gene des C2-Zyklus vorrangig in photosynthetisch
aktiven Geweben exprimiert sind. In heterotrophen Geweben hingegen sollten die
entsprechenden Transkripte nur in sehr geringem Umfang vorkommen, wenn deren Funktion
ausschlief3lich photorespiratorisch ist. Die Expression der photosynthetischen Gene wird
durch Licht induziert (Raman und Oliver, 1997) und in silico Analysen ergaben, dass auch
photorespiratorische Gene und damit assoziierte, Co-reguliert sind (Reumann und Weber,
2006). Dieses Charakteristikum koénnte fir die Identifizierung bisher unbekannter
Komponenten der Photorespiration, wie z.B. alternativer 3HP-umsetzender Enzyme, genutzt
werden. Die Abbildung 4-1 zeigt eine in silico Analyse der Expression von 10 Genen des C2-
Zyklus, deren photorespiratorische Funktion klar nachgewiesen werden konnte (siehe auch
Tabelle 2-1).
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Abbildung 4-1 Expressionsmuster photorespiratorischer Gene.

Vergleich der Expression ausgewéhlter Gene der Photorespiration in Abhangigkeit verschiedener

Entwicklungsstadien. PGLP1 2-Phosphoglykolat-Phosphatase, GOX2 Glykolat-Oxidase, GGT1
Glu:Glyoxylat Aminotransferase, GLDP1 Glycin-Decarboxylase; P-Protein1, GLDT Glycin-
Decarboxylase;  T-Protein, GLDH  Glycin-Decarboxylase; = H-Protein, SHMT1  Serin-

Hydroxymethyltransferase 1, AGT1 Serin:Glyoxylat Aminotransferase, HPR1 3-Hydroxypyruvat
Reduktase, GLYK D-Glycerat-3-Kinase, (Abbildung erstellt mit: https://www.genevestigator.com).

Die Abbildung zeigt, dass die 10 untersuchten, photorespiratorischen Gene dem gleichen

Expressionsmuster wie typische Photosynthesegene folgen. Sie sind vor allem in

photosynthetisch aktiven Geweben exprimiert und zeigen die starkste Expression im
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Keimling, der sich entwickelnden Rosette und der sich entwickelnden Blite. Im Gegensatz
zu den photosynthetisches Geweben, ist die Abundanz in heterotrophen Geweben, wie z.B.
der Wurzel, sehr gering bzw. nicht nachzuweisen. Ausnahme hierbei bilden unter anderem
einige  GDC-Untereinheiten, was darauf schlieBen Iasst, dass die Funktion der
entsprechenden Proteine nicht nur auf die Beteiligung am C2-Zyklus beschrankt ist. Diese
Annahme ldsst sich auch durch Studien an Mutanten der GDC belegen, da Knock-out
Mutanten des P- und T-Proteins auch unter nicht photorespiratorischen Bedingungen letal
sind (Engel et al., 2007, 2008).

Wie in der Abbildung 4-1 sichtbar, folgt die Expression der HPR1 dem typischen Muster fur
photorespiratorische Gene. Um diese in silico Analyse zu unterstiitzen, wurde anschliel3end
die Expression der HPR1 auch in planta, durch eine gewebsspezifische Expressionsanalyse
mittels RT-PCR untersucht. Dazu wurde RNA aus den einzelnen Organen von Arabidopsis
Wildtyp-Pflanzen (col.0) isoliert und die entsprechende cDNA hergestellt. Diese diente dann
als Template flir die durchgefiihrte RT-PCR. Die Abbildung 4-2 zeigt das Ergebnis dieser

Analyse.

RT LE ST CL FL SI HO

<«— 478 bp

S16 «—— 432 bp

Abbildung 4-2 Gewebsspezifische Expressionsanalyse der AfHPR1.

Die Expression der AtHPR1 erfolgt vorrangig in photosynthetisch aktivem Gewebe. Die RNA wurde
aus den entsprechenden Organen des Arabidopsis Wildtyps (col.0) isoliert und zur cDNA-Sythese
eingesetzt. Als interne Kontrolle diente die S16 RNA. (RT — Wurzeln, LE — Rosettenblatter, ST —
Stangel, CL — Hochblatter, FL — Blite, SI — Schoten, H,O — Wasserkontrolle).

Wie anhand der gewebsspezifischen Expressionsanalyse zu erkennen ist, ist das Transkript
der AtHPR1 bevorzugt in griinen, photosynthetisch aktiven Organen exprimiert. In der
Wurzel lasst sich das Transkript ebenfalls nachweisen, jedoch ist die Starke der Expression
hier deutlich reduziert. Das Vorhandensein des Transkriptes in heterotrophem Gewebe |&sst
darauf schlieen, dass die AtHPR1 neben der Photorespiration unter Umstanden noch an
anderen Stoffwechselwegen beteiligt ist. Als mdgliche Funktionen kénnen die eingangs
benannten Reaktionen im Serin-Weg (Hanson und Hanson, 1996; Vorholt, 2002) oder der

Glukoneogenese (Xue et al., 1999) in Frage kommen.
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4.2. Die AtHPR1-Mutanten — Eine Ausnahme im C2-Zyklus

Die Isolation von T-DNA-Insertionslinien bietet eine gute Mdglichkeit, Gene und deren
Funktion zu untersuchen. Durch die Insertion kénnen spezifisch einzelne Gene inaktiviert
und der resultierende Verlust genauer untersucht werden (Alonso et. al., 2003). Fir die
meisten Kernenzyme der Photorespiration konnten bisher definierte Mutanten, in
verschiedenen Pflanzenspezies und darunter auch fir Arabidopsis thaliana isoliert werden.
Die einzige Ausnahme bildet bis heute die peroxisomale HPR1, da fir dieses Gen bisher
keine exakte Geninaktivierung gezeigt werden konnte. Wie zuvor beschrieben sind Mutanten
im C2-Zyklus unter Normalluftbedingungen nicht lebensféhig, lassen sich jedoch durch
Erh6hung der CO,-Konzentration in der Luft kultivieren. Dieser spezifische Phanotyp bietet
eine einfache Moglichkeit photorespiratorische Mutanten zu identifizieren (Somerville, 2001).
Da es sich bei der AtHPR1 (At1g68010, Arabidopsis Genome Initiative, 2000) um ein
Schlisselenzym des pflanzlichen C2-Zyklus handelt, welches darliber hinaus durch ein
single-copy Gen codiert wird (Mano et al., 1997), erfolgte die Isolation der T-DNA-
Insertionslinien unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (1 % CO,). Die primére
Identifikation und Bereitstellung der Linien erfolgte durch die NASC-Datenbank (Nottingham
Arabidopsis Stock Center). Die beiden Linien werden im Folgenden als hpr1-1 und hpri1-2
bezeichnet. Die Abbildung 4-3 zeigt einen Uberblick Uiber die Genstruktur der AtHPR1 und

die entsprechenden Positionen der inserierten T-DNA Fragmente.

A hpr1-1 hpr1-2

(SALK_067724) (SALK_143584)
AT STOP
| I-ﬁ PD—DE—D—D—D—D—D—EI—[j
B WT  hpri-1 hpri-2 C WT hpri1-1  hpri-2

HPR1 > —

Abbildung 4-3 Isolation der AtHPR1-Insertionsmutanten.

Die Insertion fuhrt in beiden Fallen zum vollstdndigen Verlust der Genaktivitat. (A) Struktur des
AtHPR1 Gens und die dazugehérige Position der T-DNA-Insertionen in beiden unabhangigen Linien.
Die Linie hpr1-1 tragt die Insertion im zweiten Intron, die Linie hpr1-2 im sechsten Exon. (B) Anhand
der RT-PCR ist zu sehen, dass in beiden Insertionslinien kein HPR1-Transkript mehr nachzuweisen
ist. Die cDNA wurde aus Blattern isoliert und der Wildtyp zum Vergleich herangezogen. Als interne
Kontrolle diente die S16 RNA. (C) Das HPR1-Protein lasst sich ebenfalls in beiden Linien nicht

nachweisen (spezifischer Spinat-HPR1 Antik&rper).
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Im Anschluss an die erfolgreiche Isolierung von homozygoten Pflanzen, erfolgte die
phanotypische Charakterisierung der AtHPR1-Mutanten. Dabei sollte festgestellt werden, ob
der vollstdndige Ausfall der HPR1 ebenfalls den beschriebenen, photorespiratorischen
Phanotyp nach sich zieht. Die isolierten Insertionslinien sowie die entsprechende Wildtyp-
Kontrolle (col.0) wurden dazu unter kontrollierten Bedingungen angezogen und das
Wachstum miteinander verglichen. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte hierbei zum einen
unter nicht photorespiratorischen und zum anderen unter photorespiratorischen
Bedingungen. Dabei stellte sich heraus, dass unter erhéhten CO,-Konzentrationen keine
phanotypischen Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den HPR1-Insertionslinien zu
erkennen sind (Daten nicht gezeigt). Im klaren Gegensatz zu den bisher isolierten C2-
Zyklus-Mutanten (Somerville, 2001) ist es allerdings mdglich, diese Pflanzen auch unter
Normalluftbedingungen zu kultivieren. Damit nehmen die AtHPR1 Insertionslinien eine
Sonderstellung unter den bisher bekannten C2-Zyklus-Mutanten ein. Die Keimung der
Insertionslinien erfolgt dem Wildtyp synchron, jedoch zeigen die Pflanzen im Anschluss ein
geringflgig verlangsamtes Wachstum und leicht hellere Blatter. Nach ca. 3-4 Wochen sind
diese Effekte jedoch vernachldssigbar und die Pflanzen von der Kontrolle nicht zu
unterscheiden. Eine sehr interessante Eigenschaft der HPR-Mutanten ist allerdings die
Tatsache, dass deren Phanotypen in Abhangigkeit von der Lichtperiode weniger bzw. starker
vom Wildtyp abweichen. Erfolgt die Kultivierung der Linien unter Langtagbedingungen (Tag-
/Nacht-Zyklus von 16 h/8 h), wird der anfénglich sichtbare Wachstumsunterschied schnell
aufgeholt und es lasst sich kein Unterschied zwischen den Insertionslinien und der Kontrolle
feststellen (Daten nicht gezeigt). Eine Verklirzung der Lichtperiode fuhrt hingegen zur
Verstérkung der zuvor beschriebenen Wachstumseffekte. Die Pflanzen sind kleiner,
wachsen langsamer und zeigen eine hellere Blattfarbe. Der Effekt tritt ab einem Tag-/Nacht-
Zyklus von 12 h/12 h auf. Bei Kultivierung der Pflanzen mit dieser Photoperiode sind die
Wachstumsunterschiede etwa nach 3 Wochen vollstandig aufgehoben und die Pflanzen vom
Wildtyp nicht mehr zu unterscheiden. Weitere Verkiirzungen der Lichtperiode (Tag-/Nacht-
Zyklus von 10 h/14 h oder 8 h/16 h) fuhren dazu, dass die beschriebenen Unterschiede
wesentlich langer bestehen bleiben und sich verdeutlichen. Die Pflanzen bilden im Vergleich
zur Kontrolle etwa 2-3 Wochen verspétet ihre Infloreszenzen aus und zeigen eine deutlich
hellere Blattfarbe, was auf einen reduzierten Chlorophyllgehalt schlie3en I&sst. Dennoch wird
der beschriebene Wachstumsunterschied bis zum Ende der Vegetationsperiode vollstédndig
aufgeholt und die blihenden HPR-Mutanten sind der Gréfl3e nach nicht mehr vom Wildtyp zu
unterscheiden. Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass die HPR1-Linien unter
Kurztagbedingungen einen um 3-4 Wochen verlangerten Lebenszyklus zeigen, diesen
jedoch vervollstédndigen kénnen. Die Abbildung 4-4 veranschaulicht den Zusammenhang

zwischen dem beschriebenen Wachstumseffekt und der Photoperiode.
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Abbildung 4-4 Phanotyp der AfHPR1-Insertionslinien

Der vollstandige Ausfall der HPR1 fiihrt nicht zum letalen Phanotyp unter Normalluftbedingungen. In
Abhangigkeit von der Lichtperiode sind lediglich kleine Wachstumsunterschiede im Vergleich zur
Kontrolle sichtbar. Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus
von 12 h/12 h (oben) und von 10 h/14 h (unten) angezogen. Die Dokumentation des Wachstums
erfolgte im Abstand von jeweils einer Woche. Die gezeigten Aufnahmen entsprechen dem Wachstum

nach 3 Wochen (links) und nach 6 Wochen (rechts).

Der komplette Ausfall der HPR1 zieht auch eine drastische Reduktion der HPR-Aktivitdten
nach sich. Aus diesem Grund ist es umso erstaunlicher, dass nur geringe
Wachstumsunterschiede im Vergleich zu den Kontrollpflanzen auftreten. Wie eingehend
bereits erwahnt, setzt die HPR1 3HP bevorzugt unter Verwendung des préaferenziellen Co-
Substrates NADH um. Sie ist allerdings auch in der Lage 3HP mit NADPH zu reduzieren,
wobei die spezifische Aktivitdt mit diesem Co-Substrat deutlich geringer ist. Eine
untergeordnete Rolle ist der HPR1 bei der Umsetzung von Glyoxylat zu zuschreiben, da fir
dieses Substrat ein sehr hoher Km-Wert festgestellt wurde und somit nur eine Nebenreaktion
darstellt (Givan und Kleczkowski, 1992). Die Mutagenese des HPR1-Gens fiihrt zu einer bis
zu 94 %igen Reduktion der NADH-abhéngigen 3HP-Reduktion. Deutlich geringer zeigt sich
der Effekt bei der NADPH-abhangigen Reduktion, da diese um nur etwa die Halfte reduziert
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ist. Die Umsétze von Glyoxylat sind, wie in etwa zu erwarten war, mit einer bis zur 30 %igen
Verminderung nur geringfiigig betroffen. Anhand der Enzymmessungen l&sst sich somit
bestétigen, dass die HPR1 hauptsachlich NADH-abhangig 3HP reduziert. Da in den HPR-
Mutanten jedoch noch eine deutliche HPR-Aktivitat (NADPH-abhangig) gemessen werden
konnte, muss wenigstens ein weiteres, alternatives Enzym in Arabidopsis vorhanden sein,
welches zum 3HP Umsatz beféhigt ist. Wie bereits bekannt ist, existiert in héheren Pflanzen
neben der NADH- auch eine NADPH-abhangige Hydroxypyruvat-Reduktion. Das fir diese
Reaktion verantwortliche Enzym, die NADPH(NADH)-3HP(Glyoxylat)-Reduktase (HPR2),
konnte bisher aus Spinat gereinigt und biochemisch charakterisiert werden (Kleczkowski et.
al., 1987, 1988 und 1992). Das Vorhandensein einer alternativen HPR2 ist der
wahrscheinlichste Grund fur die Restaktivitdten in den HPR1-Mutanten und dem nicht
vorhandenen photorespiratorischen Phanotyp dieser Pflanzen. Bisher ist jedoch fur keine
Pflanzenspezies das entsprechende Gen bekannt und musste demzufolge erst identifiziert

werden.

4.3. Identifikation der alternativen AtHPR2

Die Identifikation der alternativen HPR2 erfolgte durch die Kombination biochemischer
Methoden der Proteinreinigung und  massenspektrometrischer  Analyse. Das
Ausgangsmaterial der Proteinreinigung stellten ca. 600 g hpr1-1 Blattmaterial dar. Die
Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen, mit einer Photoperiode von 12 h/12 h
angezogen, bis die Rosettenblétter vollstdndig entwickelt waren. Nach Herstellung eines
Proteinrohextraktes, wurde die NADPH-abhéngige HPR-Aktivitédt angereichert und bis nahe
der Homogenitat gereinigt (Timm, Diplomarbeit, 2006). Dabei kamen verschiedene
Reinigungsschritte wie die Ammoniumsulfatfallung, lonenaustausch- und
Affinitdtschromatographie zum Einsatz. Weiterhin stand ein spezifischer Antikérper gegen
die Spinat-HPR2 zur Verfugung (Kleczkowski et al., 1988), durch den die angereicherten
Fraktionen Uberprift und die entsprechende, homologe Bande im SDS-Gel eindeutig
identifiziert werden konnte. Diese wurde folgend aus dem Gel geschnitten, die darin
enthaltenen Proteine mit Trypsin verdaut und fir die massenspektrometrische Analyse
eingesetzt. Die Abbildung 4-5 zeigt das SDS-Gel des finalen Reinigungsschrittes und den

korrespondierenden Western-Blot, der zur Proteinidentifikation diente.

Die Fraktionen des finalen Reinigungsschrittes (31 und 32) enthielten stark angereicherte
(ca. 460 fach), NADPH-abhangige HPR-Aktivitdt und wie anhand der Abbildung 4-5 zu
erkennen ist, 3 Protein-Banden im erwarteten GréRenbereich von 36 kDa. Die
entsprechenden Banden wurden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und analysiert. Bande 1
und 2 konnten als Isoformen der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH)

identifiziert werden. Die dritte Bande des finalen Reinigungsschrittes, welche spezifisch mit
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dem HPR2-Antikérper reagierte, konnte als At1g79870 identifiziert werden. Das
entsprechende Protein gehért zur Familie der Oxidoreduktasen und enthélt eine D-Isomer-
spezifische 2-Hydroxysdure-Dehydrogenase-Domane sowie eine NAD(P)-Bindestelle (2-
Hydroxysaure-Dehydrogenasen, PF00389 bzw. IPR006139, Dengler et al., 1997). Es
besteht aus 313 Aminoséuren, ist 34,2 kDa grof3 und liegt somit etwa im Bereich der Spinat
HPR2 (ca. 38 kDa). Fir dieses Protein konnte gezeigt werden, dass es im Zytosol der Zelle
lokalisiert ist (Kleczkowski et al., 1988). Auch bei dem Arabiopsis-Protein ldsst sich kein
spezifisches Peptid flr das Targeting in ein Organell nachweisen. Diese in silico Analysen
lassen flr Arabidopsis ebenfalls die subzelluldre Lokalisation der HPR2 im Zytoplasma
vermuten (http://wolfpsort.seq.cbrc.jp). Der Versuch der experimentellen Verifizierung mittels
GFP-Fusion liefert bisher keinen eindeutigen Hinweis auf ein konkretes Targeting der HPR2.
Vergleicht man die Proteinsequenzen der HPR1 und der identifizierten HPR2 miteinander,
lasst sich eine Sequenzidentitat von ca. 51 % feststellen. Das identifizierte Gen kodiert somit

fiir ein Protein, welches potentiell in der Lage ist, funktionell als HPR zu agieren.

A kKD M 31 32 B 31 32
0 B R < 2 41113500 (GAPDH)
— 9 ( )

35> <3 At1G79870 (HPR2) —> s s

Abbildung 4-5 Identifikation der alternativen AfHPR2

SDS-Page der aktivsten Fraktionen nach dem finalen Reinigungsschritt (A). Die Banden 1, 2 und 3
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und der massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Die
Bande 3 zeigte eine spezifische Reaktion mit dem Antikdrper gegen die Spinat HPR2 (B) und stellt
somit das homologe Protein in Arabidopsis dar. Das kodierende Gen des Proteins konnte als
At1g79870 identifiziert werden.

Der experimentelle Nachweis, dass es sich bei dem identifizierten Protein um eine
funktionelle HPR handelt, sollte im Folgenden mittels heterologer Expression in E. coli
erbracht werden. Das Protein wurde dazu Uberexprimiert und  mittels
Affinitdtschromatographie (NiNTA) gereinigt. Zum Vergleich wurde die HPR1 herangezogen
und auf dem gleichen Weg rekombinant hergestellt. Im Anschluss wurden die beiden
Proteine auf verschiedene Substrat/Co-Substrat Kombinationen untersucht. Neben der
unterschiedlichen Praferenz der beiden HPRs in Bezug auf ihre Co-Substrate konnten

Kleczkowski et al., (1991) zeigen, dass sich die Spinat HPR2 spezifisch durch Oxalat
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inhibieren lasst. Durch die Zugabe dieses Inhibitors (2 mM) konnte ein drastischer
Aktivitatsverlust des Enzyms festgestellt werden. Im klaren Gegensatz dazu wird die HPR1
nur geringfligig durch diesen Inhibitor beeinflusst. Die Tabelle 4-1 zeigt eine
Zusammenfassung der Enzymmessungen an den rekombinanten HPR1- und HPR2-

Proteinen aus Arabidopsis.
Tabelle 4-1 Aktivitditsmessungen an der rekombinanten HPR1 und HPR2.

Der identifizierte Leserahmen At1g79870 kodiert die NADPH-abhangige HPR2 in Arabidopsis. Das
Protein nutzt ebenfalls GIx als Substrat und ist stark durch Oxalat inhibierbar. Die Aktivitdten stellen
Mittelwerte £ SE (n = 3) in pmol min”’ mg'1 dar. Die Prozentangeben entsprechen den Aktivitdten nach

Zugabe des Inhibitors Oxalat (2 mM) im Vergleich zur ungehemmten Kontrolle.

AtHPR1 (At1g68010)

Hydroxypyruvate:NADH 222.00+15.70 147.00 £ 22.00 66
Hydroxypyruvate:NADPH 12.00+1.40 11.60+1.10 97
Glyoxylate:NADH 6.40 £ 0.60 5.80+0.40 90
GlyoxylatNADPH 0.26 £0.03 0.20+0.02 77
AtHPR2 (At1g79870)

Hydroxypyruvate:NADH 140+ 0.12 0.300 £ 0.080 21
Hydroxypyruvate:NADPH 550+ 0.43 0.700 £ 0.090 13
Glyoxylate:NADH 0.36 £ 0.02 0.010 £ 0.001

Glyoxylat NADPH 460+ 0.36 0.100 £ 0.026

Wie anhand der Tabelle 4-1 zu erkennen ist, ist das Protein des identifizierten Leserahmens
At1g79870 in der Lage 3HP umzusetzen. Im Gegensatz zur HPR1 arbeitet die HPR2 mit
NADPH als bevorzugtem Co-Substrat. Neben 3HP ist das Protein ebenfalls in der Lage
Glyoxylat als alternatives Substrat zu verwenden und zeigt eine starke Inhibition durch
Oxalat. Da die HPR1 nur geringfligig durch diesen Inhibitor beeinflusst ist, kann so zwischen
den beiden Isoformen unterschieden werden. Die erzeugten Daten aus der Proteinreinigung,
der spezifischen Reaktion auf den Spinat-HPR2-Antikérper und der Enzymmessungen an
dem rekombinanten Protein zeigen zweifelsfrei, dass es sich bei At1g79870 um die gesuchte

alternative HPR2 in Arabidopsis handelt.

4.4. Ist die HPR2 funktionell am C2-Zyklus beteiligt?

Wie im Falle der HPR1 wurde zu Beginn auch die Expression der HPR2 in silico und in
planta genauer untersucht. Durch das gewebsspezifische Expressionsmuster liel3 sich dabei

ein erster Eindruck gewinnen, welche Funktion das Protein in der Pflanze ausubt. Wie
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bereits unter 4.1 beschrieben wurde, werden die am C2-Zyklus beteiligten Gene vorrangig in
photosynthetisch aktiven Geweben exprimiert. Die Abbildung 4-6 zeigt das Ergebnis der
Expressionsanalyse und es wird deutlich, dass das Muster der HPR2 dem der HPR1 sehr
ahnlich ist. Auch die HPR2 ist vorrangig in griinen, photosynthetisch aktiven Geweben
exprimiert und die Abundanz in heterotrophen Geweben, wie der Wurzel ist eher gering. Da
das Transkript jedoch auch hier vorkommt, liegt die Vermutung nahe, dass die HPR2
ebenfalls an anderen Stoffwechselwegen, aulRerhalb der Photorespiration beteiligt ist. Eine
mogliche, alternative Funktion der HPR2 wurde fur ein homologes Protein in der Buntnessel
(Coleus blumei) diskutiert. Das Enzym ist hier vermutlich am Stoffwechselweg der
Rosmarimsaure-Biosynthese  beteiligt und  kénnte dort den Umsatz von
Hydroxyphenylpyruvat gewahrleisten. Jedoch sind die spezifischen Aktivitaten fir dieses
Substrat sehr gering, sodass diese Reaktion eher eine untergeordnete Rolle spielen dirfte
(Kim et al., 2004). Die Nebenreaktion mit anderen Substraten ist dennoch nicht
Uberraschend, da das Protein zur Familie der D-lsomer spezifischen 2-Hydroxysaure-
Dehydrogenasen gehort und somit durchaus zum Umsatz von anderen Substraten in der

Lage ist.

RT L ST CL FL SI HO

HPR?2 <« 942 bp

S16 <«— 432 bp

Abbildung 4-6 Gewebsspezifische Expressionsanalyse der AfHPR2 mittels RT-PCR

Die Expression der HPR2 erfolgt vor allem in photosynthetisch aktivem Gewebe. Die RNA wurde aus
den entsprechenden Organen von Arabidopsis Wildtyp (col.0) isoliert und zur cDNA-Sythese
eingesetzt. Als interne Kontrolle diente die S16 RNA. (RT — Wurzeln, LE — Rosettenblatter, ST —
Stangel, CL — Hochblatter, FL — Blute, SI — Schoten, H,O — Wasserkontrolle).

Um die physiologische Funktion der HPR2 in Arabidopsis genauer zu untersuchen, wurden
fir den identifizierten Leserahmen At1g79870 zwei unabhangige T-DNA-Insertionslinien in
der NASC-Datenbank identifiziert und bestellt. Die Selektion homozygoter Pflanzen erfolgte
auch in diesem Fall unter erhéhten CO, Bedingungen, da bei einer Beteiligung der HPR2 an
der Photorespiration ebenfalls ein Sauerstoff sensitiver Phanotyp zu erwarten war. Die
Abbildung 4-7 zeigt einen Uberblick iber die Genstruktur der HPR2 und die Position der

Insertionen (A), sowie den Knock-out Nachweis auf Transkript- (B) und Proteinebene (C).
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Abbildung 4-7 Isolation der AtHPR2-Insertionslinien.

Struktur des Gens At1g79870 und die Position der inserierten T-DNA-Fragmente (A). Die Linie hpr2-1
tragt die Insertion im ersten Exon, die Linie hpr2-2 im ersten Intron. In beiden unabhangigen Linien
l&sst sich weder das Transkript (B) noch das kodierende Protein (C) nachweisen. Die cDNA wurde
aus Rosettenblattern isoliert und als interne Kontrolle diente die S16 RNA. Der Western Blot wurde mit
einem Proteinextrakt aus Blattern und dem spezifischen Spinat-HPR2 Antikdrper angefertigt. Als

Vergleich wurde zuséatzlich auch ein Proteinextrakt aus Bléttern der hpr7-1 Insertionslinie aufgetragen.

Wie der obigen Abbildung zu entnehmen ist, handelt es sich auch in diesem Fall um
vollstédndige Knock-out Linien. In beiden Mutanten I&sst sich weder das Transkript noch das
kodierte Protein nachweisen. Damit sollte ein vollstandiger Aktivitdtsverlust des HPR2-Gens
vorliegen. Im Anschluss erfolgte die phanotypische Charakterisierung der Mutanten. Dabei
wurden die Pflanzen, &quivalent zu den AtHPR1-Linien, unter nicht photorespiratorischen
und photorespiratorischen Bedingungen angezogen und mit den entsprechenden Kontrollen
verglichen (col.0 fiur die hpr2-1 und Ler fir die hpr2-2 Mutante). Der Knock-out der HPR2 in
Arabidopsis blieb jedoch ohne sichtbare Folgen, unabhéngig davon, ob die Pflanzen unter
erhdhten CO,-Bedingungen oder Normalluft angezogen werden. Im Gegensatz zu den
AtHPR1-Linien fihrt auch die Verdnderung der Photoperiode nicht zu phanotypisch
sichtbarer Auffalligkeiten. Somit ldsst sich sagen, dass die HPR1 in Arabidopsis die
Hauptfunktion in der Photorespiration tbernimmt und die HPR2 von untergeordneter
Bedeutung im Wildtyp ist. Die Abbildung 4-8 zeigt eine bildliche Darstellung der isolierten

Pflanzen, bei zwei verschiedenen Photoperioden.
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Abbildung 4-8 Phénotyp der AtHPR2-Insertionslinien.

Der vollstandige Ausfall der HPR2 fiihrt zu keinen phénotypisch sichtbaren Verdnderungen im
Vergleich zu den Kontrollen (col.0 fir hpr2-1 und Ler fir hpr2-2). Die Pflanzen wurden unter
kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 12 h/12 h (oben) und 10 h/14 h (unten)
angezogen. Die Dokumentation des Wachstums erfolgte im Abstand von jeweils einer Woche. Die
gezeigten Aufnahmen entsprechen dem Wachstum nach 3 Wochen (links) und nach 6 Wochen
(rechts).

Da kleinere Veranderungen im Stoffwechsel der Pflanzen vielleicht keine deutlichen
Veradnderungen des Phéanotyps nach sich ziehen, sollten die Pflanzen einer genaueren
Charakterisierung unterzogen werden. Mittels des LICOR-6400-Gaswechsel-Systems wurde
die photosynthetische Leistung der Pflanzen untersucht. Die Methode erlaubt die Messung
des Gaswechsels an intakten Blattern und ist somit nicht invasiv. Bestimmt wurden durch die
Messungen die Parameter der Photosyntheserate und des CO,-Kompensationspunktes. Die
Abbildung 4-9 zeigt die Zusammenfassung der Messungen an Pflanzen der AtHPR1- und
der AtHPR2-Insertionslinien im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle. Wie der Abbildung zu
entnehmen ist, fuhrt sowohl die Mutation der HPR1 als auch die Mutation der HPR2 zu
Anderungen der bestimmten Parameter. In beiden Mutanten ist der CO,-

Kompensationspunkt erhéht, sowie die Photosyntheserate verringert. Der Effekt ist auch bei
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der HPR2-Mutante signifikant im Vergleich zum Wildtyp und verstérkt sich in der HPR1-
Mutante. Auch diese Messungen machen deutlich, dass die HPR1 das Hauptenzym des
photorespiratorischen Stoffwechsels darstellt. Jedoch scheint die HPR2 ebenfalls funktionell
daran beteiligt zu sein. Weiterhin wird hier erstmals angedeutet, dass der bisherige Blick auf
die ausschliel3liche Kompartimentierung der Photorespiration in Chloroplasten, Peroxisomen
und Mitochondrien nicht umfassend genug ist. Die funktionelle Beteiligung der HPR2 an
diesem Stoffwechselweg zeigt eindeutig, dass das Zytosol, als viertes subzellulares
Kompartiment eine wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 4-9 Photosynthetische Leistung der AfHPR1- und AtHPR2-Insertionslinien.

Dargestellt sind die CO,-Kompensationspunkte (links) und die Photosyntheseraten (rechts) der beiden
HPR-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit
einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h, unter Normalluftbedingungen angezogen. Nach Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgten die Messungen (n = 5). Die Sternchen geben
einen Aufschluss Uber die Signifikanz der Daten im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,01) und im
Vergleich zur AfHPR2-Mutanten (** P < 0,01).

4.5. HPR-Doppel Knock-out fiihrt zur erh6hten Sauerstoffsensivitét

Da die Einzelmutationen beider HPRs keinen typischen Photorespirationsphé&notyp nach sich
ziehen und die beiden Gene mdglicherweise redundant sind, sollte im Folgenden eine
Doppelmutante aus HPR1 und HPR2 hergestellt werden. Diese wurde durch konventionelle
Kreuzung der Linien hpr1-1 und hpr2-1 hergestellt. Nach Verifizierung beider Insertionen in
der F1-Generation wurde die resultierende F2-Generation unter erhéhten CO,-Bedingungen
(1 %) angezogen und dem Screening unterzogen. Dabei konnten 3 doppelt-homozygote
Pflanzen isoliert werden. In der Abbildung 4-10 ist exemplarisch die Kontroll-PCR fur eine

Doppelmutante dargestellt. Wie an Hand dieser Abbildung zu erkennen ist, ldsst sich in den
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erzeugten Doppelmutanten weder das Transkript der HPR1 noch das der HPR2 nachweisen.
Bei den isolierten Pflanzen handelt es sich also um vollstdndige HPR1/2-Doppel-Knock-out
Pflanzen. Uberraschenderweise ist auch der Ausfall beider HPRs in Arabidopsis nicht letal.
Im Folgenden sollte der Phanotyp der Mutante genauer untersucht werden, da das
Screening der Doppelmutanten unter nicht photorespiratorischen Bedingungen durchgefiihrt
wurde. Dazu wurden ein Satz an Pflanzen unter erhéhten CO,-Bedingungen (1 %) und ein
Satz unter Normalluftbedingungen unter gleichzeitiger Verwendung der entsprechenden
Kontrollpflanzen angezogen. Wie an Hand der Abbildung 4-11 zu erkennen ist, lasst sich
unter erhéhten CO,-Bedingungen kein Wachstumsunterschied zwischen der Doppelmutante
und dem korrespondierenden Wildtyp verzeichnen. Die Kultivierung der Mutante unter
Normalluftbedingungen ist allerdings ebenfalls mdglich, fihrt jedoch zur erhdhten
Sauerstoffsensivitdt. Es wird eine drastische Wachstumsreduktion sichtbar, die mit gelblich
verfarbten und chlorotischen Blattern einher geht. Da sich der Wachstumsunterschied jedoch
vollstandig durch die Erh6hung der CO,-Konzentration in der Luft revertieren Idsst, handelt
es sich bei dem vorliegenden Erscheinungsbild eindeutig um den photorespiratorischen
Phanotyp und nicht um einen sekundaren Effekt. Die Tatsache, dass die Pflanzen unter
Normalluftbedingungen lebensféhig sind, gibt einen Hinweis darauf, dass unter Umstanden
ein weiteres Enzym in der Lage ist, das anfallende 3HP zu reduzieren. Es wird dennoch
deutlich, dass diese Restaktivitat nicht vollstandig in der Lage ist, den Ausfall beider HPRs
zu kompensieren. Somit stellen die HPR1 und die HPR2 die Hauptenzyme fir die

photorespiratorische 3HP-Umsetzung dar.

Col-0 hpr1-1 hpr2-1
HPR1HPR2 S16 ~-.‘H'PF?‘I’ HPR2 S16

b
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«~— 478 bp HPR1
+— 432 bp S16

Abbildung 4-10 Genotyp der isolierten hpr1xhpr2 Doppelmutante

In den getesteten Pflanzen sind die Transkripte der HPR1 und HPR2 nicht mehr nachzuweisen. Die
zur cDNA eingesetzte RNA wurde aus Rosettenblattern isoliert und col.0 als Kontrolle verwendet. Als
interne Kontrolle diente die S16-RNA.
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Abbildung 4-11 Phéanotyp der hpr1xhpr2 Doppelmutante

Der vollstédndige Ausfall der HPR1 und der HPR2 zieht keinen letalen Phanotyp nach sich, fuhrt
allerdings zur erhdhten Sauerstoffsensivitat. Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen,
mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h angezogen. Die Doppelmutante zeigt unter erhéhten CO,-
Bedingungen (1 %, links) keinen Unterschied zum Wildtyp. Unter Normalluftbedingungen sind eine
drastische Reduktion des Wachstums sowie ein chlorotisches Erscheinungsbild der Pflanzen zu

verzeichnen (rechts).

Der unter Normalluft beobachtete Ph&notyp lasst sich noch deutlicher zeigen, wenn die
Pflanzen unter erhdéhten CO.-Bedingungen angezogen und anschlieBend in
Normalluftbedingungen transferiert werden. Unter nicht photorespiratorischen Bedingungen
lasst sich zunachst kein Unterschied zwischen den Mutanten und der Kontrolle feststellen.
Nach dem Transfer der Pflanzen in Normalluftbedingungen zeigt sich ein deutlicher Effekt.
Die Pflanzen zeigen bereits nach 1 Woche gelbliche Verfarbungen an den Spitzen der
Rosettenblatter sowie Chlorosen. Diese Effekte verstarken sich in den folgenden Tagen, bis
es nach 3 Wochen zum vollstandigen absterben der dufleren Rosette kommt. Nur in der
Mitte der Pflanze bleibt ein griiner Bereich erhalten. Die Abbildung 4-12 stellt einen Uberblick
Uber den beschriebenen Zusammenhang dar. Weiterhin ist zu beobachten, dass die
Pflanzen bei Anzucht unter Normalluftbedingungen sowie nach dem Transfer von erhéhten
CO,-Bedingungen auf Normalluft in ihrer Blitenbildung und Samenproduktion beeintrachtigt
sind. Die GroRRe der Stangel und der Infloreszenzen sind deutlich reduziert. Weiterhin sind
die Doppelmutanten nicht mehr in der Lage, fertile Samen auszubilden (siehe Abbildung
4-13). Die Vermehrung der Pflanzen ist deshalb nur unter nicht photorespiratorischen
Bedingungen mdglich. Somit lasst sich sagen, dass viele Eigenschaften der HPR-
Doppelmutante dem typischen Photorespirationsphénotyp gleichen, jedoch die Effekte im
Vergleich zu anderen Mutanten abgeschwacht sind. Die meisten Mutanten im C2-Zyklus sind
zwar unter Normalluftbedingungen keimungsfahig, sterben aber nach Erreichen des
Zweiblattstadiums ab (Boldt et al., 2005).
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Abbildung 4-12 Phénotyp der hprixhpr2 Doppelmutante nach Transfer der Pflanzen aus

erhéhten CO,-Bedingungen in Normalluftbedingungen.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen, mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h
angezogen. Die Doppelmutante zeigt unter erhdhten CO,-Bedingungen (links) keinen Unterschied
zum Wildtyp. Nach Transfer der Pflanzen in Normalluftbedingungen werden bereits nach einer Woche
Mangelerscheinungen sichtbar. Nach 2 Wochen (rechts) sind diese Effekte deutlich verstarkt und es

kommt zum vollstdndigen Absterben der dulReren Rosette.

hprixhpr2

Abbildung 4-13 Phanotyp der hpr1xhpr2 Doppelmutante — Samenbildung.

Die Doppelmutante ist unter Normalluftbedingungen nicht mehr in der Lage, fertle Samen
auszubilden. Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von
10 h/14 h, unter 0,15 % CO,, angezogen. Nach dem Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes
et al., 2001) erfolgte der Transfer in Normalluft. Die Dokumentation erfolgte im Abstand von einer

Woche. Die oben gezeigten Aufnahmen wurden 7 Wochen nach dem Transfer gemacht.

Neben dem oben beschriebenem Phanotyp wurden ebenfalls das Keimungsverhalten und
das Wurzelwachstum der HPR-Mutanten genauer untersucht. Dazu wurden die Pflanzen der
einzelnen Linien auf MS-Medium (ohne/mit Saccharose) gesetzt und die Entwicklung
wahrend der ersten 2 Wochen verfolgt. Die Abbildung 4-14 zeigt eine Aufnahme, die 2

Wochen nach der Keimung der Pflanzen gemacht wurde.
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Abbildung 4-14 Keimungsverhalten der HPR-Mutanten auf MS-Medium.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter Normalluftbedingungen angezogen. Dabei wurden sie zum einen auf MS-Medium ohne
Saccharose und zum anderen mit 1 % Saccharose kultiviert. Die Dokumentation erfolgte 2 Wochen

nach der Keimung.

Wie an Hand der Abbildung 4-14 zu erkennen ist, zeigt sich bei Kultivierung der HPR-
Mutanten auf MS-Medium ein weiterer Unterschied zum Wildtyp. Die HPR2-Mutante ist nicht
in ihrer Keimungsfahigkeit und dem Wurzelwachstum beeintrachtigt, wohingegen die HPR1-
Mutante einen deutlichen Effekt zeigt. Die Keimung und das Wachstum sind bei ihr in diesem
Stadium verzégert. Durch Zugabe von 1 % Saccharose ins Medium lassen sich diese
Unterschiede aufheben. Noch deutlicher zeigt sich der Effekt bei der hprixhpr2
Doppelmutante. Das Wachstum auf MS ohne Zucker ist deutlich beeintrachtigt. Durch Zusatz
von 1 % Saccharose lasst sich dieser Effekt teilweise, jedoch nicht vollstédndig
kompensieren. Der beobachtete Effekt der verbesserten Keimung und der
Keimlingsentwicklung nach Zugabe von exogenem Zucker, ist ein bekanntes
Charakteristikum fur Mutanten, mit einem Defekt in der B-Oxidation von Fettsduren (Adham
et al., 2005; Fulda et al., 2004 und Hayashi et al., 1998) und konnte auch fir die Mutanten
der peroxisomalen Malat-Dehydrogenasen gezeigt werden (Pracharoenwattana et al., 2007).
Es besteht also die Méglichkeit, dass durch den Block der Photorespiration ebenfalls dieser
Stoffwechselweg beeintrachtigt ist. Flr einen genauen Nachweis sind jedoch noch weitere

Experimente notwendig.
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Um den optischen Effekt des verringerten Wachstums und der gelblichen Verfarbung der
Blatter darstellen und quantifizieren zu kénnen, wurden die Rosettendurchmesser und die
Chlorophyligehalte an Pflanzen der vorliegenden Mutanten bestimmt. Dazu wurden die
Pflanzen synchron angezogen und nach Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et
al., 2001) vermessen sowie die Proben fir die Chlorophyllbestimmung genommen. Die

Abbildung 4-15 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchungen.
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Abbildung 4-15 Rosettendurchmesser und Chlorophyligehalte der HPR-Mutanten.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter Normalluft angezogen. Die Vermessung der Pflanzen (A, n = 5), sowie die Probenahme zur
Chlorophyllbestimmung (B, n = 5) erfolgte nach dem Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et
al., 2001). Die Daten unterscheiden sich signifikant im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05) und im
Vergleich zur hpr1-1 (** P < 0,05).

Wie an Hand der Abbildung deutlich wird, l&sst sich unter Normalluftbedingungen und
verkirzter Photoperiode ein deutlicher Wachstumsunterschied bei einigen HPR-Mutanten
nachweisen. Wie auch in der Abbildung 4-8 dargestellt ist, zeigen die HPR2 Mutanten keinen
phénotypischen Unterschied im Vergleich zur Kontrolle. Die HPR1 Mutanten sind dagegen in
ihrer Entwicklung beeinflusst. Das Wachstum der Pflanzen ist unter diesen Bedingungen
sowie in diesem Wachstumsstadium etwa um 50 % reduziert. Der Effekt zeigt sich noch
deutlicher bei der HPR-Doppelmutante. Des Weiteren ist in der Abbildung 4-4 und der
Abbildung 4-11 zu erkennen, dass die HPR1-Einzelmutante und die HPR-Doppelmutante
hellere Blatter, sowie gelbliche Verfarbungen zeigen. Diese Effekte sind auf den reduzierten
Chlorophyll a + b Gehalt zuriick zu fihren. Der Gehalt der Chlorophylle ist in der HPR1-

Einzelmutante um etwa 33 % und bei der Doppelmutante etwa um 50 % reduziert.
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4.6. Die photorespiratorische 3HP-Umsetzung erfolgt durch HPR1 und HPR2

Wie bereits unter 4.2 beschrieben wurde, kommt es durch den Ausfall der HPR1 zu einer
deutlichen Reduktion der HPR-Aktivitdten in den HPR1-Einzemutanten. Dieser Effekt
beschrénkt sich vor allem auf die NADH-abhangige Reduktion von 3HP. Der NADPH-
abhangige Umsatz von 3HP ist wesentlich geringer betroffen, jedoch signifikant reduziert.
Da, wie bereits beschrieben, die Umsatze von Glyoxylat mit beiden Co-Substraten nur eine
Nebenreaktion der HPR1 darstellt, sind diese Aktivitdten nur moderat verringert. Darlber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die alternative HPR2, 3HP vorranging unter
Verwendung von NADPH umsetzt und somit vermutlich das Hauptenzym fir diese Reduktion
darstellt. Der Ausfall der HPR2 in den HPR2-Einzelmutanten ist auf Enzymaktivitdtsebene
nachweisbar, jedoch ist der Effekt nicht so drastisch. Verantwortlich fir die nur geringe
Reduktion der Aktivitaten ist die Tatsache, dass die hoch aktive HPR1 in den Mutanten noch
vorhanden ist. Die Kombination beider HPR-Mutationen hingegen, fuhrt zu einer deutlichen
Verminderung aller HPR-Aktivitdten in der isolierten Doppelmutante. Die Abbildung 4-16
veranschaulicht die in den Pflanzen bestimmten HPR-Aktivitaten und es wird klar ersichtlich,
dass die HPR1 und die HPR2 in Arabidopsis die Hauptenzyme fiir die Reduktion von 3HP
darstellen. Wie eingangs bereits erwahnt, 1&sst sich in der hpr1-1 Mutante nur noch ca. 6 %
der HPR-AKktivitat des Wildtyps nachweisen. Durch die Kombination beider HPR-Mutationen
kommt es zu einer weiteren Verscharfung dieses Effektes, da nur noch um die 2 % der im
Wildtyp vorhandenen HPR-Aktivitdt nachweisbar sind. Der drastische Aktivitatsverlust macht
es umso erstaunlicher, dass die Pflanze in der Lage ist, unter Normalluftbedingungen zu
wachsen. Wie weiterhin der Abbildung 4-16 zu entnehmen ist, fihrt auch der Ausfall beider
HPRs nicht zum vollsténdigen Verlust der HPR-AKktivitdt in den Pflanzen. Diese Tatsache gibt
einen weiteren Hinweis darauf, dass es in Arabidopsis mindestens ein weiteres Enzym
vorliegen muss, welches zum Umsatz von 3HP in der Lage ist. Da die Doppelmutante jedoch
schon deutlich in ihrem Wachstum und der HPR-Aktivitdt beeintrachtigt ist, lasst sich
allerdings daraus schlieen, dass dieses Enzym im Gegensatz zur HPR2 und insbesondere
der HPR1 die photorespiratorischen Bedirfnisse allein nicht erfullen kann. Die Umsatze von
Glyoxylat mit beiden getesteten Co-Substraten sind zwar in den einzelnen Mutanten
reduziert, jedoch nicht so stark betroffen wie die 3HP-Umsetzung. Dieser Fakt spiegelt die
Tatsache wieder, dass die beiden HPRs zwar am Umsatz von GlIx beteiligt sind, hierfir
jedoch weitere Enzyme vorliegen. Die Enzyme, die hauptséachlich fir die Reduktion von Gix
zustandig sind, konnten ebenfalls in Arabidopsis identifiziert werden. Dabei handelt es sich
um 2 Isoformen der Glyoxylatreduktase, die zum einen plastidar und zum anderen
zytosolisch lokalisiert sind (Hoover et al., 2007; Simpson et al., 2008). Das Vorhandensein
dieser Proteine erklart die lediglich geringe Reduktion der GIx-Umsatze in den HPR-

Mutanten.
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Abbildung 4-16 Reduktion der HPR-Aktivitdten in den HPR-Mutanten.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter Normalluft angezogen. Nach Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001)
erfolgte die Probenahme fur die Enzymmessungen. Dabei wurden 3 Extrakte vermessen, die jeweils
aus 4 unabhangigen Pflanzen hergestellt wurden. Die Aktivitdten unterscheiden sich signifikant im
Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05, ** P < 0,01) und im Vergleich zur hpr1-1 Mutante (" P < 0,05, ™" P <
0,01).
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4.7. Mutation der HPRs fiihrt zum Anstau photorespiratorischer Intermediate

Um den Ausfall der einzelnen HPRs auf Stoffwechselebene genauer zu analysieren, wurden
die HPR-Mutanten einer detaillierten Metabolomanalyse unterzogen. Dabei standen vor
allem die Metabolite der Photorespiration im Vordergrund. Durch den Block im C2-Zyklus
konnten in anderen Mutanten starke Akkumulationen photorespiratorischer Intermediate
nachgewiesen werden. So zeigt die Glycerat-Kinase-Mutanten einen bis zu 200-fach
erhdhten Gehalt an Glycerat (Boldt et al., 2005). Die HPR-Pflanzen wurden daflir unter nicht
photorespiratorischen sowie unter photorespiratorischen Bedingungen angezogen und
miteinander verglichen. Die Abbildung 4-17 zeigt einen Uberblick ausgewéhlter Metabolite

und deren Anderungen.

Wie an Hand der Ubersicht deutlich wird, sind die Anderungen der steady state Gehalte
ausgewahlter Metabolite eher moderat verglichen mit anderen Mutanten im C2-Zyklus. Die
grofdten Anstiege sind vor allem in den Gehalten der photorespiratorischen Intermediate
3HP, Serin, Glycin, Glykolat und Glycerat zu finden. Die HPR1-Einzelmutante zeigt einen 6-
fach erhohten Gehalt an 3HP, der sich bis auf das 9-fache in der Doppelmutante steigert.
Auch die HPR2-Einzelmutante zeigt einen leicht erhéhten Gehalt dieses Metabolits (jedoch
statistisch nicht signifikant), was ein weiteres Indiz dafir ist, das die HPR2 ebenfalls an der
photorespiratorischen 3HP-/Glycerat-Interkonversion beteiligt ist. Die gesteigerten Gehalte
an Glycin und Serin machen weiterhin deutlich, dass es in den Mutanten zu Stérungen der
Glycin/Serin-Interkonversion kommt. Diese Tatsache ist, wie auch der erhdéhte Gehalt an
Glykolat, auf den Block im C2-Zyklus und dem daraus resultierenden Ruckstau in diesem
Stoffwechselweg begriindet. Ein unerwartetes Phanomen konnte in den gesteigerten Werten
fur Glycerat beobachtet werden, da dieses Intermediat der Photorespiration erst nach der
HPR-Reaktion auftritt. Da jedoch der Gehalt nur in der HPR1-Einzelmutante erhéht ist und
sich der Effekt in der Doppelmutante nicht wesentlich erhéht, ist der Grund vermutlich die
Irreversibilitdt der HPR2-Reaktion. Dieses Enzym ist lediglich zur Hinreaktion befahigt, wobei
die HPR1 beide Richtungen der Reaktion ausfiihren kann (Kleczkowski und Randall, 1988).
Weiterhin ist der erhdhte Wert fir Ethanolamin vermutlich auf den Anstau von Serin zurtick
zu fuhren, da dieses Stoffwechselintermediat vor allem durch die Decarboxylierung von
freiem Serin gebildet wird (Rontein et al., 2003). Weitere Anderungen kénnen unter anderem
in den Gehalten von a-Ketoglutarat und Glutamin, als Vertreter des Nitratstoffwechsels
beobachtet werden. Eine mdgliche Erklarung dafir liegt in der Verbindung der
Photorespiration und der Nitratassimilation (Rachmilevitch et al.,, 2004). Neben den
Anderungen von Metaboliten der Photorespiration und daran gekoppelte Prozesse, wie z.B.
der Nitratstoffwechsel und der Energiehaushalt (Saccharose), sind nur wenige zusétzliche
Abweichungen nachweisbar. Diese sind vor allem auf die Gehalte an Alanin, Asparagin,

Aspartat und Arginin beschrankt. Ungeachtet der wenigen Ausnahmen fuhrt der Ausfall der
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HPRs zu spezifischen Effekten, wenn man die Vielzahl der unveranderten Intermediate

betrachtet (siehe 7.3).
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Abbildung 4-17 Anderung ausgewéhliter Metabolite in den HPR-Mutanten.

2 4

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,

unter Normalluft und unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (1 % CO,) angezogen. Nach

Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgte die Probenahme fiir die GC-MS-

Analyse (n = 6). Dargestellt sind die relativen Verhéltnisse ausgewahlter Metabolite der einzelnen

Mutanten im Vergleich zum Wildtyp.
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4.8. Mutation der HPRs fiihrt zu Anderungen des photorespiratorischen *C-Fluxes

Im Gegensatz zu den steady state Messungen der Metabolite, stellen Analysen unter
Verwendung von Isotopen potentiell sensitivere Methoden dar. Aus diesem Grund wurde
zusatzlich ein Ansatz gewahlt, bei dem der Einbau eines markierten Elements in
photorespiratorische Intermediate verfolgt wurde. Dazu wurden die Pflanzen unter
kontrollierten Bedingungen angezogen, von den einzelnen Linien Blattplattchen gewonnen
und mit 10 mM '*C-markierter Glukose inkubiert. Der Eintrag des markierten Substrates
erfolgt Uber den Transpirationsstrom und die Akkumulation wurde darauffolgend in C2-Zyklus
Metaboliten verfolgt. In der hpr1 Mutante wird tber 103-mal mehr des markierten Substrates
in 3HP eingebaut, wobei die hpr2 Mutante nur eine 3-fach erhdhte Rate im Vergleich zum
Wildtyp zeigt. Die HPR-Doppelmutante zeigt von der Tendenz her einen additiven Effekt, da
es hier zu einer Uber 106-fachen Anreicherung des markierten Substrates kommt. Daran
l&sst sich erkennen, dass nicht nur die HPR1 sondern auch die HPR2 einen Beitrag zum
pflanzlichen C2-Zyklus leistet. Jedoch ist ebenso zu erkennen, dass die HPR1 die dominante
Rolle bei der Umsetzung von 3HP zu Glycerat einnimmt. Die Anderungen in den 3 anderen,
analysierten Intermediaten sind, verglichen mit dem Effekt auf 3HP relativ gering. Die hprf,
hpr2 und die Doppelmutante zeigen leicht erhéhte Werte an markiertem Substrat in Glycerat
(2,4-, 1,7-, und 2,0-fach), Serin (1,7-, 0,9-, 0,4-fach) und Glycin (3-, 1,3- und 6-fach). Die

Tabelle 4-2 zeigt einen Uberblick iber die beschriebenen Verhéltnisse.
Tabelle 4-2 *C-Glukose-Markierung der HPR-Mutanten.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter Normalluft angezogen. Nach Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001)
erfolgte die Probenahme der Blattplattchen. Diese wurden fir 2 h in einem 10 mM MES-KOH-Puffer
(pH 6,5, 10 mM [U-"°C]-Glukose), bei einer Lichtintensitat von 80 pmol m? s-' inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die GC-MS-Analyse zur Bestimmung des Einbaus an markiertem Substrat in ausgewéahlten
Intermediaten der Photorespiration (Glc — Glycin, Ser — Serin, 3HP — Hydroxypyruvat, Glyc - Glycerat).
Die dargestellten Werte représentieren Mittelwerte von 4 Bestimmungen je Linie. In fettgedruckt sind

die Werte dargestellt, welche dem T-Test nach signifikant verschieden zum Wildtyp sind (P < 0,05).

Redistribution of Label (umol C, equivalents g fresh weight h™)

col.0 hpri-1 hpr2-1 hprixhpr2

Gly 0.013465 £ 0.002167 | 0.04455% 0.01022 | 0.016896 +0.001430 | 0.07619 £ 0.00970
Ser 0.157030 £ 0.021351 | 0.27135% 0.03000 | 0.148851 +0.027776 | 0.06752 £ 0.01192
3HP | 0.000007 +0.000003 | 0.00072 % 0.00019 | 0.000022 *0.000005 | 0.00074 = 0.00020
Glyc | 0.004239 + 0.000328 | 0.00982 % 0.00289 | 0.006039 +0.000597 | 0.00798 £ 0.00206
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4.9. Der Ausfall der HPR1 und der HPR2 fiihrt zur drastischen Reduktion der

photosynthetischen Leistung

Wie bereits beschrieben, fihrt erst der Knock-out beider HPRs zu einem sehr deutlichen
Wachstumseffekt und dem photorespiratorischen Phanotyp. Da deutet darauf hin, dass die
beiden HPRs redundant und beide an der Photorespiration beteiligt sind. Die Doppelmutante
weist eine erhdhte Sauerstoffsensivitat auf, wie an Hand des Wachstumsunterschiedes unter
photorespiratorischen Bedingungen und dem Transfer von erhéhten CO,-Konzentrationen
auf Normalluft zu sehen ist. Dieser verstarkte Effekt lasst sich auf der Ebene der
Enzymaktivitaten, der Metabolite und der Stoffflussuntersuchungen nachweisen. Ein weiterer
Befund, dass beide Enzyme an der Photorespiration beteiligt sind, konnte durch die
reduzierte photosynthetische Leistung in beiden Einzelmutanten gezeigt werden. Des
Weiteren wurde auch die erzeugte Doppelmutante hinsichtlich dieses Parameters genauer
charakterisiert. Bestimmt wurden auch hier die Photosyntheserate und der CO,-
Kompensationspunkt mittels des Licor-6400-Gaswechselmesssystems. Durchgeflihrt wurden
die Messungen unter Verwendung von 4 verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen in der
Messluft (10 %, 21 %, 30 % und 40 %). Die HPR-Mutanten wurden dazu unter erhdhten
CO,-Bedingungen (0,15 %) angezogen und nach Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1
(Boyes et al, 2001) fiur die Messungen verwendet. Die Anzucht unter nicht
photorespiratorischen Bedingungen war hier nétig, um das Wachstum der einzelnen
Mutanten zu synchronisieren. Da die Doppelmutante unter Normalluftbedingungen ein
deutlich reduziertes Wachstum zeigt und es zur Blutenbildung kommt bevor die
Rosettenblétter voll entwickelt sind, wéren andernfalls keine vergleichbaren Messungen
moglich. Bevor die jeweiligen Messungen durchgefiihrt wurden, wurden die Pflanzen
zwischen 20 und 30 min an die jeweilige Messluft adaptiert. Die Abbildung 4-18 zeigt einen

Uberblick tiber die gewonnenen Ergebnisse dieser Messungen.

Durch den Ausfall der HPRs kommt es zu einer deutlichen Reduktion der Photosyntheserate
und einer Erhéhung des CO,-Kompensationspunktes. Dieser Effekt ist von der Tendenz tber
alle 4 Sauerstoffkonzentrationen konsistent und somit nicht nur eine Effekt unter
Normalluftbedingungen. Die Stéarke des Effektes ist in den einzelnen Linien unterschiedlich.
Die geringste Beeinflussung ist erwartungsgemaf in der hpr2 Mutante zu finden. Dieser
Effekt ist dennoch deutlich und statistisch signifikant im Vergleich zum Wildtyp. Starker
betroffen zeigt sich die hpr1 Mutante, was die beschriebene Aussage stitzt, dass dieses
Enzym die Hauptarbeit bei der photorespiratorischen 3HP Umsetzung Ubernimmt. Die
Charakterisierung der erzeugten Doppelmutante zeigt jedoch, dass der Ausfall beider HPRs
zu einer weiteren Verscharfung des Effektes fuhrt. Dieses Ergebnis unterstreicht noch
einmal, dass sowohl die HPR1 als auch die HPR2 am pflanzlichen C2-Zyklus beteiligt sind

und beide Enzyme eine wichtige Rolle Ubernehmen. Damit I&sst sich belegen, dass die
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Photorespiration nicht nur, wie bisher angenommen, im Chloroplasten, den Peroxisomen und
den Mitochondrien ablauft, sondern ebenfalls zytosolische Reaktionen beteiligt sind. Der
genaue Anteil beider Reaktionen sowie die Bedingungen unter welchen der peroxisomale
Weg oder der zytosolische bevorzugt ablauft, sind bisher unklar. Eine attraktive Méglichkeit
besteht darin, dass hierbei die Verfugbarkeit an Redoxaquivalenten im Peroxisom eine
wichtige Rolle einnimmt. Wenn ein NADH-Mangel im Peroxisom vorliegt, wirde demnach die
3HP-Reduktion durch die HPR2 im Zytoplasma ablaufen. Inwieweit das stattfindet und wie

das reguliert wird, soll in Zukunft analysiert werden.
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Abbildung 4-18 Photosynthetische Leistung der HPR-Mutanten bei verschiedenen
Sauerstoffgehalten der Messluft.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen, mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h und
unter erhdhten CO,-Bedingungen (0,15 %) angezogen. Die Vermessung der Pflanzen (n = 5) erfolgte
nach dem Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001). Die Messungen erfolgten nach
einer ca. 30 minltigen Anpassung an die jeweilige Sauerstoffkonzentration der Messluft. Die Daten
unterscheiden sich signifikant im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05), im Vergleich zur hpr2-1 (** P <
0,05) und im Vergleich zur hpr1-1-Mutante (*** P < 0,05).
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4.10. Sind weitere Enzyme an der 3HP-Umsetzung beteiligt?

Wie unter 4.2 und 4.3 bereits beschrieben wurde, ist auch der Ausfall der HPR1 und der
HPR2 nicht letal in Arabidopsis. Zwar ist durch den Ausfall der peroxisomalen und der
zytosolischen HPR das Wachstum und die photosynthetische Leistung drastisch reduziert,
die Pflanze jedoch noch in der Lage unter photorespiratorischen Bedingungen zu tberleben.
Der offensichtlichste Grund fur diesen Sachverhalt ware das Vorhandensein von mindestens
einem weiteren Enzym, welches zum Umsatz von 3HP in der Lage ist. Dieses Enzym kdnnte
notfalls einen gewissen Teil des photorespiratorischen Flusses Ubernehmen, jedoch nicht
den Ausfall beider HPRs vollstdndig kompensieren, wie an Hand des deutlichen Phanotyps

der HPR-Doppelmutante zu erkennen ist.

Um weitere, mdgliche Kandidaten fiir alternative 3HP reduzierende Enzyme zu identifizieren,
wurde eine Suche nach &hnlichen Proteinen mit dem BLAST-Algorithmus (basic local
alingnment search tool) durchgefiihrt. Dabei diente die HPR1 als Referenz, mit der in der
gesamten Arabidopsis Datenbank nach a&hnlichen Enzymen gesucht wurde
(www.arabidopsis.org). Auf diesem Wege konnten 2 weitere Proteine identifiziert werden, die
ca. 50 % Sequenzhomologie zur HPR1 aufweisen. Diese als At1g12550 und At2g45630
bezeichneten Gene kodieren flir Proteine, welche ebenfalls eine D-Isomer-spezifische 2-
Hydroxysaure Dehydrogenase- und eine NAD/NADP-Binde-Doméne enthalten. Sie gehéren
somit ebenfalls wie die HPR1 und die HPR2 zur Familie der 2-Hydroxysaure-
Dehydrogenasen (siehe Tabelle 4-3; PF00389,
http://pfam.sanger.ac.uk/family?acc=PF00389). Die Mitglieder dieser Familie sind spezifisch

fur die D-Isomere ihrer Substrate. Die katalytische Doméane enthalt dabei eine Reihe von
konservierten Aminosauren, welche eine Rolle beim Reaktionsmechanismus spielen
(Dengler et al., 1997). Die beiden Proteine sind also potentiell in der Lage als HPR zu
fungieren. Um die identifizierten Kandidaten naher zu charakterisieren und zu klaren, ob sie
als alternative HPRs in Fragen kommen, sollten zum einen biochemische Evidenzen
erbracht werden und zum anderen ebenfalls Mutanten isoliert werden. Die Identifikation und
Bereitstellung der Mutanten erfolgte auch in diesem Falle Gber die NASC-Datenbank. Bei
dem als At2g45630 bezeichnetem Gen konnten bisher keine homozygoten Pflanzen isoliert
werden, ungeachtet dessen, ob das Screening unter photorespiratorischen oder und nicht
photorespiratorischen Bedingungen durchgefiihrt wurde. Das lieferte einen ersten Hinweis
darauf, dass dieses Gen flr ein essentielles Protein kodiert, welches nicht nur eine Funktion
in der Photorespiration ausibt. Aus diesem Grund wurde ein RNAi-Ansatz gewahlt, um die
Transkription des Genes herunter zu regulieren. Auch durch Uberexpression und
Affinitdtsreinigung des rekombinanten Proteins konnte bisher kein Hinweis auf die exakte
Funktion nachgewiesen werden. Die Untersuchung dieses Gens soll an dieser Stelle nicht

weiter diskutiert werden, da es Bestandteil einer anderen Arbeit in unserer Arbeitsgruppe ist.
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Tabelle 4-3 Uberblick tiber die Proteindoménen der HPRs aus Arabidopsis

Die Tabelle zeigt, dass alle 3 HPRs aus Arabidopsis sehr ahnlich katalytischen Doméanen besitzen und
Oxidoreduktaseaktivitat besitzen. Aufgrund ihres Reaktionsmechanismus (wirken an CH-OH-Gruppen
der Donatoren, benutzen NAD oder NADP als Akzeptoren) gehdren diese Proteine in die

Proteinsuperfamilie der D-Isomer spezifischen 2-Hydroxysaure Dehydrogenasen (PF00389).

AtHPR1 (At1g68010) =386 Aminosauren
2-Hydroxysaure D-lsomer spezifische 2- 44 E-16 31 357
Dehydrogenase Hydroxysaure Dehydrogenase,
katalyfische Doméane
2-Hydroxysaure D-lsomer spezifische 2- 0 128 322
Dehydrogenase Hydroxysaure Dehydrogenase,
NAD-binde Domane
3-HCDH 3-Hydroxyacyi-CoA 0,93 165 272
Dehydrogenase, NAD-binde
Domaéane
AtHPR2 (At1g79870) =313 Aminosauren
2-Hydroxysaure D-Isomer spezifische 2- 2,2 E-37 6 313
Dehydrogenase Hydroxysaure Dehydrogenase,
katal ytische Domane
2-Hydroxysaure D-lsomer spezifische 2- 0 109 281
Dehydrogenase Hydroxysaure Dehydrogenase,
NAD -binde Domane
NAD-Bindedomane 2 NAD-binde Domane, der 6- 0,82 144 282
Phosphoglukonat
Dehydrogenase
F 420 Oxidoreduktase | NAD P-Oxidoreduktase, 046 146 301
Coenzym F420-abhangig
AtHPR3 (At1g12550) = 323 Aminosauren
2-Hydroxysaure D-lsomer spezifische 2- 1,4 E-37 9 321
Dehydrogenase Hydroxysaure Dehydrogenase,
katalytische Domane
2-Hydroxysaure D-lsomer spezifische 2- 0 116 289
Dehydrogenase Hydroxysaure Dehydrogenase,
NAD-binde Domane
ADH Zink N Zink-bindende Dehydrogenase 0,77 151 309
F 420 Oxidoreduktase | NADP-Oxidoreduktase, 0,19 154 35
Coenzym F420-abhangig
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Das Gen At1g12550 konnte hingegen erfolgreich Uberexprimiert und das rekombinante
Protein durch Affinitatsreinigung angereichert werden. Im Anschluss wurde das Protein
ersten biochemischen Untersuchungen unterzogen und auf HPR-Aktivitdt getestet. Dabei
wurden wie im Falle der HPR1 und der HPR2, die NADH- und die NADPH-abhangige
Reduktion von 3HP und Glx, sowie der Einfluss des Inhibitors Oxalat auf das rekombinante
Protein getestet. Die Abbildung 4-19 zeigt die Ergebnisse der enzymatischen Messungen mit
dem durch das Gen At1g12550 kodierten Protein.

>
w

3.0

3.0
H3HP + NADH 3HP + NADH | 3HP + NADPH | Gix + NADH | Glx + NADPH

B 3HP + NADPH

B - oxalate

< ,.]OGix + NADH A | P
@ %°1oGix + NADPH T g 25 0 +oxalate

: | %

‘.'m 2.0 ‘Tm 204

E £

£ 159 £ 151

E £

- :

E 10 £ :
o > i
2 054 . . *

Q T 5 x

“ Clme e e

00 0.0 -

Abbildung 4-19 At1g12550 als alternative HPR3.

Das durch den Leserahmen At1g12550 kodierte Protein zeigt HPR-Aktivitat und kommt somit als
HPR3 in Frage. Die Aktivitdten stellen Mittelwerte aus 3 unabhangigen Messungen des
rekombinanten Proteins, mit 4 verschiedenen Substrat/Co-Substrat-Kombinationen dar (A). Die
alternative HPR3 zeigt eine starke Inhibition durch die Zugabe von 2 mM Oxalat (B). Die bestimmten

Aktivitdten unterscheiden sich signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (** P < 0,01).

Wie die Enzymmessungen zweifelsfrei zeigen, kommt der identifizierte Kandidat At1g12550
als HPR3 in Frage. Das Protein ist in der Lage sowohl 3HP als auch GIx NADH- und
NADPH-abhangig zu reduzieren. Wie die HPR2 arbeitet auch die HPR3 mit NADPH als
praferiertem Co-Substrat. Im Vergleich zur HPR1 und zur HPR2 (siehe Tabelle 4-4) wird
jedoch deutlich, dass die identifizierte HPR3 GIx dem 3HP als Substrat vorzieht. Die Aktivitat
mit GIx und NADPH ist etwa doppelt so grof3 wie die mit 3HP und NADPH. Das identifizierte
Enzym koénnte also ebenfalls als zusétzliche Glyoxylatreduktase fungieren. Ein weiteres
Merkmal, das fir eine alternative HPR im Sinne der HPR2 spricht, ist die starke Inhibition
durch Oxalat. Die Hemmung der Aktivitdten durch die Zugabe von 2 mM Oxalat fihrt zu
Aktivitatsreduktionen von bis zu 75 %. Diese Inhibierung ist deutlich starker als die fur die
HPR1 und kommt der der HPR2 sehr nahe. Die Lokalisation des Proteins konnte bisher nicht

experimentell gezeigt werden, jedoch deuten das Fehlen einer Targeting-Sequenz und die in
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silico Vorhersage auf eine zytosolische Lokalisation hin. Es liegt somit nahe, das die HPRS3,
ahnlich wie die HPR2 im Zytosol an der Reduktion von aus dem Peroxisom austretenden

3HP oder Glx beteiligt sein kénnte.
Tabelle 4-4 Zusammenfassung der Aktivitdtsmessungen an den rekombinanten HPRs

Die HPR1 (At1g68010) stellt das Hauptenzym fur die NADH-abh&ngige 3HP-Reduktion in Arabidopsis
dar. Der identifizierte Leserahmen At1g79870 kodiert die NADPH-abhéngige HPR2 in Arabidopsis.
Die HPR3 (At1g12550) ist ebenfalls in der Lage 3HP zu reduzieren. Die stérkste Inhibition durch
Oxalat zeigt die HPR2 gefolgt von der HPR3. Die HPR1 zeigt nur geringe Aktivitatsverluste durch die
Zugabe des Inhibitors. Die Aktivitaten stellen Mittelwerte + SE (n = 3) in umol min™ mg” dar. Die
Prozentangeben entsprechen den Aktivitaten nach Zugabe des Inhibitors Oxalat (2 mM) im Vergleich

zur ungehemmten Kontrolle.

AtHPR1 (At1g68010)

Hydroxypyruvate:NADH 222.00+£15.70 147.00 £ 22.00 66
Hydroxypyruvate:NADPH 12.00+1.40 11.60+£1.10 97
Glyoxylate:NADH 6.40 +0.60 5.80 +0.40 90
Glyoxylat NADPH 0.26 +0.03 0.20+0.02 7
AtHPR2 (At1g79870)

Hydroxypyruvate:NADH 140+ 0.12 0.300 +£0.080 21
Hydroxypyruvate:NADPH 550+ 043 0.700 £0.090 13
Glyoxylate:NADH 0.36 £ 0.02 0.010 £ 0.001

Glyoxylat: NADPH 460+ 0.36 0.100 £ 0.026 2
AtHPR3 (At1g12550)

Hydroxypyruvate:NADH 0.400 £0.015 0.131 £0.008 33
Hydroxypyruvate:NADPH 1.105 + 0.026 0.306 £0.016 28
Glyoxylate:NADH 0.384 +0.044 0.145+0.013 38
Glyoxylat: NADPH 2.327 £ 0.127 0.741 £0.080 32
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4.11. Einzel-Knock-out der HPR3 zieht keine phédnotypischen Folgen nach sich

Da At1g12550 als potentielle HPR3 in Frage kommt, wurden im Anschluss auch T-DNA-
Insertionslinien in der NASC-Datenbank identifiziert, bestellt und homozygote Pflanzen
isoliert. Wie im Falle der HPR1 und der HPR2 wurden auch fir dieses Gen 2 unabhangige
Knock-out Linien generiert. Die Abbildung 4-20 zeigt einen Uberblick Uber die Genstruktur
der HPR3 und der Position der inserierten T-DNA-Fragmente.

A hpr3-2 hpr3-1
(SALK_143689) (SALK_019014)

ATG ? 7 sTOP

B

hpr3-1 col.0 hpr3-1 col.0 col.0 hpr1-1  hpr3-1

HPRT i

—— HPR2

|

Abbildung 4-20 Genstruktur der alternativen AtHPRS3.

Struktur des Gens und der Position der inserierten T-DNA-Fragmente (A). Die Linie hpr3-1 tragt die
Insertion im zweiten Exon, die Linie hpr3-2 im ersten Exon. In beiden unabhdngigen Linien fuhrt die
Insertion zum Verlust der Genaktivitdt. Exemplarische Darstellung des Insertionsnachweises zweier
Pflanzen der Linie hpr3-1. Beide Pflanzen tragen die Insertion und sind negativ fir den Gennachweis
auf DNA-Ebene (B). In beiden Linien sind die HPR1 und die HPR2, mit den spezifischen Antiseren
nachzuweisen (C). Der Western Blot wurde mit einem Proteinextrakt aus Blattern und den

spezifischen Spinat-HPR1 und Spinat-HPR2 Antikdrpern angefertigt.

Wie an Hand der obigen Abbildung zu erkennen ist, gleicht die Genstruktur der HPR3 der
der HPR2 (Vergleich siehe Abbildung 4-7). Die beiden Insertionslinien tragen ihre Insertion
im ersten Exon (hpr3-2) bzw. im zweiten Exon (hpr3-1). In homozygoten Pflanzen beider
Linien lasst sich das Wildtyp-Fragment auf DNA-Ebene nicht mehr nachweisen und die
Insertion flhrt zum vollstandigen Verlust der Genaktivitat (nicht gezeigt). Der Western Blot
mit den spezifischen Antikérpern gegen die HPR1 bzw. die HPR2 zeigt hingegen, dass die
Proteingehalte von HPR1 und HPR2 in der HPR3-Mutante unverandert sind. Das deutet
darauf hin, dass die alternative HPR3 zwar in der Lage ist 3HP umzusetzen und eine
gewisse Sequenzdhnlichkeit zu beiden HPRs aufweist, jedoch keine Kreuzreaktion mit

beiden Antiseren zeigt.
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Aquivalent zur HPR1 und zur HPR2 sollte im Folgenden auch das gewebsspezifische
Expressionsmuster der HPR3 mittels RT-PCR untersucht werden. Dabei ging es vor allem
um den Vergleich des Expressionsmusters der HPR3 mit den anderen HPRs und dem
typischen Muster der photorespiratorischen Gene. Wie an Hand der Abbildung 4-21 zu
erkennen ist, erfolgt auch die Expression der AtHPR3 in photosynthetisch aktivem Gewebe.
Die starkste Expression erfolgt demnach in den Rosettenblattern. Etwas schwécher ist die
Abundanz im Sténgel und den Hochblattern. Im heterotrophen Gewebe, wie der Wurzel, ist
das Transkript zwar deutlich reduziert jedoch vorhanden. Das beschriebene Muster gleicht in
etwa den der HPR1 und der HPR2. Im Unterschied dazu ist allerdings in den Bluten und den

Schoten die Expression des Gens nicht nachweisbar.

RT LE ., ST CL FL SI

HPR3 (750 bp)

S16 (432 bp)

Abbildung 4-21 Gewebsspezifische Expressionsanalyse der HPR3 mittels RT-PCR

Die Expression der HPR3 erfolgt vor allem in photosynthetisch aktiven Geweben wie den
Rosettenblattern, dem Sténgel und den Hochbléattern. Geringe Mengen sind in der Wurzel zu finden,
wahrend in den Blaten und den Schoten kein Transkript nachzuweisen ist. Die RNA wurde aus den
entsprechenden Organen von Arabidopsis Wildtyp (col.0) isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt.
Als interne Kontrolle diente die S16 RNA. (RT — Wurzeln, LE — Rosettenblatter, ST — Stangel, CL —
Hochblatter, FL — Blite, SI — Schoten, H20 — Wasserkontrolle).

Auch mit den HPR3-Mutanten wurde im Anschluss eine phé&notypische Charakterisierung
wie im Falle der HPR1- und der HPR2-Mutanten durchgefiihrt. Da die Einzelmutanten in der
alternativen HPR3 keinen phanotypisch sichtbaren Unterschied zum Wildtyp zeigten
(Abbildung 4-22, A), wurden ebenfalls die entsprechenden doppel- und dreifach-Mutanten,
durch konventionelle Kreuzung hergestellt. Dabei wurden die Linien hpr1-1 und hpr3-1,
sowie die Linien hpr1 x hpr2 und hpr3-1 miteinander gekreuzt. Resultierend aus diesen
Kreuzungen konnten die Doppelmutanten hpr1 x hpr3 und hpr2 x hpr3, sowie die
Dreifachmutante hpr1 x hpr2 x hpr3 gewonnen werden. Dabei ist zu sagen, dass die
Doppelmutanten keinen weiteren Wachstumsunterschied im Vergleich zu den

Einzelmutanten zeigen (siehe Abbildung 4-22, B und C). In den jeweiligen Doppelmutanten
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sind zum einen die HPR1 und zum anderen die HPR2 aktiv, welche den Ausfall des jeweils
anderen Proteins ibernehmen und zum Grofteil kompensieren kénnen. Das deutet auf eine
sehr geringe Rolle der HPR3 an der photorespiratorischen 3HP-Umsetzung hin. Der
Dreifach-Knock-out aus HPR1, HPR2 und der HPR3 zieht hingegen nochmals eine
Wachstumsreduktion nach sich (Abbildung 4-22, E). Um die beschriebene
Wachstumsreduktion der Dreifachmutante nicht nur fotografisch darzustellen sondern auch
quantifizieren zu kénnen, wurden &quivalent zu den Untersuchungen in Abbildung 4-15 (A)
die Rosettendurchmesser und das Keimungsverhalten (siehe Abbildung 4-14) der HPR-
Dreifachmutante untersucht. Die Abbildung 4-23 veranschaulicht die gemachten
Beobachtungen. Dabei wird deutlich, dass die Dreifachmutante (unter
Normalluftbedingungen) einen reduzierten Rosettendurchmesser aufweist (A). Im Gegensatz
zu der beschriebenen Wachstumsverminderung konnte kein weiter reduzierter
Chlorophyligehalt in der Dreifachmutante gemessen werden. Weiterhin I&sst sich jedoch
sagen, dass die Dreifachmutante in ihrer Keimungsfahigkeit starker beeinflusst ist als die
hpr1 x hpr2 Mutante und auch nach der Keimung deutlich langsamer wéachst (Abbildung 4-23
(B), oben). Auch die Anzucht auf MS-Medium mit 1 % Saccharose fihrt lediglich zu einer
geringflgigen Verbesserung der Keimung und nicht zur vollstdndigen Komplementation
(Abbildung 4-23 (B), unten). Unter nicht photorespiratorischen Bedingungen lassen sich
hingegen keinerlei Wachstumsunterschiede feststellen und alle beschriebenen

Beobachtungen treten nicht auf (nicht gezeigt).

Wie bereits an den Merkmalen der hpr1 x hpr2 Doppelmutante zu erkennen ist, ist die HPR3
nicht in der Lage den Verlust der HPR1 und der HPR2 vollstédndig zu kompensieren. Jedoch
scheint sie in dieser Pflanze die Restaktivitdt bei der 3HP-Umsetzung zu liefern, da die
Dreifachmutante nach starker als die Doppelmutante geschadigt ist. Allerdings wird erneut
deutlich, dass die HPR1 gefolgt von der HPR2 die Hauptenzyme fir den
photorespiratorischen 3HP-Stoffwechsel sind. Die identifizierte HPR3 hingegen ist zwar in
der Lage als HPR zu fungieren, jedoch ist der Beitrag zur Photorespiration wohl eher als

gering einzuschatzen, wenn die HPR1 und die HPR2 in den Pflanzen aktiv sind.
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Abbildung 4-22 Phanotyp der HPR3-Einzel-, Doppel und Dreifach-Mutanten.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter Normalluft angezogen. Die Einzelmutanten der HPR3 zeigen keinen phéanotypisch auffélligen
Effekt im Vergleich zum Wildtyp (A). Die Doppelmutante aus HPR1 und HPR3 unterscheidet sich
phénotypisch nicht von der HPR1-Einzelmutante (B und E). Ebenfalls gibt es keinen Unterschied
zwischen der Doppelmutante aus HPR2 und HPR3 im Vergleich zu den HPR2- und HPR3-
Einzelmutanten (C). Der dreifach Knock-out der HPR1, HPR2 und HPRS fiihrt zu einer drastischen
Wachstumsreduktion im Vergleich zum Wildtyp (D) sowie zu einer weiteren Wachstumsreduktion im

Vergleich zu den Linien hpr1-1 und hpr1 x hpr2 (E).
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Abbildung 4-23 Wachstumsreduktion der HPR-Dreifachmutante.

Die HPR-Dreifachmutante zeigt im Vergleich zur HPR-Doppelmutante (hprix hpr2) eine weitere
Wachstumsreduktion. Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht
Zyklus von 10 h/14 h, unter Normalluft angezogen. Die Rosetten wurden nach dem Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) vermessen (A). Die Daten unterscheiden sich signifikant
im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05), im Vergleich zur hpr1-1 (** P < 0,05) und im Vergleich zur hpri-
1 x hpr2-1-Mutante (*** P < 0,05). Die Untersuchung der Keimung und des Wurzelwachstums erfolgte
ebenfalls unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h (Normalluft) auf
MS-Medium (ohne und mit 1 % Saccharose). Die Dokumentation der Pflanzen erfolgte 2 Wochen

nach der Keimung.

4.12. Mutation der HPRs fiihrt zu Anderungen des Aminosaurehaushaltes

Im Anschluss an die phanotypische Charakterisierung wurde auch die Dreifachmutante
nadheren Untersuchungen des Metabolismus unterzogen. Einen ersten Hinweis auf die
Folgen des Verlustes sollte dabei durch die Analyse des Aminosaurespekirums gewonnen
werden. Dazu wurden die Pflanzen unter nicht photorespiratorischen (0,15 % CO;) und unter
photorespiratorischen Bedingungen angezogen und nach Erreichen des Wachstumsstadium
5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgte die Probenahme fir die HPLC-Analyse. Die Abbildung 4-24
zeigt exemplarisch 2 auffallige Aminoséuren (vollstandiger Uberblick siehe Anhang), wobei
Serin einen Vertreter fUr ein photorespiratorisches Intermediat darstellt. Wie aus der
Abbildung ersichtlich wird, kommt es in den HPR-Mutanten vornehmlich zum Anstau von
Serin und einem der Serin-Biosyntheseintermediate, dem Threonin. Dieser Effekt zeigt sich
in allen HPR-Mutanten und ist am deutlichsten in der 3fach Mutante. Der Anstau des Serins
liegt nahe, da es die unmittelbare Vorstufe des 3HPs ist. Mdglicherweise ist das 3HP toxisch
oder unstabil, sodass ein Grofiteil des sich anstauenden Metabolits in Serin umgewandelt

wird. Ferner lasst sich daraus schlielRen, dass die AGT1 mit an der Bildung des
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Gleichgewichtes zwischen dem 3HP und dem Serin beteiligt ist und dabei eng mit den HPRs
zusammenarbeitet. Der Anstau des Threonins ist dadurch begriindet, dass die Zelle
womoglich versucht, den massiven Serin-Anstau abzumildern und einen Teil davon in
andere Aminosduren oder weitere Produkte umwandelt. Unter nicht photorespiratorischen
Bedingungen sind diese Effekte deutlich reduziert, was darauf schlielen lasst, das der
gefundene Effekt photorespiratorischer Natur ist. Die meisten anderen Aminosduren sind
dagegen unaufféallig. Kleinere Schwankungen werden in den Glycin, Glutamin und Alanin
Gehalten sichtbar. Dabei ist der Glycin-Anstau auf den generellen photorespiratorischen
Block zuriick zu fuhren (Abbildung 4-17). Die teilweise erhéhten Gehalte des Glutamins
geben einen weiteren Hinweis darauf, dass es durch den photorespiratorischen Block zur
Beeinflussung des Stickstoffhaushaltes kommt (wie bereits unter 4.7 beschrieben). Die
reduzierten Gehalte an Alanin zeigen hingegen, dass Stérungen der Photorespiration auch
zu Stérungen im Kohlenstoffhaushalt fihren kénnen. Eine Analyse des vollstandigen
Metaboloms fiir die HPR-Dreifachmutante lag bis zum Zeitpunkt des Schreibens dieser
Arbeit noch nicht vor, sodass Uber andere Beziehungen zu diesem Zeitpunkt noch keine
weiteren Aussagen mdéglich sind. Das die gefundenen Effekte im Aminosdurespektrum
jedoch in der HPR-Dreifachmutante am deutlichsten sind, liefert einen ersten Hinweis darauf,

das auch die HPR3 einen gewissen Beitrag zur Photorespiration leistet.
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Abbildung 4-24 Knock-out der HPRs filhrt zu Anderungen des Aminoséuregehalte.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter Normalluft und unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,15 % CO,) angezogen. Nach
Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgte die Probenahme fiir die HPLC-
Analyse (n = 5). Dargestellt sind die Konzentrationen der Aminosauren Serin und Threonin in
Rosettenblattern. Die Daten unterscheiden sich signifikant im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05), im
Vergleich zur hpr1-1-Mutante (** P < 0,05) und im Vergleich zur hpr1 x hpr2-Mutante (*** P < 0,05).
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4.13. Der Ausfall aller 3 HPRs fiihrt zur weiteren Reduktion der photosynthetischen

Leistung und zu verminderter PSII-Aktivitét

Wie in der Abbildung 4-18 gezeigt, flihrt der Ausfall der HPRs zur Reduktion der
photosynthetischen Leistung. Entsprechend des unter 4.9 beschriebenen Experimentes
wurden auch die HPR3-Einzel-, die erzeugten HPR3-Doppel- und die HPR-Dreifachmutante
einer sauerstoffabhéngigen Gaswechselanalyse unterzogen. Hierbei konnte eine nochmalige
Reduktion der Photosyntheseleistung und eine weitere Erhéhung des COo-
Kompensationspunktes in der Dreifachmutante festgestellt werden. Die zuvor generierten
HPR3-Doppel-, sowie die HPR3-Einzelmutanten zeigen jedoch keinen signifikanten
Unterschied in diesen Paramerten. Das lasst darauf schlielRen, dass die HPR3 nur einen
geringen Beitrag zur Photorespiration leistet, insbesondere wenn zumindest die HPR1 oder
die HPR2 aktiv in den Pflanzen vorliegt. Der gefundene Sachverhalt bestéatigt somit erneut,
dass die HPR1 und die HPR2 die Hauptenzyme fiir die 3HP zu Glycerat Interkonversion
sind. Die Abbildung 4-25 zeigt einen Uberblick der getroffenen Aussage in Bezug auf die
Dreifachmutante. Ein kompletter Uberblick Uber die Gaswechseldaten befindet sich im
Anhang (Tabelle 7-1).

Neben der Abnahme der photosynthetischen Leistung wurde bei anderen Mutanten des
pflanzlichen C2-Zyklus (z.B. SHMT1, GLYK, DiT2 oder Fd-GOGAT) eine Beeinflussung des
maximalen Quantenausbeute des Photosystem Il (PSII) beobachtet (Takahashi et al., 2007).
Im weiteren Versuch wurden auch die HPR-Mutanten hinsichtlich dieses Sachverhaltes
untersucht und der F,/F-Parameter Uber die Chlorophyll-Fluoreszenz bestimmt. Verwendet
wurde dazu ein Imaging-PAM (Walz) welches gleichzeitig die Verbildlichung der Verhaltnisse
Uber die gesamte Pflanze ermdglicht. Fur dieses Experiment wurden die einzelnen Linien
unter nichtphotorespiratorischen Bedingungen (0,15 % CO,;), bis zum Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 angezogen und dann auf Normalluft transferiert. Die Messungen
erfolgten vor dem Transfer (Kontrolle) und nach dem Transfer, Uber einen Zeitraum von 3
Wochen, im Abstand von je einer Woche. Die Abbildung 4-26 zeigt die Fotos der einzelnen
Linien. Die Tabelle 4-5 stellt die bestimmten F,/F.- Verhaltnisse der einzelnen Linien unter

Kontrollbedingungen und zwei Wochen nach Transfer der Pflanzen in Normalluft dar.
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Abbildung 4-25 Mutation der 3 HPRs fuihrt zur Reduktion der photosynthetischen Leistung.

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h und
unter erhdhten CO,-Bedingungen (0,15 %) angezogen. Die Vermessung der Pflanzen (n = 5) erfolgte
nach dem Erreichen des Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001). Die Messungen erfolgten nach
einer ca. 30 mindtigen Anpassung an die jeweilige Sauerstoffkonzentration der Messluft. Die Daten
unterscheiden sich signifikant im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05), im Vergleich zur hpr2-1-Mutante
(** P < 0,05), im Vergleich zur hpr1-1-Mutante (*** P < 0,05) und im Vergleich zur hprixhpr2-Mutante
(*** P < 0,05).
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Abbildung 4-26 Aktivitat des PSII in den HPR-Mutanten (Fotodokumentation).

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,15 % CO,) angezogen. Nach Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgte der Transfer der Pflanzen auf Normalluft. Im
Abstand von einer Woche (7, 14 und 21 Tage nach Transfer) erfolgte die Charakterisierung der
Pflanzen mittels Imaging-PAM. Die maximale photochemische Effizienz des PSII (F,/F,,) wurde nach

einer 15 minutigen Dunkeladaptation bestimmt.
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Tabelle 4-5 PSII-Aktivitat in den HPR-Mutanten (F,/F,-Verhaltnisse).

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,15 % CO,) angezogen. Nach Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgte der Transfer der Pflanzen auf Normalluft. Die
Messungen erfolgten vor dem Transfer (Kontrolle) und 14 Tage nach dem Transfer in Normalluft. Die
maximale photochemische Effizienz des PSIl (F,/F,) wurde nach einer 15 minltigem
Dunkeladaptation bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SE von 5 biologischen Replikaten,
wobei von jedem 5 Messpunkte genommen wurden. Die fettgedruckten Werte unterscheiden sich
signifikant im Vergleich zum Wildtyp (* P < 0,05).

col.0 0.7642 + 0.0112 0.7570 + 0.0435
hpr1-1 0.7613 £ 0.0223 0.6534 % 0.0451
hpr2-1 0.7606 + 0.0206 0.7059 £ 0.0322
hpr3-1 0.7453 £ 0.0550 0.7114 £ 0.0247
hprixhpr2 0.7658 + 0.0043 0.6411 % 0.0493
hprixhpr3 0.7727 + 0.0041 0.6440 * 0.0467
hpr2xhpr3 0.7480 + 0.0653 0.7474 + 0.0271
hprixhpr2xhpr3 0.7451 £ 0.0508 0.6282 £ 0.0529

Wie an Hand der Abbildung 4-26 und der Tabelle 4-5 dargestellt ist, gibt es unter nicht
photorespiratorischen Bedingungen keinen signifikanten Unterschied zwischen den HPR-
Mutanten und dem Wildtyp. Nach dem Transfer der Mutanten in Normalluft hingegen, kommt
es zur Abnahme des F,F-Verhéltnisses in den HPR-Mutanten. Eine sehr geringe, jedoch
statistisch signifikante Abnahme zeigen die HPR3- und die HPR2-Mutanten. Das spricht fur
die These, dass der Einzel-Ausfall beider Enzyme nur geringe Folgen auf das Wachstum der
Pflanzen hat. Deutlich stéarker betroffen ist die hpr1-Einzelmutante sowie die hprixhpr2-
Doppelmutante und die hprixhpr2xhpr3-Dreifachmutante (Tabelle 4-5). Allerdings ist zu
sagen, dass sich der negative Effekt auf den gemessenen Parameter in den
Mehrfachmutanten nicht weiter fortsetzt, was ebenfalls ein Hinweis darauf ist, dass die HPR1
das Hauptenzym fur die 3HP- zu Glycerat-Interkonversion ist. Die Fotos in Abbildung 4-26
bestdtigen, dass der Wildtyp durch den Transfer auf Normalluft nicht beeinflusst wird.
Reaktionen weisen vor allem die Linien hpr1-1, hpr2-1, hpr1 x hpr3, hpr1 x hpr2 und hpr1 x
hpr2 x hpr3 auf. Dabei zeigt die hpr1 Mutante nach einer Woche an den Spitzen der
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Rosettenblatter Stresserscheinungen und Nekrosen, welche nach 14 und 21 Tagen sichtbar
weniger  werden. Womdglich liegt hier ein bisher  noch unbekannter
Regulationsmechanismus vor, wodurch der Ausfall der HPR1 kompensiert werden und auf
den zytosolischen Weg und alternative Enzyme umgeschaltet werden kann. Jedoch
verschwinden die Effekte nicht vollstdndig, da ein signifikanter Unterschied des F,F-
Verhéltnisses bestehen bleibt. Dieses Ergebnis liefert einen weiteren Hinweis, dass die
HPR2 zwar in der Lage ist einen Grofteil der Bedirfnisse zu erfillen, jedoch nicht den
Ausfall der HPR1 vollstdndig kompensieren kann. Bei der hpr2-1 Mutante beschranken sich
die Effekte auf die innere Rosette der Pflanzen und nehmen nach dem Transfer in Normalluft
Uber den beobachteten Mel3zeitraum zu. Die stérkste Reaktion zeigen die hprixhpr2 und die
hprixhpr2xhpr3 Mutanten. Hier kommt es zu einer bis zu 25 %igen Reduktion des F,F-
Verhaltnisses nach dem Transfer der Pflanzen auf Normalluft. Die Fotodokumentation der
Pflanzen bestatigt die unter 4.5 beschriebenen Effekte. Der Transfer der Pflanzen von
erhdhten CO,-Bedingungen in Normalluft filhrt zum vollstdndigen Absterben der aufieren

Rosette und somit zu einem deutlichen photorespiratorischen Phanotyp.

Die gleichen Pflanzen, welche zur Bestimmung der F,/F,-Verhaltnisse verwendet worden
sind, dienten zur Bestimmung der photosynthetischen Elektronentransportrate des PSII.
Diese Messungen wurden ebenfalls mit dem Imaging-Pam (Walz) durchgefiihrt. Als
Messzeitpunkte wurden auch in diesem Fall vor, und zwei Wochen nach dem Transfer der
Pflanzen aus nicht photorespiratorischen Bedingungen in Normalluft gewahlt. Wie aus der
Abbildung 4-27 zu entnehmen ist, zeigen die HPR-Mutanten bei héheren Lichtintensitaten
eine reduzierte Elektronentransportrate des PSII, was darauf hindeutet, dass die HPR-
Mutanten bei hdheren Lichtintensitédten einen Photoinhibitionseffekt zeigen. Dieser Effekt ist
auch schon bei den Pflanzen zu beobachten, die unter nichtphotorespiratorischen
Bedingungen kultiviert wurden. Eine Ausnahme bildet dabei die hpr2-Mutante. Da jedoch in
dieser Linie eine intakte HPR1 vorliegt, ist der Befund nicht verwunderlich. Die Linien hpr1,
hprixhpr2 und hprixhpr2xhpr3 zeigen eine deutliche Reduktion des bestimmten
Parameters. Die hprixhpr2-Doppelmutante ist dabei starker betroffen als die hpri-
Einzelmutante, was auf einen additiven Effekt durch den Ausfall der HPR2 schliel3en |asst
und verdeutlicht, dass die Bestimmung des F./F-Paramerters unter Umstédnden nicht
sensitiv genug ist. Die HPR-Dreifachmutante zeigt jedoch keine weitere Verscharfung des
Effektes, was ein weiterer Hinweis darauf ist, dass die HPR3 nur eine untergeordnete Rolle
einnimmt. Durch den Transfer in Normalluft kommt es in den Mutanten zu einer weiteren
Verscharfung der Beschriebenen Effekte. Unter diesen Bedingungen zeigt auch die hpr2-
Mutante eine Reaktion bei sehr starkem Licht. Deutlicher betroffen ist vor allem die
hprixhpr2-Doppelmutante, die unter diesen Bedingungen einen noch starkeren Abfall der

Elektronentransportrate  zeigt, wohingegen die 3fach Mutante keine weitere
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Verschlechterung zeigt und dadurch mit den Messungen des F,/F,-Parameters korrelieren.
Diese photosynthetische Inhibition wurde bisher fiir eine Vielzahl von C2-Zyklus-Mutanten
beschrieben (Leegood et al., 1995; Wingler et al., 2000; Xu et al., 2009) und zeigt vor allem,
dass die hprixhpr2-Doppelmutante einen deutlichen photorespiratorischen Phénotyp zeigt.
Die durchgefihrten Experimente liefern einen ersten Hinweis, dass es auch in den HPR-
Mutanten zu photoinhibitorischen Effekten kommt. Um allerdings eine exakte Aussage Uber
die Photoinhibition in den HPR-Mutanten treffen zu kommen sind dahingehen weitere
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Abbildung 4-27 ETR der HPR-Mutanten

Die Pflanzen wurden unter kontrollierten Bedingungen mit einem Tag/Nacht Zyklus von 10 h/14 h,
unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,15 % CO,) angezogen. Nach Erreichen des
Wachstumsstadiums 5.1 (Boyes et al., 2001) erfolgte der Transfer der Pflanzen in Normalluft. Die
Messungen erfolgten vor dem Transfer (Kontrolle) und 14 Tage nach dem Transfer in Normalluft.
Dabei wurde die absolute Rate des Elektronentransports des PSII bei einer bestimmten Lichtintensitat
bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + SE von 5 biologischen Replikaten, wobei von jedem 5

Messpunkte genommen wurden.
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5. Diskussion

Der photorespiratorische C2-Zyklus findet seinen Ursprung in der Oxygenasefunktion der
Rubisco. Durch die Reaktion dieses Enzyms mit O, entsteht ein Molekil 3PGA und ein
Molekul 2PG, statt zwei Molekule 3PGA durch die Carboxylierungsreaktion. Das 3PGA stellt
ein Intermediat des Calvin-Zyklus dar und dient der Kohlenstoffassimilation. Das 2PG
hingegen kann von der Zelle nicht weiter metabolisiert werden und wirde ohne die
Photorespiration als Kohlenstoffquelle verloren gehen. Dartber hinaus inhibiert dieses
Metabolit Enzyme des Calvin-Zyklus (Husic et al., 1987; Norman und Colman, 1991) und ist
toxisch. Diese Eigenschaft konnte auch fur andere Intermediate der Photorespiration gezeigt
werden (Eisenhut et al., 2007), was diesem Stoffwechselweg eine Funktion bei der
Entgiftung von toxischen Metaboliten zukommen I&sst. Eines dieser Intermediate ist 3HP,
das in gréReren Mengen auch inhibierend auf den pflanzlichen Stoffwechsel wirken kénnte.
Durch die Photorespiration entstehen taglich grole Mengen an 3HP im Peroxisom, das aus
der Transaminierung von Serin durch die AGT1 entsteht. 3HP das Substrat der HPR, einem
der Schlisselenzyme des pflanzlichen C2-Zyklus. In der Regel sind Mutanten in diesem
Stoffwechselweg unter Normalluftbedingungen nicht lebensfahig (Blackwell et al., 1988;
Somerville, 2001; Boldt et al., 2005; Voll et al., 2006; Schwarte und Bauwe, 2007, Zelitch et
al., 2009) sie kdénnen jedoch bei erhéhten CO,-Konzentrationen in der Luft kultiviert werden.
Fur die meisten der photorespiratorischen Enzyme konnten bisher die entsprechenden
Mutanten isoliert werden. Die HPR bildete bis zu dieser Arbeit eine Ausnahme. Da im
Genom von Arabidopsis nur 1 Gen fur die HPR vorliegt, sollte 3HP exklusiv durch dieses
Enzym metabolisiert werden. Somit sollte eine Mutation in diesem Gen einen letalen
Phanotyp unter Normalluftbedingungen nach sich ziehen, der durch CO,-Gabe revertiert
werden kann. Da jedoch bisher keine Mutante mit definiertem Gendefekt fur dieses
Schlisselenzym isoliert werden konnte, lag die Vermutung nahe, dass Mutationen in diesem
Gen auch unter nicht photorespiratorischen Bedingungen letal sind oder dass dieser Schritt
im pflanzlichen C2-Zyklus umgangen werden kann. Einige Hinweise zur Unterstitzung der
zweiten Theorie konnte bereits durch einige Arbeiten gewonnen werden (Kleczkowski et al.,
1988; Murray et al., 1989; Kleczkowski et al., 1990; Pracharoenwattana et al., 2007 und
Cousins et al., 2008). Ein endgultiger Beweis wirde sehr von der ldentifizierung eines
alternativen HPR-Gen profitieren. Allerdings konnte bis zum Beginn dieser Arbeit in keiner
Pflanzenspezies ein Gen flir eine alternative HPR identifiziert und somit die Arbeit an
entsprechenden Mutanten nicht durchgefiihrt werden. Desweiteren findet bis heute die
Theorie, dass die HPR1-Reaktion des pflanzlichen C2-Zyklus umgangen werden kann,
wenig Akzeptanz in der aktuellen Literatur (Wingler et al., 2000; Siedow und Day, 2001;

Reumann und Weber, 2006). Das Ziel dieser Arbeit sollte die Identifizierung bisher
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unbekannter, 3HP metobolisierender Enzyme und der Nachweis deren Beteiligung an der

Photorespiration sein.

5.1. Die AtHPR1-Insertionslinien stellen eine Ausnahme unter den bisher

bekannten C2-Zyklus-Mutanten dar.

Die generell akzeptierte Meinung, dass das photorespiratorische 3HP exklusiv durch die
HPR1 im Peroxisom metabolisiert wird, ist nach der jetzigen Datenlage nicht aufrecht zu
erhalten. Die Charakterisierung des 3HP-Stoffwechsels in Arabidopsis liefert fundierte
Hinweise, dass der Blick auf die Photorespiration und ihre subzelluldre Kompartimentierung
erweitert werden muss. Die hier isolierten AfHPR1-Mutanten zeigen nicht den typischen
Photorespirationsphanotyp (Somerville, 2001) und sind somit einzigartig unter den bisher
bekannten Mutanten des C2-Zyklus. Die Mutanten mit defekter HPR1, einem der
Schlisselenzyme des C2-Zyklus, zeigten nur eine relativ geringe Sauerstoffempfindlichkeit
und lediglich geringe Beeinflussungen des Stoffwechsels. Sie sind unter
photorespiratorischen Bedingungen nicht nur lebensfahig sondern auch in der Lage unter
diesen Bedingungen ihren gesamten Lebenszyklus zu vervollstdndigen. Ahnliche
Beobachtungen lieferten friihere Arbeiten an einer vermeintlichen Gerste-HPR-Mutante
(Murray et al., 1989). Da jedoch fur einige Pflanzenspezies Hinweise auf mehrere HPRs
existieren bzw. lichtreguliertes, alternatives Splicing (Hayashi et al., 1996) gezeigt werden
konnte, kann der ausbleibende Phéanotyp auf Genredundanz beruhen, wie z.B. beim P-
Protein der Glycin-Decarboxylase (Engel et al., 2007). Das ist auch fir Gerste nicht
ausgeschlossen, da der exakte Gendefekt dieser Mutante bis heute ungeklart ist und auch
keine komplette Genomsequenz vorliegt. Jedoch gibt es einige Hinweise darauf, dass es
sich bei dieser Pflanze tatsachlich um eine Mutante der peroxisomalen HPR1 handelt. Diese
Sicht wird durch die Ergebnisse aus meiner Arbeit an genetisch definierten Mutanten von
Arabidopsis bekraftigt und bestatigt. Da in Arabidopsis alternatives Splicing des HPR-
Transkriptes nicht stattfindet (Mano et al., 1997), handelt es sich bei den hier untersuchten,
beiden Insertionslinien um vollstdndige HPR1-null-Mutanten. Die geringe Beeinflussung des
Wachstums, der photosynthetischen Leistung sowie der Akkumulation von Intermediaten der
Photorespiration gleichen sich in beiden Pflanzen und bestéatigen die Annahme, dass es sich
bei der Gerste-Mutante um eine HPR1-Defizit-Mutante handeln kdnnte. Generell sind die
Effekte des HPR-Ausfalls auf die Pflanze verhaltnism&Rig gering, verglichen mit anderen
Mutanten des pflanzlichen C2-Zyklus (Boldt et al., 2005). Auf der Ebene der
Enzymaktivitdten wird deutlich, dass die HPR-AKktivitat in den Pflanzen wie erwartet deutlich
reduziert ist, jedoch fihrt der Ausfall der HPR1 vor allem zur Reduktion der NADH-
abhangigen Aktivitdt. Dagegen ist die NADPH-abhangige Reduktion von 3HP relativ gering

beeinflusst, was einen Hinweis darauf liefert, dass es fir diese Reaktion alternative Enzyme
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in héheren Pflanzen geben muss. Diese sind, der geringen Beeinflussung des Stoffwechsels
in der HPR1-Mutante zufolge, in der Lage, die photorespiratorischen Bedlrfnisse unter den
meisten Bedingungen zu erfillen. Durch friihere Arbeiten an Spinat konnte bereits gezeigt
werden, dass ein weiteres Enzym fir die 3HP Umsetzung existiert. Diese alternative HPR2
konnte biochemisch gereinigt und charakterisiert werden. Dabei stellt sich heraus, dass
dieses Enzym vorranging NADPH-abhéngig arbeitet und zytosolisch lokalisiert ist
(Kleczkowski und Randall, 1988; Kleczkowski et al., 1988). Als potentielle Funktion dieses
Enzyms wurde eine Art ,Uberfluss-Hypothese® diskutiert. Bei hohen photorespiratorischen
Umsatzen kénnte 3HP das Peroxisom verlassen und im Zytosol von der HPR2 umgesetzt
und dann erneut in den C2-Zyklus eingeschleust werden. Allerdings fand diese Annahme
bisher kaum Akzeptanz in der wissenschaftlichen Literatur (Wingler et al., 2000; Siedow und
Day, 2001; Reumann und Weber, 2006). Fur die ,Uberfluss-Hypothese* kénnte das zuvor
beschriebene Splicing aus einer pra-mRNA in eine peroxisomale und eine zytosolische
HPR1-Isoform sprechen. In diesen Pflanzenspezies kdnnte die zytosolische Isoform der
HPR1 das Fehlen oder die zu geringe Aktivitdt einer alternativen HPR2 im Zytosol
kompensieren und der peroxisomalen Isoform helfend zur Seite stehen. Gegen die Theorie
des zytosolischen Uberflussventils spricht, das man bisher annahm, das die peroxisomale
Membran nicht durchlassig fir 3HP ist (z.B. Heupel et al., 1991). Allerdings konnte bisher
ebenfalls kein Transporter fir dieses photorespiratorische Metabolit identifiziert werden und
somit ist es nicht ausgeschlossen, dass 3HP die Membran passieren kann und mit dem
Zytosol im Gleichgewicht steht. Da die AfHPR1-Defizitmutanten nur geringfugig in ihrer
photosynthetischen Leistung beeinflusst sind, kann man davon ausgehen, dass es hier
wenigstens ein  weiteres Enzym zur 3HP-Reduktion geben muss, dass die
photorespiratorischen Bedirfnisse erfillen kann. Darlber hinaus wird durch das Verhalten
der HPR1-Mutante deutlich, dass die Photorespiration mit anderen Stoffwechselwegen in
Verbindung steht und fur deren optimale Funktion notwendig ist. Einige Studien belegen,
dass ein vollstédndig funktionsfahiger C2-Zyklus z.B. fur die Nitratassimilation notwendig ist
(Rachmilevitch et al., 2004; Potel et al, 2009). Das Saccharose-abhdngige
Keimungsverhaltens der AtHPR1-Mutanten macht deutlich, dass der C2-Zyklus ebenfalls flr
die B-Oxidation von Fettsduren notwendig ist, da diese Eigenschaft ein typisches
Charakteristikum fur Mutanten in diesem Stoffwechselweg ist (Baker et al., 2006 und
Pinfield-Wells et al., 2005). Interessanterweise zeigt die Doppelmutante in den
peroxisomalen MDHs den gleichen Phanotyp (Pracharoenwattana et al., 2007), was auf eine
Kooperation der HPR1 und der pMDHs fiir die optimale Funktion der B-Oxidation hindeutet.
Als wahrscheinlichster Grund ist hier die peroxisomale Redoxhomo&ostase zu nennen, die
durch das Zusammenspiel der HPR1 und den pMDHs reguliert wird. Als wahrscheinlichste

Funktion dieser Enzyme ist die Reoxidation des NADHs zu nennen, welches fir die -
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Oxidation notwendig ist (Pracharoenwattana et al., 2007) und somit die Verbindung beider

Stoffwechselwege darstellen wirde.

5.2. Identifikation der HPR2 und die Beteiligung an der Photorespiration

Durch meine Ergebnisse an den AfHPR1-Mutanten wird eindeutig erkenntlich, dass die
HPR1 nicht das einzige 3HP reduzierende Enzym in Arabidopsis ist. In Ubereinstimmung mit
aus der Literatur bekannten Daten (Kleczkowski und Randall, 1988; Kleczkowski et al., 1988)
ist es mir gelungen, eine alternative, NADPH-abhangige HPR2 aus den A{HPR1-
Defizitmutanten zu reinigen und zu identifizieren. Da bisher fiir keine Pflanzenspezies ein
entsprechendes Gen flr eine alternative HPR bekannt war, stellt die Identifikation dieses
Gens einen wesentlichen Erkenntnisgewinn dar. Durch biochemische Charakterisierung der
rekombinanten HPR2 (At1g79870) konnte gezeigt werden, dass das identifizierte Protein
3HP umsetzt. Die biochemischen Eigenschaften gleichen der aus Spinat gereinigte HPR2.
Dass es sich bei dem als At1g79870 identifizierten Protein tatsachlich um das zur Spinat
HPR2 homologe handelt, konnte durch die Reaktion mit dem spezifischen HPR2-Antikorper
aus Spinat unterstiitzt werden. Im weiteren Versuch sollte nun geklart werden, ob die HPR2
funktionell an der Photorespiration beteiligt ist und, wie vermutet die HPR1 ersetzen kann.
Wie an Hand des Phénotyps der AtHPR1-Mutanten ersichtlich wird, ist ein anderes 3HP-
reduzierendes Enzym, vermutlich die HPR2 in der Lage, den Ausfall der HPR1 nahezu
vollstdndig zu kompensieren. Somit kdnnten die Produkte der beiden Gene redundant sein
und die HPR2 die HPR1 ersetzen. Da fir die alternative HPR2 aus Spinat gezeigt werden
konnte, dass das Protein zytosolisch lokalisiert ist (Kleczkowski et al., 1988) nehmen wir
diese Lokalisation auch fur die HPR2 in Arabidopsis an. Bei dem Protein At1g79870 konnte
kein konkreter Hinweis auf ein Targeting in ein Organell gefunden werden. Diese Annahme
wird bisher allerdings nur aus in silico Studien bestatigt, da ein eindeutiger experimenteller
Nachweis bisher nicht gelungen ist. Wenn die HPR2 tatsachlich in Zytoplasma vorliegt,
kénnte es, wie bereits ldnger vermutet und diskutiert worden ist, als eine Art back-up-System
fungieren und aus dem Peroxisom austretendes 3HP dem C2-Zyklus wieder zur Verfligung
stellen. Man nahm bisher an, dass bei hohen photorespiratorischen Umséatzen die HPR1 die
vollen Bedurfnisse nicht erflllen kann (Situation in der HPR1-Mutante) und es somit zur
Kooperation mit der HPR2 im Zytoplasma kommt. Naheliegender ist allerdings die zuvor
beschriebene Vermutung, dass es unter bestimmten Bedingungen zur Limitation von
Redoxaquivalenten im Peroxisom kommt und die HPR1 deshalb nicht optimal arbeiten kann.
Diese Argumentation wird durch eine von dieser Studie unabhangigen Arbeit gestitzt, in der
die Rolle der Malatdehydrogenasen (MDH) im C2-Zyklus untersucht worden ist.
Interessanterweise konnte dort gezeigt werden, dass die Doppelmutante in beiden

peroxisomalen MDHSs lebensféhig und nur geringfligig in ihrer photosynthetischen Leistung
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beeintrdchtigt ist. DarlUber hinaus wies sie einige weitere Eigenschaften der AtHPR1-
Isertionslinien auf. Da man bisher davon ausgeht, dass das im Peroxisom bendétigte NADH
ausschlie3lich durch die Aktivitdt der MDHs bereitgestellt wird (Reumann und Weber, 2006),
ist davon auszugehen, dass die HPR1 in der pMDH-Doppelmutante nicht arbeiten kann
(Cousins et al., 2008). Es ist anzunehmen, dass in dieser Pflanze nahezu der gesamte Fluss
der Photorespiration Uber den zytosolischen Weg geleitet wird und die HPR2 am C2-Zyklus
beteiligt ist. Meine Arbeit liefert dariiber hinaus weitere Evidenzen dafir, dass die HPR2 nicht
nur in pMDH-Doppelmutante eine Rolle spielt, sondern auch unter wildtypischen
Bedingungen funktionell an der Photorespiration beteiligt ist. Der Ausfall der HPR2 in
Arabidopsis vermindert auch die photosynthetische Leistung, wobei der Effekt in der HPR1-
Mutante additiv verstérkt ist. Die Photosyntheserate ist in diesen Mutanten reduziert und der
CO,-Kompensationspunkt erhéht. Insbesondere die Anderung des Kompensationspunktes
ist ein klarer Hinweis, dass es zu Beeinflussungen der Photorespiration kommt. Weiterhin
wird aus den Metabolm- und den Markierungsexperimenten deutlich, dass der Ausfall der
HPR2 einen Einfluss auf den optimalen Fluss durch den C2-Zyklus hat. Die HPR2 Mutanten
zeigen einen leicht erhdhten Gehalt an 3HP und eine Akkumulation dieses Intermediates
nach Zugabe von "*C-markierter Glukose. Diese Befunde zeigen, dass die HPR2 bei der
Reduktion von 3HP auch im Wildtyp eine Rolle spielt und somit das Zytosol als vierte

subzellulare Komponente der Photorespiration (

Abbildung 5-1) in Betracht gezogen werden muss. Bis heute herrscht die Meinung vor, dass
die peroxisomale Membran fir 3HP undurchléssig ist (z.B. Heupel et al., 1991). Bisher
konnte auch kein Transporter fur dieses Intermediat identifiziert werden (Reumann und
Weber, 2006). Meine Ergebnisse liefern einen indirekten Beweis dafir, dass fir diese
Substanz ein Gleichgewicht zwischen Peroxisom und Zytosol vorhanden sein muss und 3HP
relativ einfach die Membran der Peroxisomen passieren kann. Inwieweit Poren, Transporter
oder andere Mechanismen diesen Austausch vermittel, ist nicht bekannt. Interessanterweise
wurde fir ein der AtHPR2 homologes Protein aus der Buntnessel (Coleus blumei) eine
Funktion in der Rosmarinsdurebiosynthese diskutiert (Kim et al., 2004). Es konnte gezeigt
werden, dass das Enzym zum Umsatz von 3,4-Hydroxyphenylpyruvat befahigt ist, und somit
eine Rolle im Sekundarmetabolismus spielen kdnnte. Diese Funktion ist aufgrund der
Eigenschaften des Proteins als D-Isomer-spezifische-2-Hydroxysédure-Dehydrogenase nicht
Uberraschend, jedoch stellt die gemessene Aktivitdt von Kim et al., (2004) mit diesem
Substrat nur etwa ~1 % der Aktivitadt mit 3HP dar und somit ist die Funktion dieses Proteins

klar photorespiratorischer Natur.
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Abbildung 5-1 Der pflanzliche C2-Zyklus verlauft durch 4 subzellulare Kompartimente

Die Identifikation der HPR2 verdeutlicht die Beteiligung von zytosolischen Reaktionen an der
Photorespiration. Dargestellt sind die Schilisselenzyme des Zyklus (Rubisco Ribulose-1,5-
Bisphosphat Carboxylase/Oxygenase, PGP 2-Phosphoglycolat-Phosphatase, GOX Glykolat-Oxidase,
CAT Katalsae, GGT Glu:Glyoxylat Aminotransferase, GDC Glycin-Decarboxylase, SHM Serin-
Hydroxymethyltranferase, AGT1 Serin:Glyoxylat Aminotransferase, HPR1/HPR2 3-Hydroxypyruvat
Reduktase1 und 2, GLYK D-Glycerat-3-Kinase).

5.3. Die HPR-Doppelmutante — weitere Alternativen fiir den 3HP-Umsatz?

Im Gegensatz zu den AfHPR1 und den AfHPR2-Mutanten, welche nicht den typischen
Photorespirationsphanotyp aufweisen, zeigt die Doppelmutante eine stark erhéhte
Sauerstoffsensivitat. Das lasst zwei Riuckschlisse zu. Zum Einen, das die HPR1 und die
HPR2 redundant sind, und zum Anderen unterstreicht dieses Ergebnis die Wichtigkeit der
HPR2 fir die Photorespiration. Wie an Hand der Doppelmutante zu erkennen ist, muss
wenigstens die HPR1 oder die HPR2 vorhanden sein, um den kompletten Lebenszyklus der
Pflanzen zu gewéhrleisten. Der Ausfall beider HPRs fihrt zu additiven Effekten, da es zur
Verstérkung der Effekte auf Metabolomebene und des Wachstums kommt (Abbildung 4-11
und Abbildung 4-17). Die HPR-AKktivitaten, vor allem die NADPH-abhéngigen Umsétze sind
in der Doppelmutante deutlich reduziert (Abbildung 4-16). Das betrifft nicht nur die Umséatze

von 3HP sondern auch die des Glyoxylates, wobei der Effekt auf die Reduktion dieses
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Intermediates relativ klein ist. Dennoch wird deutlich, dass die HPRs eine Rolle im Umsatz
von Glyoxylat spielen. Das die Umsatze nur geringfligig beeinflusst sich ist nicht
verwunderlich, da weitere Enzyme flir diese Reaktion in Arabidopsis vorhanden sind (Hoover
et al., 2007; Simpson et al., 2008) und diese Reaktion somit nur eine Nebenfunktion der
HPRs darstellen. Die Pflanzen zeigen auch, dass neben dem photorespiratorischen
Phanotyp eine drastisch reduzierte photosynthetische Leistung auftritt. Somit sind die
Photorespiration und eine intakte HPR essentiell fir das Uberleben der Pflanze und die
optimale photosynthetische Aktivitat. Ebenfalls lasst sich an Hand der Doppelmutante
zeigen, dass Stérungen der Photorespiration zur Verminderung der PSII-Aktivitat fihren. Im
Vergleich zur bekannten Literatur, in der eine Zunahme der Photoinhibition in
Photorespirationsmutanten gezeigt wurde (Leegood et al., 1995; Wingler et al., 2000;
Takahashi et al., 2007), weisen auch die HPR-Einzel- und im verstarkten Malte die HPR-
Doppelmutante eine reduziertes F,/F, Verhaltnis und eine reduzierte Elektronentransportrate
bei héheren Lichtintensitaten auf. Die Kombination aus beiden gefundenen Effekten lasst
darauf schlieBen, dass es auch in den HPR-Mutanten zur Inhibition der Photosynthese
kommen koénnte. Die Abnahme im F,/F,-Wert gilt als Mall fir die maximale
Quantenausbeute des PSII. Eine Reduktion in diesem Wert zeigt, dass das PSII nicht mehr
optimal arbeiten kann. Dieser Effekt ftritt nicht bei Pflanzen auf, die unter nicht
photorespiratorischen Bedingungen kultiviert wurden und wird erst deutlich, nachdem die
Pflanzen in Normalluft transferiert wurden. Da die Reduktion jedoch relativ gering ist kbnnte
man auch davon ausgehen, dass diese Erscheinung auf die reduzierten Chlorophyllgehalte
in den HPR-Mutanten zurlckzufihren sind (Abbildung 4-15). Die Reduktion des
Chlorophylligehaltes kénnte sich negativ auf die Synthese und die Optimale Wirkung des PSII
auswirken und somit zur Reduktion des F,/F,-Verhaltnisses fliihren. Dass dieser Effekt nicht
ausschlieflich durch die Reduktion der Chlorophyllgehalte zu begriinden ist zeigen allerdings
die Messungen der Elektronentransportraten. Hier tritt bereits eine Reduktion der Rate bei
Pflanzen auf, die unter erhdhten CO,-Bedingungen kultiviert wurden. Unter diesen
Bedingungen ist allerdings kein Unterschied in den Chlorophyllgehalten zwischen dem
Mutanten und der Kontrolle vorhanden, so dass ein anderer Grund vorliegen muss.
Naheliegend hierfiir ware die Mutation der HPRs im pflanzlichen C2-Zyklus. Durch den Block
in diesem Stoffwechselweg kénnte es zur Uberreduktion der Elektronentransportkette
kommen, da nicht alle Reduktionsaquivalente verbraucht werden und als

Elektronenakzeptoren zur Verfligung stehen.

Dennoch wird deutlich, dass es weitere Alternativen zur HPR1 und HPR2 geben muss. Zwar
zeigt die Doppelmutante verlangsamtes Wachstum in Normalluft, ist jedoch dennoch in der
Lage unter photorespiratorischen Bedingungen zu wachsen. Wie gezeigt wurde, ist auch

At1g12550 in der Lage 3HP und GIx zu reduzieren und kommt somit als HPR3 in Frage.
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Dieses Protein zeigt ca. 50 % Sequenzahnlichkeit mit den HPRs auf Proteinebene und tragt
ebenfalls die fir HPRs typischen Doméanen. Dariber hinaus lasst sich die Aktivitdt des
Proteins spezifisch mit Oxalat inhibieren, welches als ein Charakteristikum fir die HPR2 gilt.
Die HPR3 gleicht also von der Struktur und den enzymatischen Umsatzen eher der HPR2
als der HPR1. Bisher ist es nicht gelungen die Lokalisation dieses Protein in der Pflanze
nachzuweisen. In silico Vorhersagen sprechen ebenfalls fir eine zytosolische Lokalisation.
Die HPR3 kdénnte also, wie die HPR2 im Zytosol 3HP reduzieren und dem C2-Zyklus wieder
zur Verflgung stellen. Darlber hinaus zeigt das Protein deutliche Glyoxylatreduktase-
Aktivitat, was auf eine weitere Funktion dieses Protein hindeutet. Ebenso wie fir das 3HP
wurde Ende der 80er Jahre gemutmalfdt, dass auch Glyoxylat bei hohen
photorespiratorischen Umsatzen aus dem Peroxisom austritt und dort von einer Glyoxylat-
Reduktase (GR) wieder zu Glykolat umgesetzt und ebenfalls dem C2-Zyklus wieder zur
Verfligung gestellt wird (Kleczkowski et al., 1986; 1990). Das Protein kdnnte also zusétzlich
zu den bisher bekannten GRs (Hoover et al., 2007; Simpson et al., 2008) eine Funktion beim
Umsatz von Glx ausliben und somit sowohl als HPR, als auch als GR wirksam werden. Die
Dreifachmutante aus HPR1, HPR2 und HPR3 zeigt eine nochmalige Reduktion der
photosynthetischen Leistung und ein vermindertes Wachstum. Somit kommt es auch in
diesem speziellen Fall zu einer zusatzlichen Beeinflussung der Photorespiration. Daflr
spricht weiterhin, dass es durch den zusétzlichen Ausfall der HPR3 zu einer weiteren
Verschéarfung des Anstaues von photorespiratorischen Intermediaten wie Serin und dessen
Biosyntheseprodukten kommt. Da es sich bei der Dreifachmutante um ein sehr artifizielles
System handelt, l1asst sich Uber die Funktion der dritten HPR im Wildtyp nur spekulieren. An
Hand des Wachstums und der stark beeintrachtigten Samenbildung der hprixhpr2
Doppelmutante wird dennoch deutlich, dass der Beitrag der alternativen HPR3 unter
normalen Bedingungen als eher gering einzuschatzen ist. Im Gegensatz zu den HPR2-
Einzelmutanten zeigen die HPR3-Einzelmutanten keine Beeintrachtigung im Wachstum und

der Photosyntheseleistung, was die zuvor gemachte Aussage bekraftigt.

5.4. Rolle der HPRs in Arabidopsis

Wie zuvor beschrieben wurde ist die AtHPR1 nicht das einzige Enzym welches die
Interkonversion von 3HP zu Glycerat in Arabidopsis bewerkstelligt. Dennoch lassen die
durchgefuhrten Studien an genetisch definierten Mutanten unterschiedliche Ruckschlisse
auf die Rolle der jeweiligen HPR zu. Wie an Hand der Tabelle 5-1 zu erkennen ist, kommt es
in der AfHPR1-Mutante zu den deutlichen Effekten auf Enzymebene. Der Ausfall zieht eine
Uber 95 %ige Reduktion der NADH-abhdngigen 3HP-Reduktion nach sich, wobei die
NADPH-abhangige Reduktion des photorespiratorischen Intermediats nur zu etwa 50 %

reduziert ist. Fir diese Reaktion ist vor allem die identifizierte, zytosolische HPR2 zusténdig,
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was an Hand der Beeinflussung dieser Reaktion in der korrespondierenden hprixhpr2-
Doppelmutante zu erkennen ist. Die zusatzliche Mutation der HPR2 in der hpr1-Mutante
verscharft den zuvor beobachteten Effekt deutlich. Darliber hinaus ist zu sagen, dass die
identifizierte HPR3 nur eine sehr untergeordnete Rolle spielt, da es durch den zusatzlichen
Ausfall dieses Enzyms in der isolierten 3-fach-Mutante nur zu geringfligigen Effekten auf die
Enzymaktivitdit kommt. Da es sich dabei um ein sehr artifizielles Mutantensystem handelt,
I&sst sich Uber die Rolle der HPR3 im Wildtyp nur spekulieren. Das Enzym ist zwar in der
Lage 3HP zu reduzieren, jedoch ist der Anteil an der Photorespiration als eher gering
einzuschéatzen, da die Einzelmutante in der HPR3 keine auffalligen Effekte zeigt. Demnach
ist die HPR1 das Hauptenzym der photorespiratorischen 3HP-Umsetzung und wird
unterstltzt durch die HPR2. Das ist vor allem daraus zu schlieRen, dass die HPR1-Mutanten
keinen klaren photorespiratorischen Phanotyp zeigen. Die Kombination der HPR1- mit der
HPR2-Mutation zieht jedoch einen deutlichen Effekt nach sich. Die Pflanze ist zwar in der
Lage unter Normalluftbedingungen zu wachsen, jedoch weist sie eine verstarkte
Sauerstoffsensivitdt auf. Die HPR2 ist demzufolge die zweite HPR, welche am pflanzlichen
C2-Zyklus beteiligt ist. Das wird nicht nur durch den Phanotyp der Doppelmutante ersichtlich,
sondern auch durch die reduzierte photosynthetische Leistung in den HPR2-Mutanten.
Dariiber hinaus kommt es in den HPR2-Mutanten auch zu erhdhten Gehalten an 3HP und
Serin, was die These unterstiitzt (Tabelle 5-1). Da beide Einzelmutationen dennoch nur
geringfugig im Wachstum und Stoffwechsel beeintréchtigt sind wird hieraus ersichtlich, dass
mindestens eines der beiden Enzyme aktiv in Arabidopsis vorliegen muss um den
kompletten Wachstumszyklus zu beenden. Alle betrachteten Effekte auf Stoffwechselebene
sind in der Doppelmutante additiv und die Daten korrelieren miteinander. In der HPR2-
Einzelmutante ist der Chlorophyligehalt mit dem Wildtyp vergleichbar, wohingegen eine
Abnahme des Gehaltes in der HPR1-Mutante verzeichnet wurde. Daraus resultierend zeigt
die HPR2-Mutante keine Reduktion der maximalen Quantenausbeute des PSII, wobei bei
der HPR1-Einzelmutante eine Verringerung des F,/F.-Verhdltnisses festgestellt wurde.
Diese Reduktion ist zwar in der hprixhpr2-Doppelmutante nicht additiv, jedoch zeigt die
Messung der absoluten Elektronentransportraten des PSII (Abbildung 4-27), dass der Verlust
beider Enzyme eine Verschéarfung nach sich zieht. Dass die HPR1 das Hauptenzym der
Photorespiration ist wird weiterhin bestatigt durch die Reduktion des Wachstums in normaler
Luft und die reduzierte photosynthetische Leistung. Die HPR2-Mutante ist vom Wachstum
dem Wildtyp vergleichbar und nur gering in Photosyntheserate und dem CO,-
Kompensationspunkt beeintréchtigt. Dennoch ist hier ein Effekt zu verzeichnen und es lasst
sich sagen, das beide Enzyme an der 3HP-Umsetzung beteiligt sind. Ob in der Zelle der
peroxisomale oder der zytosolische Weg genutzt wird, wird vermutlich entscheidend von der

Redoxhomoostase der Peroxisoms beeinflusst. Die HPR2 wird vor allem dann eine Rolle
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spielen, wenn der photorespiratorische Fluss die Kapazitat der HPR1 Ubersteigt. Das wird
vornehmlich dann auftreten, wenn die Verfligbarkeit von Reduktionsaquivalenten limitiert ist.
Der genaue Regulationsmechanismus ist bisher jedoch ungeklédrt und bedarf weiterer
Untersuchungen. Der Befund, dass die Doppelmutante aus beiden HPRs in normaler Luft
noch wéchst, liel die Existenz weiterer am 3HP-Umsatz beteiligter Enzyme in Arabidopsis
vermuten. Durch BLAST-Analysen konnte eine weitere HPR (HPR3) identifiziert werden. Das
rekombinante Enzym zeigt 3HP-Reduktaseaktivitdt und kommt somit als weiter HPR in
Frage. Die Einzelmutation der HPR3 zieht keinen phénotypischen Effekt nach sich. Die
Kombination aller 3 HPR-Mutationen flihrt jedoch zur weiteren Reduktion des Wachstums,
der HPR-AKktivitat in den Pflanzen und der photosynthetischen Leistung (Tabelle 5-1). Das
lasst darauf schlie®en, dass auch dieses Enzym unter diesen Bedingungen an der Reduktion
von 3HP beteiligt ist. Welche Rolle die HPR3 im Wildtyp einnimmt ist noch unklar und bedarf

weiteren Analysen.
Tabelle 5-1 Zusammenfassung der Hauptcharakteristika der HPR-Mutanten

Dargestellt ist eine Ubersicht iber die charakteristischen Eigenschaften und Effekte der isolierten und
HPR-Mutanten (Chl = A = = CO,

Kompensationspunkt, F,/F,, = maximale Quantenausbeute des PSII).

hergestellten Chlorophyll, Photosyntheserate,

Diameter (cm) 11.9+ 0.51 1540508 6.40 £0.43 280 £0.27 2.00+£0.18
Chl a+ b content
4.01+0.39 4.03+0.35 2,70 £0.57 1.84%0.28 1.78 £0.07

(ng/mgFW)
3HP:NADH

it 1022 + 36 763 £ 40 19 5 11 %2 2+0.7
(nmol min™ mg™)
3HP:NADPH

LT 95+ 13 659 46% 8 10%3 11 %3
(nmol min™ mg™)
A (pmol m? s") 6.57 + 0.49 4.68 £ 0.60 3.46 049 2.55% 0.36 1.56 £ 0.07
r(ul I'1) 50.96 +2.42 69.91 £6.78 120.53 + 9.38 135.22 + 561 174.65 £ 11.25
Leaf 3HP (fold) 1.00£ 0.19 1.48 £ 0.23 572+ 1.02 915 % 2.85 n. d.
Leaf Serine
(umolgFW) 4.82+1.33 6.07 £ 3.00 17.11 £ 2,58 19.46 £2.72 26.31%+2.41
FofFm 0.76 + 0.04 0.71+ 0.03 0.65% 0.04 0.64 £0.05 0.63 £ 0.05
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5.5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert fundierte Hinweise, dass die 3HP- zu Glycerat-Interkonversion
und somit auch die Photorespiration flexibler sind als bisher angenommen. Durch die
Identifikation der AtHPR2 und der AtHPR3 konnte gezeigt werden, dass nicht allein die
HPR1 die 3HP-Reduktion in Arabidopsis bewerkstelligt. Dennoch bleiben einige Fragen zu
diesem Thema offen. Der hierbei wichtigste Punkt, der weitere Untersuchungen bedarf, ist
die ldentifikation des genauen Regulationsmechanismus und der Bedingungen, unter denen
der photorespiratorische Fluss nicht durch die Peroxisomen geleitet wird. Zur Kl&rung dieser
Fragestellung konnte es hilfreich sein, die NAD/NADH-, sowie die NADP/NADPH-
Verhéaltnisse zu bestimmen, sowie detaillierte Metabolomuntersuchungen, unter
verschiedenen Bedingungen durchzufihren. Dabei spielen vermutlich die Lichtintensitat und
die Photoperiode ein wichtiges Kriterium fir die Auswahl der zu vergleichenden
Bedingungen. Arabidopsis ist unter naturlichen Umstédnden an temperierte Bedingungen
angepasst (Shindo et al., 2007) und die Pflanzen, die in dieser Studie verwendet wurden
ebenfalls unter solchen Bedingungen kultiviert. Unter Berlicksichtigung, dass das alternative
Splicing der HPR1 vor allem bei Pflanzen beobachtet wurde, die an warmere Standorte
angepasst sind (Curcurbita sp.), kbnnte nicht nur Licht, sondern auch die Temperatur einen
Einfluss auf die Regulation des photorespiratorischen Flusses durch das Peroxisom oder das
Zytosol haben. Eine gute Mdglichkeit dieser Fragestellung ndher auf den Grund zu gehen,
wirde die Komplementation der Arabidopsis HPR-Doppelmutante mit einem Gen bieten, fir
das das alternative Splicing gezeigt wurde. Durch genaue Studien dieser Pflanzen kénnte
geklart werden unter welchen Bedingungen der Splicing-Effekt auftritt und somit
Ruickschlisse auf die Beteiligung der zytosolischen Reaktionen gezogen werden. Allerdings
setzt dieses Experiment voraus, das auch der Splicing-Vorgang in Arabidopsis funktionsfahig
ist. Weitere Experimente sind auch im Hinblick auf den Einfluss der Photoperiode und den
beschriebenen Phanotypen der HPR-Mutanten notwendig. Erhdhte Flussraten durch den
C2-Zyklus treten vor allem unter Starklichtbedingungen und langeren Lichtperioden auf und
somit werden gréfliere Mengen an NADH fir die HPR-Reaktion im Peroxisom notwendig. Der
Prozess der intraperoxisomalen NADH-Versorgung wird als limitierender Schritt fiir die Serin-
/3HP-Interkonversion angesehen (Yu und Huang, 1986) und ist vermutlich entscheidend fur
den Fluss des 3HPs durch das Peroxisom. Warum allerdings die AtHPR1-Mutanten einen
eindeutigen Wachstumsunterschied unter Kurztagbedingungen zeigen, ist nach wie vor
ungeklart. Méglicherweise kommt es unter kiirzeren Lichtperioden zum Anstau von toxischen
Intermediaten, die sich negativ auf das Wachstum der Pflanzen auswirken oder zum
.Leerlaufen® einiger, wichtiger Stoffwechselprodukte, die fir das optimale Wachstum der
Pflanzen notwendig sind. Aufschluss kdnnte auch hier eine detaillierte Metabolomanalyse,

unter verschiedenen Lichtperioden geben. Darliber hinaus zeigt auch die HPR-Dreifach-
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Mutante keinen letalen Phénotyp unter photorespiratorischen Bedingungen. Dieser Befund
deutet moglicherweise darauf hin, dass weitere Enzyme an der 3HP-Umsetzung beteiligt
sind und kleiner Beitrage dazu leisten kdnnen. Denkbar ist aulRerdem, dass es weitere,
alternative Mechanismen gibt, die fiir eine Flexibilitdt des pflanzlichen C2-Zyklus sorgen. Als
vierter Kandidat fir die 3HP-Umsetzung kénnte eine weitere D-lsomer-spezifische-2-
Hydroxysaure-Dehydrogenase verantwortlich sein. Das Protein des Gens A{2g45630 zeigt
ebenso etwa 50 % Sequenzidentitdt zur HPR2 und kommt somit als weitere HPR in Frage.
Da sich vor allem in den HPR-Mehrfachmutanten der Anstau des Serins deutlich verschérft,
ist zu erkennen, dass die AGT1 ebenfalls am Gleichgewicht zwischen dem 3HP und dem
Serin beteiligt ist. Ein mdglicher Grund hierflr ist vermutlich ein weiterer Inhibierungseffekt.
Bei den HPR-Mehrfach-Mutanten kommt es zur Verscharfung des Anstaues an 3HP, was
sich negativ auf den Reaktionsmechanismus der AGT1 auswirken kénnte und diese inhibiert.
Um diese Fragestellung genauer zu untersuchen, koénnten Inhibitorstudien an der
rekombinanten AGT durchgeflihrt werden. Mdglicherweise ist das 3HP ebenfalls toxisch fir
die Zelle und wird von daher in ein anderes Metabolit umgewandelt, welches keine negative
Wirkung auf den Stoffwechsel besitzt. Bisher konnte fir das Serin keine toxische Wirkung
festgestellt werden und die Frage somit offen geblieben. Hier kénnten Versuche an Pflanzen
oder rekombinanten Enzymen ebenfalls Aufschluss bringen. Weiterhin Idsst sich aus den
Metabolomnalysen entnehmen, dass es in den HPR-Mutanten zum Anstau von Ethanolamin
kommt. Aus der Literatur ist bekannt, dass Ethanolamin vor allem durch die
Decarboxylierung von frei verfugbarem Serin stammt (Rontein et al., 2003). Dieses Ergebnis
kénnte aus Anhaltspunkt gewertet werden dass auch das Serin Ausgangspunkt flr
alternative Mechanismen und Umsatzméglichkeiten darstellt und fir eine weitere Flexibilitat
des photorespiratorischen  Stoffwechsels sorgt. Denkbar ware aufgrund der
Uberlebensfahigkeit der HPR-Dreifachmutante unter photorespiratorischen Bedingungen
weiterhin, dass nicht der gesamte Kohlenstoff der in den pflanzlichen C2-Zyklus eingeht
wieder zuriick in 3PG umgewandelt und dem Calvin-Zyklus zugefuhrt wird. Zwar zeigt die
Glycerat-Kinase-Defizitmutante einen letalen Phanotyp unter Normalluftbedingungen (Boldt
et al., 2005), jedoch ist dieser drastischen Phéanotyp vermutlich auf die starke Glycerat-
Akkumulation und dessen Toxizitat in den Pflanzen zurlick zu fiihren. Aufschluss kénnte
hierbei die Herstellung einer Dreifachmutante aus der peroxisomalen HPR1, der
zytosolischen HPR2 und der Glycerat-Kinase bringen, da unter diesen Bedingungen kaum
Glycerat gebildet wird und der Toxizitatseffekt somit abgemildert wirde. Bis zur
Fertigstellung dieser Arbeit lag die entsprechende Pflanze noch nicht vor und somit kénnen
keine weiteren Aussagen zu dieser Theorie getroffen werden. Dennoch wird durch die
Charakterisierung des 3HP-Stoffwechsels in Arabidopsis deutlich, dass der pflanzliche C2-

Zyklus ein gréRReres Mal an Flexibilitdt aufweist, als bisher angenommen.
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7.1  Gesamtiibersicht der Gaswechselmessungen
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Tabelle 7-1 Gesamtubersicht der sauerstoffabhdngigen Gaswechselmessungen.

a.) Zusammenfassung der Messungen bei 10 % Sauerstoff

Wild type col.0 8.06 + 0.91 (5) 8.23 + 0.45 (5) 19.23+4.33(5) | 28.44+1.82(5)
hpri1-1 4.48 +0.23 (5) 498+056(5) | 6145+3.82(5) | 64.7110.87 (5)
hpr2-1 6.43 +0.71 (5) 5.43 + 1.42 (5) 4591+4.68(5) | 44.14+16.70 (5)
hpr3-1 6.57 + 0.72 (5) 7.20 £0.72 (5) 31.26+6.76 (5) | 33.93+7.27 (5)
hprixhpr2 3.52 + 0.23 (5) 3.67+0.26(5) | 86.26+10.19(5) | 78.31+7.98(5)
hprixhpr3 4.77 +0.46 (5) 7.35+0.74 (5) | 62.90+11.90 (5) | 45.67 +6.44 (5)
hpr2xhpr3 9.85+0.69(5) | 11.26+0.38(5) | 16.50 % 5.83 (5) 19.05 + 3.62 (5)
hprixhpr2xhpr3 3.26 + 0.48 (5) 3.68+0.68(5) | 97.85+11.23(5) | 86.14 +9.57 (5)

b.) Zusammenfassung der Messungen bei 21 % Sauerstoff (Normalluft)

Wild type col.0

6.57 + 0.49 (5)

6.97 + 0.46 (5)

50.96 + 2.42 (5)

62.19 £ 3.94 (5)

hpr1-1

3.46 £ 0.49 (5)

3.35 1 0.34 (5)

120.53 + 9.38 (5)

112.09 + 6.79 (5)

hpr2-1

4.68 £ 0.60 (5)

6.30 + 1.36 (5)

69.91 £ 6.78 (5)

62.57 + 8.90 (5)

hpr3-1

5.97 + 0.57 (5)

5.91  0.49 (5)

54.76 + 2.05 (5)

58.57 £ 1.70 (5)

hprixhpr2

2.55 + 0.36 (5)

2.91  0.42 (5)

135.22 + 5.61 (5)

127.60 + 18.98 (5)

hprixhpr3

3.66 + 0.30 (5)

4.55 £ 0.54 (5)

104.30 + 3.13 (5)

98.16 + 4.79 (5)

hpr2xhpr3

8.15 + 0.26 (5)

9.15  0.68 (5)

46.16 + 2.29 (5)

50.84 + 3.48 (5)

hprixhpr2xhpr3

1.56 £ 0.07 (5)

2.00 + 0.52 (5)

174.65 + 11.25 (5)

153.71 £ 19.77 (5)
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c.) Zusammenfassung der Messungen bei 30 % Sauerstoff
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Wild type col.0 3.95 + 0.59 (5) 4.82+057(5) | 91.31+11.09(5) | 90.57 +3.73 (5)

hpr1-1 1.78 £ 0.30 (5) 2.07+043(5) | 163.14+9.38(5) | 113.53+9.79 (5)
hpr2-1 2.84 + 0.65 (5) 347+0.89(5) | 113.53+9.79(5) | 104.82 +10.44 (5)
hpr3-1 4.82 +1.00 (5) 489+0.33(5) | 98.30+11.35(5) | 85.80+4.79 (5)

hprixhpr2 1.94 £ 0.28 (5) 1.91+0.30(5) | 186.03+7.16(5) | 181.84 +4.09 (5)
hprixhpr3 1.89 % 0.03 (5) 217+022(5) | 159.05+4.93(5) | 153.93+9.81(5)
hpr2xhpr3 4.35 + 0.60 (5) 5.36+0.83(5) | 91.63+827(5) | 87.96+11.59 (5)
hprixhpr2xhpr3 1.20 £ 0.18 (5) 1.48+0.21 (5) | 207.50 +10.58 (5) | 192.28 + 18.79 (5)

d.) Zusammenfassung der Messungen bei 40 % Sauerstoff

Wild type col.0 3.24 + 0.77 (5) 413+0.57 (5) | 131.71+18.36 (5) | 119.50 + 8.54 (5)
hpri1-1 1.16 £ 0.09 (5) 1.30£0.18 (5) | 214.68+9.30 (5) | 212.44 + 12.61 (5)
hpr2-1 2.50 + 0.38 (5) 2.64+0.38(5) | 138.26+9.29 (5) | 129.72 % 12.25 (5)
hpr3-1 3.68 + 0.62 (5) 431+040(5) | 129.79+6.14(5) | 109.92 +4.61 (5)
hprixhpr2 0.98 + 0.28 (5) 115+0.26 (5) | 232.97+2.41(5) | 230.28 + 16.02 (5)
hprixhpr3 1.83 + 0.08 (5) 1.86+0.32 (5) | 187.54+15.75(5) | 188.67 +2.76 (5)
hpr2xhpr3 3.66 + 0.49 (5) 4.56 +0.48 (5) | 133.09+15.37 (5) | 117.67 + 11.08 (5)
hprixhpr2xhpr3 0.66 + 0.18 (5) 1.10+£0.24 (5) | 255.36 + 15.96 (5) | 226.05 + 13.88 (5)
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7.2 Gesamtiibersicht der HPLC-Analysen

Dargestellt sind die absoluten Konzentrationen der Aminosauren in den HPR-Mutanten. Die
Analysen wurden mit Pflanzen durchgefiihrt, die unter photorespiratorischen (ambient air)

und unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,15 % CO,) angezogen wurden.

Tabelle 7-2 Gesamtlbersicht der Aminosaureanalysen.

a.) Analyse der Pflanzen unter Normalluftbedingungen

Aspartat 1.62+0.39 0.68+0.23 1.91+0.57 1.31£0.12 0.58+0.23 0.62+0.14 1.16+0.30 0.430.07
Glutamat 3.17+0.87 2.53+0.28 3.17+0.84 3.10£0.32 2.17+0.74 3.01+0.89 2.88+0.81 3.01+0.46
Asparagin 0.21+0.06 0.33+0.41 0.42+0.17 0.18+0.02 0.15+0.07 0.44+0.14 0.26+0.06 0.53+0.14
Serin 4.82+1.33 17.11£2.58 6.07+3.00 1.99+0.65 19.46+2.72 21.83+1.92 3.60+£0.94 | 26.31+2.41
Glutamin 3.70+1.36 5.20+1.32 3.86x1.14 4.02+0.61 3.29+1.57 5.67+0.59 2.14x0.77 7.72+1.32
Glycin 0.86+0.20 6.15+1.07 1.11+0.06 0.39+0.08 3.83+£1.57 5.35+0.61 1.06+0.75 4.25+0.64
Threonin 1.07£0.21 3.90+1.25 1.51+0.58 1.02+£0.15 5.00+2.24 5.14+0.52 1.11£0.29 9.57+0.93
Histidin 0.18+0.07 0.43+0.14 0.21+0.16 0.060.01 0.31+0.10 0.15+0.05 0.15+0.09 0.43x0.17
Alanin 1.54+0.22 0.68+0.24 1.72+0.63 1.37+0.30 0.74+0.31 0.76+0.08 1.17+0.40 0.40+0.16
Arginin 0.07+0.02 0.15+0.07 0.07+0.027 0.06+0.02 0.03+0.009 0.02+0.009 0.060.02 0.19+0.06
Thyrosin 0.04+0.03 0.10+0.07 0.08+0.071 0.03+0.01 0.027+0.02 0.05+0.015 0.09+0.04 0.07+0.03
Valin 1.01+0.34 0.17+0.10 0.24+0.14 0.07+0.02 1.02+0.41 2.16+0.73 0.78+0.23 0.14+0.11
Methionin 0.01+0.002 | 0.02+0.004 0.02+0.01 0.01+0.002 0.01+0.003 0.02+0.01 0.02+0.005 | 0.02+0.006
Tryptophan 0.03+0.001 0.017+0.01 0.02+0.015 0.03+0.01 0.048+0.02 0.04+0.01 0.06+0.05 0.11+0.06
Phenylalanin 0.07+0.01 0.10+0.05 0.09+0.08 0.07+0.01 0.16x0.05 0.01+0.002 0.01+£0.007 | 0.14+0.08
Isoleucin 0.08+0.02 0.13+£0.057 0.10+0.08 0.07+0.01 0.11+0.04 0.12+0.017 0.09+0.04 0.22+0.08
Leucin 0.11+0.06 0.12+0.095 0.14+0.10 0.09+0.04 0.12+0.06 0.10+0.03 0.18+0.10 0.20+0.13
Lysin 0.32+0.22 0.95+0.28 0.61+0.12 0.47+0.12 0.00+0.00 1.40£0.40 0.51+0.19 0.28+0.25
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Aspartat 1.76+0.44 1.84+0.25 2.01+0.46 1.59+0.06 1.49+0.33 1.42+0.30 1.81+0.53 1.31+0.09
Glutamat 3.28+0.76 3.27+0.49 3.54+0.89 3.82+0.21 2.94+0.39 2.60+0.51 3.38+0.68 3.06+0.37
Asparagin 0.48+0.06 0.37+0.08 0.61+0.21 0.38+0.07 0.39+0.13 0.35+0.10 0.45+0.08 0.24+0.04
Serin 3.75+0.70 3.79+0.93 3.99£1.83 0.61+0.06 10.69+0.94 3.24+1.02 3.83+0.19 7.21+0.60
Glutamin 5.63+0.68 4.35+0.94 5.53+£1.66 3.89+0.37 4.66+0.94 3.62+1.01 4.64+1.21 3.53+£0.46
Glycin 0.70£0.41 1.02+0.43 0.87+0.46 0.40+0.12 0.82+0.41 0.71+0.35 0.60+0.36 0.46+0.09
Threonin 1.12+£0.14 1.00£0.43 0.960.21 0.77+0.03 1.69£0.43 0.97+0.22 0.95+0.22 2.02+0.30
Histidin 0.23+0.08 0.16+0.06 0.22+0.11 0.09+0.02 0.30£0.15 0.14+0.06 0.12+0.06 0.05+0.03
Alanin 2.37+0.41 1.61+0.39 2.09+0.44 1.79+0.21 0.90+0.65 1.56+0.31 2.22+0.15 0.65+0.31
Arginin 0.10+0.03 0.07+0.01 0.08+0.02 0.08+0.01 0.02+0.02 0.05+0.02 0.07+0.01 0.08+0.02
Thyrosin 0.07+0.04 0.06+0.04 0.08+0.046 0.03+£0.004 0.019+0.02 0.06+0.02 0.07+0.027 0.07+0.02
Valin 0.92+0.13 0.45+0.43 0.25+0.08 0.05+0.01 0.21+0.35 0.62+0.15 1.00£0.22 0.07+0.02
Methionin 0.02+0.01 0.02+0.007 0.02+0.005 | 0.007+0.003 0.01+0.01 0.013+0.003 0.023+0.01 0.02+0.01
Tryptophan 0.04+0.01 0.016+0.007 | 0.02+0.006 | 0.008+0.002 0.015+0.017 0.034+0.018 0.03+0.01 0.02+0.01
Phenylalanin | 0.098+0.04 0.10+0.037 0.09+0.03 0.07+0.01 0.03+0.04 0.08+0.02 0.015+0.003 0.08+0.02
Isoleucin 0.10+0.04 0.05+0.03 0.09+0.04 0.07+0.01 0.02+0.035 0.08+0.037 0.09+0.02 0.08+0.03
Leucin 0.20+0.01 0.08+0.036 0.12+0.05 0.08+0.01 0.04+0.06 0.13+0.06 0.15+0.04 0.11+0.05
Lysin 0.24+0.12 0.00+0.00 0.67+0.10 0.31+0.10 1.65+0.48 0.43+0.08 0.67+0.13 0.25+0.08
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7.3  Erweiterte Ubersicht der Metabolomanalysen

Erweiterte Ubersicht der Metabolomanalysen an den HPR-Mutanten. Dargestellt sind die
relativen Anderungen der Metabolite, im Vergleich zum Wildtyp. Die Analysen wurden unter
photorespiratorischen (ambient air) und unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (1 %

COy) durchgefiihrt. Die grau unterlegten Metabolite wurden in der Abbildung 4-17 verwendet.

Tabelle 7-3 Erweiterte Ubersicht (iber die Metabolomanalysen.

Leaf Metabolite Content Relative To the Wild-Type Plants

NMetabolite Ambient Air 1% CO:

Col-0 hpri-1 hpr2-1 hprt hpr2 Col-0 hpri-1 hpr2-1 hprt hpr2
Aconitate 1002020 1642024 146x2014| 224+0.15 | 1002046 0342007 1.05x021|042x0.11
Alanine 100+0.11 049+005 078x026| 064+0.10 |1.00£009 057008 080008 |039=+0.02
Arginine 100+023 5552086 134+032|1630x8.05|100+039 146+068 045+0.18 | 126052
Asparagine 100+0.18 296+054 093004 |1407+747|100+£028 077013 069008 |056+0.12
Aspartate 100+x023 1822029 223+064| 234+035 |100+0.18 080+0.10 054011 (092018
Citramalic acid 100023 135+£025 168x2065| 248+033 |1.00+£016 074016 085x0.15|088+0.09
Citrate 1.00+022 063+015 087010 | 148015 |1.00+£017 084032 0742018 1382078
Cysteine 1.00£0.11 0582007 130+0.16| 081012 | 1.00+£021 105+£0.15 087010090022
Ethanolamine 100+008 1662017 1.11+£011| 3.01+x072 | 100x010 192+0.17 078+008 |165+033
Fructose 100011 048+003 085+016| 051004 | 100015 489+x422 106+025|084+008
Fumarate 100£021 0982016 1162013 1192012 |1.00£011 079017 076+x021 (034011
Galactose 100+x030 314+162 9972527 | 391+267 | 100+057 053+032 014007 | 1512083
GABA 100£026 1172015 1132030| 315£1.11 |100£019 126+048 122+011|1.10x022
Glucose 1002039 025006 092018 | 0.18+x007 | 1.00+x045 170133 028011249085
Gluconic acid 100+0.14 078+008 105007 | 083+0.12 |{100+012 099+009 086+006|095+0.13
Glutamine 100+024 217060 207041 |1067+490|100+034 103+034 097019053024
Glycerate 100+0.14 277+034 088+014| 330065 |{1.00+£0.13 069+0.11 051006 |0.79+0.15
Glycerate-3-P 100018 151020 121011 | 2012050 | 100010 1.02+013 082x018 |1.04+0.16
Glycerol 100£022 0892008 094x008| 100£008 |100+£0.11 079005 101+£012 0742009
Glycine 100£038 6932129 097037 | 431+£093 |100+£0.12 135+081 0.32+006|1.02+026
Glycolate 100+0.12 325+039 123+018| 359042 {100+£0.14 092+0.10 134043 144017
Homocysteine 100009 064+006 154+£033| 088029 |1002x019 1.09+012 081020 |096+0.13
Homoserine 100+043 080017 014+003| 076019 | 100018 088014 045+005|096+0.18
Hydroxylamine 1.00£012 1172006 084x004| 114007 |100+0.10 098+0.12 088+009 | 0.81+007
Hydroxybenzoicacid 1.00+019 122+012 169016 | 172014 (100011 083+£010 0852011093032
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Col-0 hpr1-1 hpr2-1 hprt hpr2 Col-0 hpri-1 hpr2-1 hprt hpr2
Hydroxypyruvate 100+x019 572+102 148023 | 915+285 |100+£035 1.15x024 051009 |0838x027
Isoleucine 100+£031 160+012 150+072| 264+051 |1.00£020 121+035 160+030|121+023
a-Ketoglutarate 100+0.14 613+058 165+054| 993+198 | 100+012 089+008 049+015|185+087
L-Ascorbate 100018 0612015 094011 | 0.15+x0.05 |100x041 1152037 042+021|1.26%0.32
Leucine 100+£037 152+017 160078 | 3.14+043 | 1.00+014 112+040 154+031|125+022
Malate 1.00+£0.15 1362018 127041 | 1812015 (1002011 115x002 078+015|1.25+0.15
Maltose 100+£0.08 002004 119+030| 1.24+009 |1.00+0.19 083+016 108x012|084+013
Methionine 100035 380077 134+030| 356+1.18 |1.00£017 112+025 060+013|123+0.12
Inositol 1002021 020+£002 104008 | 021+0.03 |100+x022 094013 066009 |1.01x0.16
Phenylalanine 100£028 028+026 155075 | 271047 |1.00£013 116019 105+010|101+009
Phosphoric acid 100012 112+008 128+010| 1.38x0.05 |100+£009 094+006 099+0.10|097+0.06
Pyroglutamate 100+£014 103009 118004 | 132+0.16 |1.00+016 097+012 012+012|089+0.10
Serine 100+£019 270+018 128+052| 387+020 |100+004 213+020 094+010|215+021
Shikimate 100022 130+£016 112008 | 1.75+x0.39 |100£010 103013 083+018|1.03x0.14
Succinate 100£011 199011 155028 | 212+0.10 | 1.00£011 1.02+006 074+009|120+0.15
Sucrose 100+0.07 056+007 092+020| 037+005 |100+0.08 065+008 076005 |084+0.06
Proline 100+£016 105010 135+008| 155029 |1.00£021 103021 077+012|097+0.14
Threonic acid 1.00£013 057007 124+017| 078013 |1.00£025 105+017 082+010|088+025
Threonine 1.00£020 376031 183+100| 751260 |1.00£0.11 130021 080+010|1.14+020
Trehalose 1.00£026 093021 175057 | 144032 |1002029 115+£048 077x031|0882020
Valine 100£023 101023 158063 | 152022 |1.00£008 083021 100+014|083x0.11
Xylose 100+017 040006 137+055| 062013 [100+020 101018 089+0.14 |0.88+0.26
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7.4 Gesamtiibersicht der Chlorophyllbestimmungen

Dargestellt ist die Gesamtlibersicht der Chlorophyllbestimmungen an allen isolierten HPR-

Mutanten.

Tabelle 7-4 Gesamtlbersicht Gber die Chlorophyllbestimmung.

col.0 3,1252 0,8851 4,0104 0,1081 Mittelwert
0,2671 0,1303 0,3939 0,0237 Stabw
hpr1 2,1299 0,5678 2,6977 0,0700 Mittelwert
0,4252 0,1489 0,5737 0,0235 Stabw
0,0022 0,0071 0,0029 0,0340 Ttest zu col.0
hpr2 3,1193 0,9097 4,0290 0,0986 Mittelwert
0,2510 0,0980 0,3479 0,0137 Stabw
0,9719 0,7448 0,9388 0,4636 Ttest zu col.0
hpr3 3,1880 0,9566 4,1446 0,1035 Mittelwert
0,3080 0,1111 0,4184 0,0135 Stabw
0,7398 0,3777 0,6156 0,7166 Ttest zu col.0
h1xh2 1,4917 0,3450 1,8367 0,0554 Mittelwert
0,2177 0,0664 0,2758 0,0149 Stabw
0,0000 0,0000 0,0000 0,0030 Ttest zu col.0
0,0174 0,0157 0,0164 0,2741 Ttest zu hpr1
h1xh3 2,4307 0,6849 3,1156 0,0753 Mittelwert
0,2897 0,1030 0,3916 0,0157 Stabw
0,0043 0,0273 0,0070 0,0325 Ttest zu col.0
0,2276 0,1858 0,2154 0,6859 Ttest zu hpr1
h2xh3 2,9117 0,8503 3,7620 0,0823 Mittelwert
0,4298 0,1431 0,5722 0,0204 Stabw
0,3730 0,6978 0,4470 0,1024 Ttest zu col.0
0,3783 0,4656 0,3986 0,1745 Ttest zu hpr1
h1xh2xh3 1,4325 0,3450 1,7774 0,0638 Mittelwert
0,0478 0,0283 0,0741 0,0102 Stabw
0,0065 0,0111 0,0074 0,6058 Ttest zu hpr1
0,5686 0,9995 0,6550 0,3262 Ttest zu h1xh2
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7.7  Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

3HP Hydroxypyruvat

% Prozent

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

Ml Mikroliter

pmol Mikromol

A Aqua

ADP Adenosindiphosphat

At Arabidopsis thaliana

ATP Adenosintriphosphat

Bp Basenpaare

C Kohlenstoff

CAT Katalase

cDNA complementary (komplementére) DNA
Chl Chlorophyll

Cl Chloroform/Isoamylalkohol

cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

CTAB N-Cetyl-N,N,N-Trimethylammoniumbromid
Da Dalton

dest. Destilliert

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotid-5"-triphosphat

DTT Dithiothreitol

E Einstein

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FPLC Fast Performance Liquid Chromatography
g Erdbeschleunigung

g Gramm

GDC Glycindecarboxylase

GGAT Glyoxylat:Glutamat-Aminotransferase
GGT Glutamat:Glyoxylat-Aminotransferase
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GlIx
Glyk
GOGAT
GOX
GS

H,0
HZOZ
HCI
HPR

mg
MgCl,
min

mi

mM
M-MLV-RT
mol
mRNA
NASC
Ni-NTA
Nr.

MS
NaCl
NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NaOH
O,

oD

Pi

Glyoxylat

Glyceratkinase

Glutamin: Oxoglutarat-Aminotransferase
Glykolatoxidase

Glutaminsynthetase

Stunde

Wasser

Wasserstoffperoxid

Salzsaure

Hydroxypyruvatreduktase

Liter

Kilo (10°)

left border

Luria Bertani (Medium)

Meter

Quadratmeter

Mol pro Liter (molar)

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter

Millimolar

Reverse Transkriptase aus dem Moloney Murine Leukemia Virus
Mol (Stoffmengeneinheit)

messenger (Boten-) RNA

Nottingham Arabidopsis Stock Center
Nickel-Trinitiloessigsaure

Nummer

Murashige und Skoog (Medium)
Natriumchlorid

Nicotinamiddinucleotid, oxidiert
Nicotinamiddinucleotid, reduziert
Nicotinamiddinucleotidphosphat, oxidiert
Nicotinamiddinucleotidphosphat, reduziert
Natriumhydroxid

Sauerstoff

optische Dichte

inorganisches Phosphat
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p.a.
PAR

PCR
PGLP
RB
RNA
RNase
RUBISCO
RuBP
S

SDS
SGAT
SHMT
Taq
TAE
TE
T-DNA
Tris

U

uv

Vv

Vv

VT

viv
WT
wiv
X9
z.B.

pro analysis

photosynthetisch aktive Photonen-Flux-Dichte
polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phosphoglykolatphosphatase

right border

Ribonukleinsdure

Ribonuklease
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
Ribulose-1,5-bisphosphat

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat

Serin: Glyoxylat-Aminotransferase
Serinhydroxymethyltransferase

Thermus aquaticus

Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA

Transfer-DNA
Trishydroxymethylaminomethan

Unit

Ultraviolet

Volt

Volumen

Volumenteile

volume/volume

Wildtyp

weight/volume

Vielfaches der Erdbeschleunigung

zum Beispiel
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