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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projekts, daB3 sich die Untersuchung der Vorgan-
ge im oxidativen Stressabwehrsystem der fakultativen CAM-Pflanze Mesembryanthe-
mum crystallinum beim Ubergang von der C3-Photosynthese zum Crassulaceen-Séure-
Stoffwechsel zur Aufgabe gemacht hat. Im folgenden soll eine Zusammenfassung Uber
die Entstehung und die Abwehr oxidativen Stresses gegeben werden, sowie auf die
metabolischen Besonderheiten von Mesembryanthemum crystallinum und die daraus
resultierenden Folgen fur die antioxidativen Verteidigungsmechanismen eingegangen
werden.

1.1. Oxidativer Stress

1.1.1. Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies

Sauerstoff in jeder Form ist eine ausgesprochen reaktive Substanz. Seine Anwesen-
heit in der Atmosphére stellt einerseits die Grundlage flr zahlreiche metabolische Pro-
zesse dar, die eben diese Reaktivitat nutzen. Andererseits ist er dadurch jedoch auch
eine standige Gefahrenquelle fir zellulare Strukturen und Prozesse. Da in Pflanzenzel-
len eine groBe Zahl von Elektronentransportvorgédngen ablaufen ist es unvermeidlich,
daB durch Reduktion von molekularem Sauerstoff hochreaktive, giftige Sauerstoffspe-
zies (“Reactive Oxygen Species”, ROS) gebildet werden. Genannt werden missen in
diesem Zusammenhang freie Radikale wie das Superoxid-Radikalanion (O3 ™) und das
Hydroxyl- oder Alkoxylradikal (*OH bzw. RO®) ebenso, wie auch erheblich weniger re-
aktive Verbindungen wie Wasserstoffperoxid (H,O,) und organische Peroxide (ROOR)
und Hydroperoxide (ROOH). Ebenfalls sehr reaktiv sind Derivate des molekularen Sau-
erstoffs, wie der intrazelluldr gebildete Singulettsauerstoff (10,) und das von auBen auf
die Pflanze einwirkende Ozon (Os3). Eine Erhéhung der Konzentration dieser Substan-
zen Uber das normale, durch physiologische Prozesse erklarbare Niveau kann durch
verschiedene biotische und abiotische Stressfaktoren ausgeldst oder geférdert werden
[2, 4, 8], entweder durch deren verstarkte Bildung oder die Hemmung ihres Abbaus.
Als die schadlichsten reaktiven Sauerstoffspezies werden das Hydroxylradikal und Sau-
erstoff im Singulettzustand genannt [50, 73]. Die meisten anderen ROS, insbesonde-
re H,O,und O3~ werden selbst unter fiir die Pflanze optimalen Bedingungen in groBen
Mengen synthetisiert. Sie ibernehmen Aufgaben bei der Synthese von Zellbestandtei-
len (Lignifizierung [62]), dienen als Signalmolekiile oder zur Pathogenabwehr und ha-
ben verglichen mit den beiden erstgenannten eine relativ hohe Lebensdauer, so daB
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sie in substantiellen Konzentrationen in der Zelle vorliegen kénnen. lhre Toxizitat er-
klart sich vorwiegend durch die Tatsache, daB sie in der Lage sind Reaktionskaskaden
auszulésen, die erst zur Bildung der eigentlich toxischen Verbindungen wie HO® oder
Lipid(hydro)peroxiden fuhren. Dies muB durch ein effizientes antioxidatives zellulares
Verteidigungssystem (AOS) vermieden werden.

1.1.1.1. Molekularer Sauerstoff

Molekularer Sauerstoff im Grundzustand (Triplett-Sauerstoff) besitzt zwei einfach be-
setzte n*-Orbitale, ist also als Biradikal zu bezeichnen. Die ungepaarten Elektronen be-
sitzen parallelen Spin, so daB nach der Wignerschen Spinauswahlregel Reaktionen mit
den im Singulettzustand befindlichen organischen Molekilen der Zellbestandteile ohne
weitere Aktivierung verboten sind. Diese kinetische Hemmung sorgt dafir, daB Sauer-
stoff im Grundzustand sich im Vergleich zu den sogenannten reaktiven Sauerstoffspe-
zies (ROS) relativ wenig reaktionsfreudig verhélt. Jede Anderung dieser Anordnung der
auBeren Elektronen flhrt dagegen zu deutlich reaktiveren Substanzen [41]. Durch ei-
ne Energielbertragung ausgehend von lichtangeregten Molekulen, wie Chlorophyll im
Triplett-Zustand (3chl*) am Photosystem Il der Chloroplasten [97], 14Bt sich zum Beispiel
der erste elektronisch angeregte Zustand des Sauerstoffs erreichen, dessen Anregungs-
energie nur 94 kJ/mol betragt. Man erhélt Singulett-Sauerstoff (10,), fiir den keine kine-
tische Hemmung mehr existiert, so daB Reaktionen mit organischen Molekilen leicht
ablaufen kénnen.

o o Das selbe gilt fir das Superoxidradika-

= =\, lanion (O3 ™), bei dem eines der beiden
H3C_N\\i/>_<\://\N_CH3 n*-Orbitale mit einem weiteren Elek-
tron besetzt ist. Es geht durch Redukti-
Abb. 1.1.: Strukturformel des radikalbildenden on aus dem Sauerstoff-Biradikal hervor
Herbizids Paraquat (Methylviologen) Oy +e~ —> OE_)’ ein Vorgang der auf
der reduzierenden Seite des Photosystems | oder an den Elekironentransportketten
der Mitochondrien stattfinden kann. Wichtig ist in diesem Zusammenhang die soge-
nannte Mehler-Reaktion [103], die auch pseudo-zyklischer Elektronentransport genannt
wird. Hier werden, vor allem dann, wenn die Verfugbarkeit von NADP wegen z.B. gerin-
ger interner CO,-Konzentration hinter geschlossenen Stomata und gleichzeitiger hoher
Lichtintensitat eingeschrankt ist, die Elekironen von reduziertem Ferredoxin (Fd,.;) di-
rekt auf Sauerstoff Ubertragen (O, + Fd,.,; — O3~ + Fd,y). Die Wirkung des Herbizids
Paraquat (Methylviologen, s. Abb. 1.1) beruht ebenfalls auf einer Vermittlung dieser Re-
duktion, da dieses sehr leicht durch die Enzymausstattung der Zelle (von den chloroplas-
tidaren Photosystemen und Cytochrom P450c Reduktasen bis zu Glutathionreduktasen)
in ein Radikal Uberflhrt werden kann und die Radikalfunktion in der Folge z.B. an mole-
kularen Sauerstoff weitergeben kann.
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Ein weiteres Derivat des Sauerstoffs, das eine oxidative Schadigung der Pflanze verur-
sachen kann, ist das Ozon (O3), das von auBen als Umweltgift auf die Pflanze einwirkt.
Es kann oxidative Schaden durch Ozonolyse zelleigener Molekile und die Bildung wei-
terer ROS hervorrufen.

1.1.1.2. Die Fenton-Reaktion

Die Fenton-Reaktion kann bei Anwesenheit von verfigbaren Eisen(ll)-lonen zu einer
Quelle von Hydroxylradikalen werden. Bei einer Redox-Reaktion vom Fenton-Typ wird
Wasserstoffperoxid nach folgender Reaktionsgleichung durch ein zweiwertiges Eisenion
zu einem Hydroxylradikal und einem Hydroxylion umgesetzt.

H,0; + Fe*™ —s Fe¥ + *OH+ OH~

Eisen(ll)-lonen kénnen durch vorgeschaltete Redoxprozesse wie den folgenden erst
generiert bzw. regeneriert werden:

O3+ Fe3t — Fe?t + O,

Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einer superoxidassistierten Fenton-
Reaktion [12]. Die Synthese von O3~ aus Triplett-Sauerstoff dient so indirekt als Triebkraft
fir die Entstehung von *OH.

1.1.1.3. Die Haber-Weiss-Reaktion

In der metallionenkatalysierten Haber-Weiss-Reaktion wird Wasserstoffperoxid mit Su-
peroxidradikalen zum Hydroxylradikal umgesetzt [12]. Haufig wird sie beispielsweise
durch Eisenionen katalysiert. Die Reaktion lauft in zwei Schritten ab, wobei Fe3*+ zu-
erst durch OE_ reduziert, danach durch H,O, wieder oxidiert wird.

H,O, + OE_—) *OH+OH™ + 0Oy

1.1.1.4. Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid (H,O,) entsteht vor allem durch Superoxid Dismutasen (SOD) en-
zymatisch katalysiert durch Disproportionierung zweier Superoxidradikalanionen (s. Ab-
schn. 1.1.2.3). Dieser Vorgang kann auch spontan ablaufen, was jedoch im Vergleich
zur durch die SOD-Reaktion synthetisierten Menge zu vernachléssigen ist. Unter phy-
siologischen Bedingungen entsteht H,O, aber auch als Nebenprodukt zahlreicher Oxi-
dationsreaktionen vorrangig in den Peroxisomen [114].
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1.1.2. Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies sind in der Lage mit praktisch allen Zellbestandteilen che-
mische und physikochemische Reaktionen einzugehen. Je nach Bildungsort der ROS,
Art des Reaktionspartners und Kapazitat eventueller Reparaturmechanismen kann dies
zu strukturellen und funktionellen Stérungen der Zelle bis hin zum Zelltod fiihren. Die
wichtigsten bei Oxidationsprozessen auftretenden Schaden sind:

1. DNA-Schaden durch Strangbriiche und Modifikation von Basen

Durch die Wirkung von ROS kann es nicht nur zum Bruch von DNA-Stréngen
kommen, sondern auch zur Modifikation der Basen selbst. Durch einen Angriff des
Hydroxylradikals am Kohlenstoffatom 8 von Guanidin kommt es zum Beispiel zur
Bildung von 8-oxo-Guanidin (s. Abb. 1.2), einem der haufigsten Oxidationsproduk-
te in geschadigter DNA, das die Transversion eines G/C- zu einem T/A-Basenpaar
férdert [104]. Bei der Bewertung oxidativer DNA-Schaden spielt, wie bei allen mu-
tagenen Prozessen nicht zuletzt auch eine maBgebliche Rolle, inwieweit die zellei-
genen Schutz- und Reparaturmechanismen entstandene Schaden erkennen und
beheben kdnnen.

2. Inaktivierung von Proteinen durch Modifikation von Aminosauren

Insbesondere die Aminosauren Cystein, Histidin, Methionin, Tryptophan und Tyro-
sin sind aufgrund der Art ihrer funktionellen Gruppen besonders anfallig fur oxidati-
ve Schéadigung. Die Anfélligkeit eines Proteins fir Inaktivierung unter Bedingungen
des oxidativen Stresses hangt somit stark von seiner Aminosdurenzusammenset-
zung und Struktur ab, da sie durch Vorhandensein und sterische Zuganglichkeit
dieser Aminosauren geférdert wird. Besonders geféhrdet sind natirlich Proteine,
deren Funktion oder Struktur von ihrem Redoxzutand (Cystein, Disulfidbriicken)
abhangig sind und solche, die fir Modifikation anfallige Aminosauren im reaktiven
Zentrum tragen.

3. Veranderung von Membraneigenschaften durch Lipidperoxidation und ihre Folge-
reaktionen

Membranphospholipide sind durch das Vorhandensein mehrfach ungeséttigter
Fettsaurereste durch Oxidanzien angreifbar. Es kommt zur Lipidperoxidation, wo-
bei Uber radikalische Zwischenstufen Lipidperoxide und -hydroperoxide gebildet
werden. Insbesondere die bei der Peroxidation auftretende Verbrickung von Fett-
sauren kann die Membraneigenschaften empfindlich stéren. Weitere Produkte oxi-
dativer Prozesse an Lipiden sind Aldehyde, deren chemische Eigenschaften wei-
tere schadliche Reaktionen mit Proteinen DNA und RNA ermdglichen.
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1.1.2.1. Sauerstoff im Singulettzustand

Singulett-Sauerstoff ist der niedrigste elektronische Anregungszustand des molekula-
ren Sauerstoffs. Seine Anregungsenergie betragt nur 0.98 eV, was jedoch als Aktivie-
rungsenergie fir zellschadigende Oxidationsprozesse ausreichend sein kann. In der
Gasphase ist Singulett-Sauerstoff relativ stabil; hier betragt die mittlere Lebensdauer ei-
nes angeregten O,-Molekiils ca. finfundvierzig Minuten. In wéssriger Lésung, wie zum
Beispiel am hauptsachlichen Entstehungsort des Singulett-Sauerstoffs in pflanzlichen
Zellen, dem Chloroplasten, wird die Anregunsenergie mit sehr hoher Geschwindigkeit
an Wasser abgegeben. Die Lebensdauer flr den 12;02—Zustand betragt hier nur 1011
Sekunden, was nahelegt, daB der 1A;02-Zustand, dessen mittlere Lebensdauer immer-
hin 2x 10~° Sekunden betragt fiir den schadlichen EinfluB angeregten Sauerstoffs auf
biologisches Material verantwortlich ist [7]. Die Reaktionsrate des Singulett-Sauerstoffs
mit Zellbestandteilen ist praktisch diffusionskontrolliert (ca. 108M~1s—1 [7]), was bedeu-
tet, daB er direkt am Ort seiner Entstehung abreagiert, sei es durch Energielbertragung
auf Wasser oder Interaktion mit Biomolekulen. Verteidigungsmechanismen kdnnen des-
halb nicht gegen Singulett-Sauerstoff direkt wirksam sein, sondern nur verhindern, daB
sich der durch diese ROS angerichtete Schaden fortpflanzt.

1.1.2.2. Das Hydroxylradikal

Das Hydroxylradikal (*OH) ist ebenso wie 10, (s. Abschn. 1.1.2.1) eine extrem reaktive
Spezies, die ebenfalls mit nahezu diffusionskontrollierter Rate mit jeglicher Komponen-
te der Pflanzenzelle zu reagieren in der Lage ist. Zwar lauft die spontane Radikalre-
kombination zu Wasserstoffperoxid nach der Gleichung 2°OH— H,O, ebenfalls sehr
schnell ab, da jedoch praktisch jeder Reaktionspartner in héherer Konzentration vorliegt
als das Hydroxylradikal selbst, wird dessen Lebensdauer (ca. 10~7 Sekunden) vorwie-
gend durch seine Interaktion mit Zellbestandteilen bestimmt. Es richtet Schaden also
sofort am Ort seiner Entstehung an. Dies macht es, zieht man auBerdem in Betracht,
daB es leicht durch Redoxkaskaden aus anderen ROS gebildet werden kann, zu einer
auBergewdhnlich cytotoxischen Substanz.

0] 0] H
AN N 2HO., -H,0 H N,
LY ————— I o
)\\ )\\ N
HNT N7 TN HN" "N™
dR dR

Abb. 1.2.: Oxidation von Guanin zu 8-oxoguanin durch *OH
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1.1.2.3. Das Superoxidradikalanion

Die Gefahr, die fir die Pflanzenzelle vom Superoxidradikal ausgeht ist geringer einzu-
stufen als die, die von 1O, und *OH ausgeht. Eine direkte Reaktion mit Zellbestandteilen
ist zwar méglich, so wurde unter anderem gezeigt, daB O3~ in der Lage ist Ribonukleo-
tidoxidoreduktasen zu inaktivieren [56], jedoch findet dies in der Regel nur langsam und
mit geringer Effizienz statt. Die mittlere Lebensdauer von O3~ ist mit 50 us relativ lang
im Vergleich zu hochreaktiven Substanzen wie *OH (s. Abschn. 1.1.2.2) und 1O, (s. Ab-
schn. 1.1.2.1). Dies beruht zum einen auf der Tatsache, daB fir den Hauptabbauweg des
Superoxids, die Disproportionierung nach der Gleichung 203~ + 2HT — H,0, + Oy
eine pH-Abhéangigkeit besteht. Das pH-Optimum fir die spontane Disproportionierungs-
reaktion des Superoxidradikals liegt bei pH 4,8, dem pK;-Wert des Superoxids. Unter
diesen Bedingungen lauft der Superoxidabbau mit 107 M~1s~1 ab, wahrend Abweichun-
gen zu héheren oder niedrigeren pH-Werten eine um ein bis zwei GréBenordnungen
geringere Reaktionsrate zur Folge haben [7]. Zum anderen tritt die spontane Dispropor-
tionierung von O3~ in ihrer Bedeutung zuriick gegentiber der durch die Superoxid Dis-
mutase vermittelten katalytischen Disproportionierung, die die Konzentration an freien
Superoxidradikalen zum Beispiel im Chloroplasten auf unter 3 nM halt.

1.1.2.4. Wasserstoffperoxid

Wasserstoffperoxid stellt im Vergleich mit *OH und 1O, eine geringere Gefahr fiir die Zel-
le dar, obwohl fur einige wenige Enzymklassen eine direkte Inaktivierung durch physio-
logische Konzentrationen von H,O, nachgewiesen ist [22]. Weder Lipide noch DNA zei-
gen jedoch nach Inkubation mit HO, Oxidationsschaden [60]. Die Hauptgefahr, die von
erhdhten HyO,-Konzentrationen ausgeht, ist die Oxidation von Thiolgruppen zu Disul-
fidorlicken, was sich auf die Funktion thiolregulierte Enzyme schadlich auswirken kann
[78]. Dieses Problem tritt vor allem in Chloroplasten auf, wo die Akkumulationsrate von
Wasserstoffperoxid, bedingt durch die Photoreduktion von molekularem Sauerstoff und
ihre Folgereaktionen bis zu 240 uM s~! betragen kann. In diesem Fall inhibiert H,O, die
Photosynthese und muB deshalb ebenso schnell entgiftet werden[6]. Es hat eine hohe
Halbwertszeit, die vorwiegend durch seinen enzymatischen Abbau durch Katalase und
Peroxidasen [112] bestimmt ist. Es ist sehr gut wasserléslich und membranpermeabel.
Die Hauptgefahr, die von Wasserstoffperoxid ausgeht ist indirekter Natur, da H,O, nach
der Fenton- (s. Abschn. 1.1.1.2) oder Haber-Weiss-Reaktion (s. Abschn. 1.1.1.3) zu stark
toxischen Hydroxylradikalen umgesetzt werden kann. Im Gegensatz zu den reaktiveren
Sauerstoffspezies wie *OH und 10, erfiillt H,O, jedoch auch physiologisch bedeutsame
Aufgaben. Zum einen in der hypersensitiven Reaktion wéahrend der pflanzlichen Patho-
genabwehr, wobei OE_ und H>O, durch sukzessive Einelektronenreduktion von mole-
kularem Sauerstoff, katalysiert durch NADPH Oxidase gebildet werden [41, 124, 131].
Zum anderen ist Wasserstoffperoxid an Signalmechanismen beteiligt, die zur Reaktion
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auf Stressfaktoren unabdingbar sind [52]. Dies schliet den Signaltransduktionsweg, der
zur Induktion von ,pathogenrelated proteins®, der hypersensitiven Reaktion und dem pro-
grammierten Zelltod flhrt mit ein, bezieht sich aber dartberhinaus auch auf jede Form
von abiotischem Stress, der sich auf die Redoxbalance der Zelle auswirkt.

1.2. Das antioxidative Verteidigungssystem

1.2.1. Nicht enzymatisch vermittelte Verteidigungsmechanismen

Die nicht enzymatisch vermittelten Verteidigungsmechanismen der Zelle gegen oxidative
Schadigung beruhen auf der Reaktion von Antioxidantien mit reaktiven sauerstoffspezi-
es. Als Antioxidans bezeichnet man jede Verbindung, die in der Lage ist eine chemische
Reaktion mit ROS einzugehen, ohne dabei selbst in eine hochreaktive Verbindung Uber-
fihrt zu werden. Durch solche Reaktionen werden die Kaskaden von unkontrollierten
Redoxprozessen die zu einem Anstieg der Konzentrationen an geféhrlichen ROS fih-
ren abgebrochen. Aus Tab. 1.1 1&Bt sich ablesen, daB sowohl Monodehydroascorbat
als auch GSH mit den geféhrlichsten ROS, dem Hydroxylradikal, den Alkoxylradikalen
und den Alkylperoxylradikalen Redoxreaktionen eingehen und somit als Antioxidantien
wirken kénnen.

| Redoxpaar | Y /mV |
*OH, H*/H,0 +2310
RO*, HT/ROH +1600
ROO*, H/ROOH +1000
GS*/GS™ +920
H,0,, HT/H,O,°*OH +320
MDHA® —, H/AsA~ +282
0,/0% 330

Tab. 1.1.: Redoxpotentiale einiger ROS und Antioxidantien nach [25]; hohe positive Redoxpoten-
tiale kdnnen als Anhaltspunkt fir die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Oxidationsreaktio-
nen mit Zellkomponenten verwendet werden, aus der Reihenfolge der aufgeflihrten Redox-
paare laBt sich ersehen, welche Verbindung bezlglich welcher Antioxidanzwirkung austben
kann.

1.2.1.1. Ascorbinsaure

Ascorbat kann in Pflanzen bis zu millimolaren Konzentrationen (0,6 mM in der Vakuo-
le, 20-50 mM in Chloroplasten [49]) akkumulieren. Es kann bis zu 10% der Iéslichen
Kohlenhydrate ausmachen und ist ein wichtiges primares Antioxidanz, das in der Lage
ist direkt mit Superoxid, Hydroxylradikalen, Singulett-Sauerstoff und Ozon zu reagieren
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[117, 26]. So wurde gezeigt, daB niedrigere Ascorbatkonzentrationen zu erhdhter Scha-
digung durch Ozon im Zellwandbereich fihren [108]. AuBerdem fungiert Ascorbat als se-
kundares Antioxidanz, da es oxidiertes a-Tocopherol zu regenerieren vermag und somit
auch einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von oxidativer Schadigung in nichtwassrigen
Bereichen der Zelle leistet[119].

CH,OH CH,OH (|:H20H
HCOH HCOH HCOH
(¢} O e}
0 -H+ 0 -€ O Monodehydroascorbinsédure
— \__ —
_ = - _
+ _ +e-
OH OH +H OH O OH O
L-Ascorbinsaure L-Ascorbat
-e” -H+
+e" +H*
C|)H20H (i‘,HZOH
HCOH HCOH
(0] O
(0] (0]
_ Dehydroascorbinséure
O- OH O O
+H,0
CH,OH
HO OH
COOCH
0 (@)

2,3-diketo-1-gluconséure

Abb. 1.3.: L-Ascorbat und seine Oxidationsprodukte nach [158]

Sekundér ist Ascorbat auch an der nicht-photochemischen Léschung Uberschissiger
Excitonenenergie im Chloroplasten beteiligt, da es als Reduktionsmittel im Zeaxanthin-
Zyklus bendtigt wird. Bei erhéhter Anregung des Photosystems | setzt die Deepoxidase
Violaxanthin ascorbatabhangig zum Monoepoxid Antheraxanthin und weiter zu Zeaxan-
thin um. Dieses kann Uberschissige Excitonenenergie als Warme unschadlich machen
und so den Photosyntheseapparat vor oxidativer Schadigung durch O, schitzen. Je-
de der beiden Deepoxidierungsreaktionen verbraucht zwei Elektronen; fir die Bildung
eines Molekiils Zeaxanthin werden also zwei Molekile Ascorbat zu Dehydroascorbat
oxidiert. Bei geringerwerdender Anregung des Photosystems | wird der Prozess unter
NADPH-Verbrauch durch eine Expoxidase riickgangig gemacht. Die Regulation der bei-
den Enzyme erfolgt wahrscheinlich mittels des pH-Gradienten Uber der Thylakoidmem-
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bran [36]. Weitere Aufgaben des Ascorbats sind die Regulation der Photosynthese [47]
und des Zellzyklus [84] und seine Funktion als Reduktionsmittel bei der Extensinbiosyn-
these [93].

Die Ascorbat-Biosynthese wurde erst in jingerer Zeit aufgeklart [138, 137]. Der Synthe-
seweg verlauft ausgehend von L-Galactose Uber GDP-Mannose und GDP-L-Galactose.
Mdoglicherweise existiert in Pflanzen jedoch mehr als ein Syntheseweg fiir diese Ver-
bindung [30]. Jedenfalls wird Ascorbat sowohl in photosynthetisch aktivem als auch in
inaktivem Gewebe gebildet.

Das Redoxsystem der Ascorbinsaure (s. Abb. 1.3) besteht aus Ascorbat selbst, dem
radikalischen Monodehydroascorbat (MDHA) und dem noch weiter oxidierten Dehydro-
ascorbat (DHA). Letzteres wird, wenn es nicht schnell wieder in Ascorbat ricktberfihrt
wird, sei es enzymatisch durch die Dehydroascorbatreduktase (DHAR) oder chemisch
durch Glutathion, dem Ascorbatvorrat der Zelle entzogen, indem es Uber 2,3-diketo-4-
gluconsaure und a-ketoaldehyd zu C,- und C4-Kdrpern, wie Tartrat und Oxalat abgebaut
wird.

Monodehydroascorbat ist, wie auch Dehydroascorbat , in wassriger Lésung instabil [118]
und kommt aufgrund seines auBerst niedrigen pK;-Werts von -0,45 bei physiologischen
pH-Werten nur anionisch vor. Das Monodehydroascorbat -Radikal ist in der Lage spon-
tan zu Ascorbat und Dehydroascorbat zu disproportionieren und seine mittlere Lebens-
dauer liegt in etwa im selben Bereich wie die von O3 ™. Trotz seiner radikalischen Natur ist
Monodehydroascorbat jedoch nicht reaktiv genug durch Reaktion mit Zellbestandteilen
Schaden anzurichten, da die Radikalfunktion mesomer stabilisiert werden kann.

1.2.1.2. Glutathion

Das Tripeptid Glutathion (GSH) ist neben Ascorbat das wichtigste Antioxidanz im Pflan-
zen und Tierreich. Es ist reversibel in seine oxidierte, dimere Form Utberflhrbar:

2 GSH = GSSG

Der pKg-Wert des reduzierten Glutathions liegt bei 9,2, so daB es in wassriger Lésung
meist deprotoniert vorliegt. AuBer der verbreitetsten Form, y-Glu-Cys-Gly, kommen in ei-
nigen Pflanzenarten auch modifizierte Glutathione wie das Homoglutathion (y-Glu-Cys-
B-Ala) oder das Hydroxymethylglutathion (y-Glu-Cys-Ser) vor [86, 87]. Die Aufgaben des
Glutathions im pflanzlichen Metabolismus sind vielfaltig und beschranken sich nicht auf
die Rolle im Antioxidativen Verteidigungssystem:

e Speicherung reduzierten Schwefels: Glutathion kommt in relativ hohen Konzentra-
tionen in Pflanzenzellen vor und der GroBteil des in Pflanzen vorhandenen redu-
zierten Schwefels liegt in Form von GSH (und GSSG) vor. AuBerdem stellt Gluta-
thion die Haupttransportform des Schwefels in Pflanzen dar [123]. Dieser Schwe-
felvorrat kann durch Abbau von Glutathion bei Bedarf fiir Syntheseaufgaben mobi-
lisiert werden [141].
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e Regulation der Schwefelaufnahme und Kontrolle der ATP-Sulfurylase-Aktivitat in
der Wurzel [66, 91]

Xenobiotika-Detoxifikation: Durch Glutathion-S-Transferasen (GST) wird Glutathi-
on auf zahlreiche, insbesondere elektrophile Xenobiotika-Klassen tbertragen und
dient der Detoxifikation bzw. Sequestration derselben [39]. Glutathion-S-Trans-
ferasen sind eine sehr vielfaltige Gruppe von Enzymen, die aus mehreren Klas-
sen besteht und ubiquitar bei allen aerob lebenden Organismen vorkommt. Ihnen
kommt groBe Bedeutung im Zusammenhang mit Herbizidresistenzen bei Nutz-
pflanzen zu [148]. In den meisten Fallen katalysieren sie Substitutionsreaktionen
vom Sy-Typ, nach dem Schema R-X + GSH — H-X + GS-R. GSTs zeigen jedoch
eine groBe Zahl anderer Aktivitaten, darunter zum Beispiel auch Konjugationsre-
aktionen nach einem additiven Mechanismus und glutathionabhangige Peroxida-
seaktivitat [17].

Kontrolle der Schwermetallhombostase bzw. Schwermetallentgiftung: Durch
Phytochelatin Synthase (PCS) werden mehrere Glutathioneinheiten verkettet um
Phytochelatine zu bilden. Diese sind wirkungsvolle Chelatbildner und gehen Kom-
plexe mit Schwermetallionen ein, die so dem pflanzlichen Metabolismus entzogen
werden [59]. Dieser Mechanismus ist eine Besonderheit des Pflanzenreichs, da
diese Funktion im Tierreich fast ausschlieBlich von den bei Pflanzen ebenfalls vor-
handenen Metallothionineinen, cysteinreichen Genprodukten, Gbernommen wird.

Detoxifikation von Formaldehyd: Formaldehyd tritt sowohl endogen als Stoffwech-
selprodukt, als auch als externe Schadsubstanz auf. Vermittelt durch Formalde-
hyddehydrogenasen (FDH) wird H,CO in zwei Schritten zu Ameisensaure oxidiert.
Der erste Schritt beinhaltet die spontane Bildung von S-hydroxymethylglutathion,
das dann durch FDH zu S-formylglutathion umgesetzt wird. Im zweiten Schritt voll-
zieht sich vermittelt durch das Enzym Formylglutathionhydrolase die Rickgewin-
nung reduzierten Glutathions und die Freisetzung von HCOOH [39, 45].

Detoxifikation von Methylglyoxal: Methylglyoxal ist ein toxisches Nebenprodukt des
Triosephosphatstoffwechsels, das auf einem ahnlichen Weg detoxifiziert wird wie
Formaldehyd. Die Entgiftung vollzieht sich Uber ein ebenfalls spontan gebildetes
Glutathion-Hemithioacetal, das danach unter Beteiligung der Enzyme Glyoxalase
| und Il unter Regeneration von GSH zu Milchsaure abgebaut wird [39].

Antioxidanz und Redoxpuffer: Unter normalen Bedingungen liegt Glutathion zum
Uberwiegenden Teil in der reduzierten Form vor [52], was maBgeblich dazu beitragt
ein reduzierendes Milieu im Zellinneren aufrecht zu erhalten. GSH kann mit den to-
xischeren ROS Redoxreaktionen eingehen [25] und wird dabei selbst zu einer fir
die Zelle ungefahrlichen Verbindung umgesetzt. Redoxreaktionen mit GSH kén-
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nen als Ein- oder Zweielektronenlbertragungen stattfinden. Als Zwischenproduk-
te kdbnnen entsprechend Glutathiylradikale (GS*®)oder Glutathionkationen (i.d.R. in
der Form GSOH + H™) auftreten, die sich in der Folge zum oxidierten Glutathion-
dimer GSSG stabilisieren.

H,N

HS
2 H
HOOC N COOH
O H
@)

Abb. 1.4.: Glutathion, y-Glu-Cys-Gly, reduzierte Form (GSH)

Die Biosynthese des Glutathions verlauft in zwei ATP-abhangigen Schritten, die durch
die y-Glutamylcystein-Synthetase (y-ECS) und die Glutathion-Synthetase (GS) kataly-
siert werden. Im ersten Schritt wird aus L-Glutamat und L-Cystein y-Glutamylcystein (y-
EC) gebildet, im abschlieBenden Schritt wird die zweite Peptidbindung zum Glycin her-
gestellt (s. Abb. 1.5). Bei Spezies, die modifizierte Glutathionderivate enthalten spiegelt
auch die enzymatische Ausstattung diese Besonderheit wieder, indem die GS z.B. durch
Homoglutathionsynthetase ersetzt oder ergéanzt ist. In den meisten Fallen nimmt die
Glutathionkonzentration unter Stressbedingungen aller Art zu [98, 100, 133, 139], es gibt
jedoch auch Berichte, daB3 das Gegenteil der Fall ist [53, 92]. Ein fundamentaler Regula-
tionsmechanismus der GSH-Biosynthese scheint die Hemmung der y-Glutamylcystein-
synthetase durch reduziertes Glutathion zu sein [63]. Die erste Reaktion des Synthe-
sewegs scheint auch der limitierende Schritt zu sein, wahrend die Glutathionsynthetase
keine Rolle bei der Regulation spielt [53, 144]. Ein weiterer fur die Aufrechterhaltung der
Glutathionbiosynthese wichtiger Faktor ist die Verfugbarkeit von Glycin und Serin, deren
Synthese von der Photorespiration abhangig ist. Damit ist auch die Synthese des Gluta-
thions letztlich lichtabhangig, was sich auch in héheren GSH-Konzentrationen im Licht
niederschlagt [16, 118].

11
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GSH
Y-EC Gly
P-Glycolat
Glu Cys Photoresp.
a-KG Ser

Abb. 1.5.: Schematische Darstellung der Glutathion-Biosynthese. («-KG = a-Ketoglutarat, Cys =
Cystein, y-EC = y-Glutamylcystein, Glu = Glutamat, Gly = Glycin, GSH = reduzierte Form des
Glutathions, N-Assim. = Stickstoffassimilation, P-Glycolat = Phosphoglycolat, Photoresp. =
Photorespiration, S-Assim. = Schwefelassimilation, Ser = Serin)

1.2.2. Enzymvermittelte antioxidative Abwehrmechanismen

Die antioxidative Stressabwehr erfordert das Zusammenspiel einer ganzen Reihe ver-
schiedener Enzyme. Die Aufgaben, die jeweils von diesen wahrgenommen werden, kann
man grob in zwei Bereiche aufteilen:

1. Abwehr
2. Regeneration

Unter den Bereich ,Abwehr” fallt die Katalyse all jener Reaktionen, die direkt die Um-
setzung und Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies beinhalten, ,Regeneration umfasst
alle Reaktionen, die dazu dienen, verbrauchte Antioxidantien und Cosubstrate wieder in
funktionsfahigen Zustand zu versetzen bzw. deren Abbau zu verhindern. Als dritter Be-
reich wére schlieBlich noch ,Reparatur® anzufihren, um alle Enzymsysteme zusammen-
zufassen, die flr Erkennung und Reparatur oxidativer Schaden zusténdig sind, bzw. mit
der Neusynthese geschadigter Verbindungen wie z.B. Phospholipiden. Enzyme, deren
Aufgabe die Entgiftung von ROS ist sind Katalase, Peroxidasen und Superoxid Dismuta-

12
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sen. Regenerative Enzyme sind Monodehydroascorbat- und Dehydroascorbatreduktase
und Glutathionreduktase sowie die Enzyme der Biosynthesewege der Antioxidantien.
Die Enzyme aus dem Bereich ,Abwehr” verwenden als Substrate nur diejenigen reakti-
ven Sauerstoffspezies, deren durchschnittliche Lebenszeit und Reaktivitat die Teilnahme
an einer enzymatischen Reaktion Uberhaupt méglich macht, namlich Superoxid, Was-
serstoffperoxid und die Alkoyl- und Alkylperoxy-Radikale. Es gibt keinen enzymatischen
Mechanismus, der die direkte Abwehr von 1O, *OH oder O3 ermdglicht.

Eine Sonderstellung unter den AOS-Enzymen nimmt die Katalase ein, die auf Peroxiso-
men beschrankt ist und dort die Disproportionierung von H,O, zu Wasser und Sauerstoff
nach der Gleichung 2H,0, — 2H,0 + O, katalysiert [160]. Vorwiegend ist die Katalase
zustandig fir den Abbau des innerhalb der Peroxisomen bei der Oxidation von Glycolat
zu Glyoxylat durch die Glycolatoxidase anfallenden Wasserstoffperoxids. Aufgrund der
schnellen Diffusion und guten Membrangangigkeit von H,O, werden jedoch auch groBe
Mengen von Wasserstoffperoxid aus anderen Quellen durch Katalase umgesetzt [159].
In allen anderen Kompartimenten existiert das aus Superoxid Dismutase (SOD) und
Ascorbat Peroxidase (APX) bestehende Entgiftungssystem, das sowohl Superoxidradi-
kalanionen, als auch Wasserstoffperoxid detoxifiziert. O3~ wird dabei zuerst durch SOD
zu H,O, umgesetzt (s. Abschn. 1.1.2.3), das dann wiederum von APX unter Zuhilfe-
nahme von Ascorbat als Elektronendonor zu Wasser reduziert wird. Das dabei anfallen-
de Monodehydroascorbat disproportioniert nichtenzymatisch zu Dehydroascorbat und
Ascorbat, bzw. wird durch die Monodehydroascorbat reduktase NADPH-abhangig zu
Ascorbat reduziert. Das aus der spontanen Disproportionierung des MDHA hervorge-
hende DHA wird durch die Dehydroascorbatreduktase ebenfalls zu Ascorbat reduziert.
Hierbei wird Glutathion als Elektronenlieferant verwendet, das wiederum durch Gluta-
thionreduktase NADPH-abhangig in die reduzierte Form rlcktberfuhrt wird (s. Abb. 1.6).
Diese Abfolge von Reaktionen wird als Ascorbat-Glutathion- oder Halliwell-Asada-Zyklus
bezeichnet.

| Enzym | Abk. [EC-Nr. |

Superoxid Dismutase SOD 1.15.1.1
Ascorbat Peroxidase APX 1.11.1.11
Monodehydroascorbat Reductase | MDHAR | 1.6.5.4
Dehydroascorbat Reductase DHAR | 1.8.5.1
Glutathion Reductase GR 1.6.4.2
Catalase CAT 1.11.1.6
Glutathion Peroxidase(n) GPX 1.11.1.9
Glutathion-S-Transferasen GST |2.5.1.18

Tab. 1.2.: An der antioxidativen Abwehr beteiligte Enzyme
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NADP*
NA NAD(P
MDHAR
DHAR
NADPH MDA'

03~ Hzoz H,O

Abb. 1.6.: Der Asada-Halliwell- oder Glutathion-Ascorbat-Zyklus. (Die Abklrzungen stehen
fur: GSH = reduziertes Glutathion, GSSG = oxidiertes Glutathion, AsA = Ascorbat, APX
= Ascorbat Peroxidase, SOD = Superoxid Dismutase, MDHAR = Monodehydroascor-
bat Reduktase, DHAR = Dehydroascorbatreduktase, DHA =Dehydroascorbat , MDA =
Monodehydroascorbat-Radikal, GR = Glutathion Reduktase, NAD = Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid, NADP = Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat)

1.2.2.1. Superoxid Dismutase und Ascorbat Peroxidase

Superoxid wird in allen Zellkompartimenten durch verschiedene Formen der Super-
oxid Dismutase in Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff Uberflhrt [54]. Es
existieren drei Isoenzyme, die sich jeweils durch die Art des metallischen Cofaktors im
aktiven Zentrum unterscheiden lassen: Kupfer/Zink-SOD, Mangan-SOD und Eisen-SOD.
Kupfer/Zink-SODs wurden im Cytosol, in Chloroplasten und in Mitochondrien nachge-
wiesen. Sie unterscheiden sich strukturell von den beiden anderen Formen. Die Man-
ganform findet man vorwiegend in der mitochondrialen Matrix, aber auch in Peroxisomen
und Chloroplasten, wahrend das Vorkommen der Eisen-Form offenbar auf die Chloro-
plasten beschrankt bleibt.

| Isoform | Lokalisation | Cofaktoren | UE [Masse | H;0, | CN™ |
Cu/Zn | Cyt,Chl,Mit | 1 Cu+1ZnproUE | 2 32 kDa e e
Mn Mit, Chl, Per | 1—-4 Mn 2—4 | 40-90 kDa X X
Fe Chl 1-2 Fe 2 40 kDa v X

Tab. 1.3.: Eigenschaften der SOD-Isoformen, nach [21] (Cyt = Cytosol, Chl = Chloroplast,
Mit = Mitochondrium, Per = Peroxisom, UE = Untereinheiten, v = sensitiv, X = nicht sen-
sitiv)

Es gibt in héheren Pflanzen mehr als ein fir jede der SOD-Formen codierendes Gen,
so wurden z.B. in Mais zehn Gene identifiziert, die fur Superoxid Dismutasen codieren:
vier cytosolische und eine chloroplastidare Cu/Zn-SODs, sowie vier mitochondriale Mn-
SODs und eine chloroplastidare Fe-SOD [57, 154]. Die Unterschiede zwischen den Gen-
produkten der einzelnen Klassen sind zum Teil minimal, jedoch sind die Promotoren und
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deren Regulation véllig verschieden. So reagiert beispielsweise die Expression zweier
fast identischer Cu/Zn-SOD-Isoformen unterschiedlich auf osmotische Stressbehandlun-
gen [57]. AuBerdem ist das Expressionsmuster der Cu/Zn-SOD-Formen offenbar auch
durch den Entwicklungszustand der Pflanze moduliert [81].

Die Induktion der SOD-Expression und -Aktivitdt durch oxidative und osmotische
Stressbedingungen scheint ein allgemeines Prinzip bei héheren Pflanzen zu sein
[9, 166, 29, 40, 105], daflr sprechen auch zahlreiche Ergebnisse, die eine mehr
oder weniger ausgepragte Schutzwirkung gegen oxidative Schadigung durch die
Uberexpression verschiedener SOD-Isoformen dokumentieren [154, 136, 51, 1]. Die
Aktivitaten einiger anderer Enzyme des oxidativen Stress Abwehrsystems wurden durch
Uberexpression der SOD mitunter ebenfalls verstérkt, so diejenige der DHAR [5] und
zahlreicher anderer Enzyme [136]. Dies laBt sich mdglicherweise dadurch erklaren,
daB durch die SOD-Uberexpression ein Anstieg der H,O,-Konzentration auftritt, was
wiederum als Signal fir andere Teile des Stressabwehrsystems wirkt[121].

Der zweite Teil der Entgiftung von O3~ erfolgt durch die Ascorbat Peroxidase, die die
Reaktion

H,O, + 2 AsA — 2 MDHA + 2H,0

katalysiert. Sie gehért zu den Ham-Peroxidasen der Klasse | [77], deren Reaktionsme-
chanismus ihre Oxidation durch Wasserstoffperoxid beinhaltet, die in zwei Stufen durch
ein elektronenlieferndes Substrat riickgangig gemacht wird, wobei wéahrend der letzten
Teilreaktion ein zweites Molekul Wasser frei wird. Ein anderer Vertreter der Klasse |
Ham-Peroxidasen ist die Cytochrom c Peroxidase, die eine hohe Homologie zur Ascor-
bat Peroxidase aufweist und im Mitochondrium auch ahnliche Aufgaben wahrnimmt[6].
Ascorbat Peroxidase ist in der Lage auch andere Substrate als Elektronenlieferanten
anzunehmen, wie z.B. Guajacol und Pyrogallol, die klassischen Substrate der soge-
nannten Guajacol Peroxidasen, die u.a. bei der Lignin-Biosynthese beteiligt sind. Diese
Substrate binden jedoch nicht wie Ascorbat an einem reaktiven Zentrum im Bereich der
Aminosaure 32, einem Cystein, sondern an der é-Kante der prosthetischen Ham-Gruppe
[99]. In einem Medium, das keinen Elektronendonor enthalt, wird APX sehr schnell
inaktiviert, was sie von anderen Peroxidasen unterscheidet. Als H&m enthaltendes
Enzym IaBt sie sich auBerdem durch Cyanid inaktivieren [107]. Das Molekulargewicht
des Proteins liegt bei 34 kDa [6] und es wurden cytosolische, chloroplastidare und in
einem Fall auch eine glyoxisomengebundene Isoform beschrieben. Im Chloroplasten
existieren sowohl thylakoidgebundene, als auch Stromaformen [107, 71]. Pflanzliche
Ascorbat Peroxidasen lassen sich allgemein anhand lhrer Aminosauresequenzen in
sieben Klassen einteilen [75]:
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e 2 |6sliche cytosolische Klassen

e 3 membrangebundene cytosolische Klassen (darunter die erwahnte
glyoxisomale Form)

e 2 chloroplastidare Klassen (Stroma- und Thylakoid-Form)

Die meisten cytosolischen Ascorbat Peroxidasen scheinen als Homodimere vorzuliegen,
wahrend die chloroplastidaren Formen monomer sind. Die untersuchten cytosolischen
Ascorbat Peroxidasen von Mesembryanthemum crystallinum stellen dahingehend eine
Ausnahme dar, daB sie ebenfalls monomer vorliegen [75].

In Arabidopsis thaliana codiert eine kleine Multigenfamilie flr die Ascorbat Peroxidase.
Die codierenden Bereiche beider Gene scheinen eng verwandt zu sein, die unahnlichen
Promotorbereiche weisen jedoch darauf hin, daB sie unterschiedlich reguliert werden.
Tatsachlich wird eine der beiden Isoformen auch nur unter Stressbedingungen exprimiert
[130]. Der Promotor des apx1-Gens aus Arabidopsis thaliana enthélt ein Hitzeschock-
element, dessen Beteiligung an der Induktion des Gens durch oxidativen Stress gezeigt
werden konnte [143].

Im Falle von Spinacia oleracea werden vier chloroplastidare Isoenzyme durch alternati-
ves Splicen aus einem gemeinsamen mRNA-Vorlaufer generiert, fir den das apxIl-Gen
codiert[72, 168].

Die Regulation der Ascorbat Peroxidase scheint recht komplex zu sein, da sowohl
mehrere Isoformen abhangig von Entwicklungsstadium und Umweltbedingungen unter-
schiedlich exprimiert werden, als auch eine posttranscriptionelle Regulation der Aktivitat
vorzuliegen scheint [95, 106]. Die Aktivitat der APX wird nicht in jedem Fall durch oxi-
dative Stressbedingungen genauso stark induziert wie diejenige der SOD [58], so daB
bei oxidativem Stress eine Erhéhung des intrazellularen H,O,-Spiegels wahrscheinlich
erscheint. In Spinacia oleracea zeigen sowohl Transkriptlevel als auch Aktivitaten der
chloroplastidaren Isoformen der APX gar keine Reaktion auf verschiedene Stressoren;
nur die cytosolische Ascorbat Peroxidase wird bei Behandlung mit Paraquat oder hoher
Lichtintensitat, jedoch nicht bei Trockenheit oder Salzstress induziert [167].

1.2.2.2. Katalase

Katalase ist ein tetrameres Enzym, das als prosthetische Gruppe Ham enthalt und H,O»
zu Wasser und Sauerstoff disproportioniert (2 H,O, — O, + H,O), ohne dazu Re-
duktionsaquivalente zu verbrauchen. Es weist eine auBergewdhnlich hohe Reaktions-
geschwindigkeit auf, jedoch im Vergleich zu Peroxidasen nur eine geringe Affinitat zu
Wasserstoffperoxid. Weitere von der Katalase katalysierte Reaktionen sind die Oxidati-
on von Methanol, Ethanol, Formaldehyd und Ameisensaure. Katalase ist praktisch aus-
schlieBlich in Peroxisomen lokalisiert, wurde jedoch in Mais auch in Mitochondrien nach-
gewiesen [120, 159]. In Nicotiana plumbaginifolia [162], Zea mays [55] und Arabidopsis
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thaliana[101] existieren mindestens drei Gene (Cat1, Cat2, Cat3) fir das Enzym, jedoch
scheinen die Produkte von Cat1 (Klasse I, ca. 80% der Gesamtaktivitat, in photosynthe-
tisch aktivem Gewebe lokalisiert) und Cat2 (Klasse Il, ca. 20% der Gesamtaktivitat, im
Leitgewebe lokalisiert) praktisch fir die gesamte Katalase-Aktivitat der ausgewachsenen
Pflanze verantwortlich zu sein [161, 35]. Hierbei scheint die Hauptaufgabe der zweiten
Klasse weniger die H,O,-Entgiftung zu sein, als vielmehr die Mitwirkung an der Ligni-
fikation. Das Vorkommen der dritten Klasse von Katalasen ist beschrankt auf Samen
und junge Pflanzen, wo sie fir die Entgiftung groBer Wasserstoffperoxidmengen sorgt,
die in Glyoxisomen beim Abbau von Fettsduren entstehen. In Mesembryanthemum cry-
stallinum wurden bisher Transkripte zweier Isoformen sequenziert (Michalowski, C.B.;
Quigley-Landreau,F.; Bohnert,H.J.; unveréffentlicht), die ca. 75% ldentitat aufweisen und
in Wurzel bzw. Blatt exprimiert werden. Katalasedefiziente Tabak- und Roggenpflanzen
zeigten unter erhdhten Lichtintensitdten Lasionen, wahrend vergleichbare Maispflanzen
nicht beeintrachtigt zu sein schienen [159, 83, 132]. Aus der Reaktion dieser transgenen
Pflanzen auf Bedingungen, die oxidativen Stress hervorrufen, 1Bt sich schlieBen, daB
Katalase in der Entgiftung des bei der Photorespiration anfallenden Wasserstoffperoxids
nicht ihre einzige Funktion hat. Trotz ihrer vorwiegend mikrosomalen Lokalisation kann
sie aufgrund der Diffusionseigenschaften von H,O, offenbar eine wichtige Rolle in der
Abwehr von oxidativem Stress spielen [159]. Peroxidasen und Katalase arbeiten offenbar
bei der H,O,-Detoxifikation zusammen, wobei den beiden Systemen unterschiedliche
Aufgaben zukommen. Ein Vergleich der kinetischen Eigenschaften von Ascorbat Peroxi-
dase und Katalase legt nahe, daB der Hauptteil des in der Zelle anfallenden Wasserstoff-
peroxids durch Katalase umgesetzt wird, wahrend die Ascorbat Peroxidase durch ihre
héhere Affinitat besser flir Restmengen geeignet ist. In Chloroplasten werden auBerdem
die Photosyntheseenzyme durch thylakoidgebundene Ascorbat Peroxidase geschutzt,
da hier ein Abwehrsystem, das sich nur auf die Diffusion des H,O, zu den Peroxisomen
verlaBt nicht ausreichen wirde [35]. Die Expression der Katalase ist durch oxidativen
Stress induzierbar, ausgeldst z. B. durch Kélte [120] oder Ozonbehandlung [14].

1.2.2.3. Glutathionperoxidase

Die Glutathion Peroxidasen stellen im Tierreich neben der Katalase den Hauptent-
giftungsmechanismus fir Wasserstoffperoxid dar, nehmen dort also die Aufgabe der
pflanzlichen Ascorbat Peroxidasen wahr [46]. Sie katalysieren, wie alle Peroxidasen die
Umsetzung eines Peroxids zu Wasser unter Oxidation eines zweiten elektronenliefern-
den Substrats, in diesem Fall GSH (H,O; + 2GSH — GSSG + 2H,0). Als eines von
wenigen Enzymen enthélt Glutathion Peroxidase in seinem reaktiven Zentrum die selte-
ne Aminosaure Selenocystein (Sec), codiert durch das Codon TGA, normalerweise ein
Stopcodon [18]. Dies verbessert die Redoxeigenschaften des Selenoproteins deutlich.
In Vertebraten wurden bisher vier Klassen von Glutathion Peroxidasen identifiziert [152]:
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1. klassische, cytosolische Glutathion Peroxidase

2. extracellulare, ,plasmatische” Glutathion Peroxidase

3. gastrointestinale cytosolische Glutathion Peroxidase

4. Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase (PHGPX)

Die Klassen 1 bis 3 liegen als Homotetramere vor, wahrend die Phospholipidhydroper-
oxid Glutathion Peroxidase in nativer Form monomer ist. Dies 1Bt sich mdglicherweise
dadurch erklaren, daB3 wahrend der Evolution der Glutathion Peroxidasen in der Sequenz
der PHGPX offenbar Deletionen aufgetreten sind, die sowohl zum Verlust der Tetramer-
bildung geflihrt haben, als auch eine Verschiebung der Substratspezifitat herbeigefiihrt
haben: Die PHGPX weist eine héhere Aktivitat gegenlber Phospholipidhydroperoxiden
auf als gegenliber H,O,. Die meisten Glutathion Peroxidasen aus Vertebraten und In-
vertebraten enthalten Selenocystein, jedoch wurden auch Enzyme dieser Klasse isoliert,
die keine solche Ersetzung des Cysteins im reaktiven Zentrum aufwiesen [31].

In Pflanzen wurden nach verschiedenen Stressbehandlungen erhéhte Glutathion Per-
oxidase-ahnliche Aktivitdten nachgewiesen, z.B. in Malus pumila, Hordeum vulgare und
dem Moos Tortula ruralis [89, 113, 37]. Es ist jedoch nicht klar, ob diese Aktivita-
ten wirklich auf Glutathion Peroxidasen zurtckzufiihren sind, oder auf Glutathion-S-
Transferasen, die bekanntermaBen zum Teil ebenfalls Glutathion Peroxidase Aktivitat
aufweisen. Mittlerweile wurden auch mehrere pflanzliche Gene beschrieben, die Se-
quenzhomologie zu tierischen GPX-Genen aufweisen (Arabidopsis thaliana , Acc. No.
X89866; Avena fatua [76]; Citrus sinensis [67]). Die héchste Homologie zeigen alle bis-
her isolierten pflanzlichen GPX-Gene zu tierischen PHGPX-Genen. Computeranalysen
legen nahe, daB zumindest in Arabidopsis thaliana und Brassica campestris |soformen
der Glutathion Peroxidase in unterschiedlichen Organellen auftreten und die Proteine
durch eine kleine Genfamilie kodiert werden [43]. Die resultierenden Genprodukte wei-
sen berechnete Molekulargewichte zwischen sechzehn und achtundzwanzig kDa auf,
das bisher am besten untersuchte Enzym (Citrus sinensis [67]) hat eine Masse von
22 kDa, einen pl von 6,1 und scheint im Cytosol lokalisiert zu sein. Es ist salzinduzier-
bar, jedoch nimmt seine Expression Uber mehrere Tage hinweg nur allméhlich zu. Im
reaktiven Zentrum tragt diese Glutathion Peroxidase ein Cystein, das nicht selenmodifi-
ziert ist. Dies spiegelt sich in einer drastisch erniedrigten Aktivitat (ca. 0,2%) im Vergleich
zum Selen enthaltenden Enzym aus Sus scrofa wieder, das ansonsten eine sehr hohe
Homologie zur Citrus-Glutathion Peroxidase aufweist. Ersetzt man in der Glutathion Per-
oxidase aus Sus scrofa durch eine Punktmutation Selenocystein durch unmodifiziertes
Cystein, so wird deren Aktivitat auf einen vergleichbaren Wert gesenkt [43]. Zieht man
die langsame Induktion, die Substratspezifitdt gegenlber oxidativ geschadigten Mem-
branbestandteilen und die niedrige Aktivitat in Betracht, so kommt man zu dem SchluB,
daB die pflanzliche PHGPX keine Alternative zur Ascorbat Peroxidase darstellt, sondern
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eine Art zweite Verteidigungslinie unter Stressbedingungen aufbaut. Eine erhéhte ROS-
Produktion bringt mit der Zeit auch eine Membranschadigung mit sich, da die Aktivitaten
von Katalase und Ascorbat Peroxidase nicht mehr ausreichen um H,O, schnell genug
zu entgiften. Durch die Fenton-Reaktion und die nachfolgenden Redoxprozesse kann
Phospholipidhydroperoxid entstehen, das dann wiederum durch die Phospholipidhydro-
peroxid Glutathion Peroxidase entgiftet wird [43].

1.2.2.4. Regenerative Enzyme

Zu den Enzymen, die in der oxidativen Stressabwehr Regenerationsfunktionen wahr-
nehmen sind

1. die Monodehydroascorbat Reduktase
2. die Dehydroascorbat Reduktase
3. die Glutathion Reduktase

zu zahlen (s. Abb. 1.6).

Monodehydroascorbat Reduktase Die Monodehydroascorbat Reduktase ist fir den
pflanzlichen Stoffwechsel eine Méglichkeit Ascorbat wiederzugewinnen, nachdem
es durch spontane Reaktion mit einem Oxidationsmittel oder durch die Ascor-
bat Peroxidase zu Monodehydroascorbat umgesetzt worden ist (2MDHA + NADH
+ HT — 2 AsA + NAD™). Andere mdgliche Reaktionswege fiir Monodehydro-
ascorbat sind die Disproportionierung zu Ascorbat und Dehydroascorbat und die
Reduktion durch Ferredoxin am Photosystem I. Monodehydroascorbat Reduktase
ist ein NAD(P)H-abhangiges Enzym, das weiterhin Bindungsstellen fir FAD enthalt
[110]. Es kommt I6slich im Cytosol und im Chloroplastenstroma vor. Drei weitere
Isoformen wurden in Spinacia oleracea-Blattern als an die Plasmamembran ge-
bundene, FAD enthaltende Proteine mit einem apparenten Molekulargewicht von
45 kDa identifiziert. Plasmamembrangebundene MDHAR ist méglicherweise betei-
ligt am Elektronentransport von cytosolischem Ascorbat zu apoplastischem Mono-
dehydroascorbat Uiber die Cytochrom bsg1-Oxidoreduktase [15]. Eine Induktion der
MDHAR-Expression wurde fUr zahlreiche Spezies unter unterschiedlichen Stress-
bedingungen nachgewiesen, darunter Oryza sativa [153] und Zea mays [85].

Dehydroascorbat Reduktase Die Dehydroascorbat Reduktase bildet ein zweites Re-
generationssystem flr Ascorbat in dem sie Dehydroascorbat , das aus der spon-
tanen Disproportionierungsreaktion des Monodehydroascorbat stammt wieder zu
Ascorbat reduziert und so den Verlust dieses Antioxidanz vermeidet. Durch Abbau
zu 2,3-diketo-1-gluconsaure ginge Dehydroascorbat ansonsten verloren (s. Abb.
1.3) und muBte durch Neusynthese von Ascorbat ersetzt werden. Das Enzym
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nutzt als Reduktionsmittel Glutathion, das dabei in das oxidierte Dimer GSSG
Uberfuhrt wird, regeneriert also ein Antioxidanz auf Kosten eines zweiten. Die De-
hydroascorbat Reduktase war lange Zeit nur in Form ihrer meBbaren Aktivitat be-
kannt [68, 82], da ihre Reinigung und Charkterisierung sich aufgrund ihrer geringen
Stabilitat sehr schwierig gestaltet. Eine molekulargenetische Identifikation erfolgte
erst in jingster Zeit [151, 134]. In Blattern von Spinacia oleracea wurden mindes-
tens zwei Isoformen der Dehydroascorbat Reduktase nachgewiesen, eine davon
in Chloroplasten [134]. Es handelt sich um monomere Enzyme mit einem Moleku-
largewicht von ca. 25 kDa. Es gibt auch andere Enzyme, wie Glutaredoxin, Pro-
teindisulfid Isomerase, die reduzierte Form eines Kunitz Trypsin Inhibitors und be-
stimmte Glutathion-S-Transferasen, die eine Dehydroascorbat -reduzierende Akti-
vitat aufweisen [150].

Glutathion Reduktase Die Glutathion Reduktase halt den Glutathionvorrat der Zelle
unter Zuhilfenahme von NADPH als Reduktionsmittel in einem mdglichst reduzier-
ten Zustand. Sie katalysiert damit das letzte Glied in der Kette von Redoxreaktio-
nen, die notig ist um reaktive Sauerstoffspezies zu reduzieren und damit zu ent-
giften. NADPH wiederum wird von den Photosystemen | und Il bereitgestellt, was
die Entgiftung von ROS Uber den Halliwell-Asada-Zyklus zu einem lichtabh&angigen
Prozess macht. Das Molekulargewicht der Glutathion Reduktase liegt in einem Be-
reich um 55 kDa; die aus zahlreichen Spezies isolierten cDNA-Sequenzen weisen
einen hohen Homologiegrad auf [70, 80]. In Oryza sativa und Arabidopsis thaliana
kodiert jeweils nur ein Gen fir Glutathion Reduktase, dessen kodierende Sequenz
bei Reis in sechzehn Exons aufgeteilt ist und dessen Expression durch Kalte, Tro-
ckenheit und Salzbehandlung induziert wird [80, 88]. Die Regulation erfolgt wahr-
scheinlich Uber abscisinsdurebindende Elemente im 5’ flankierenden Bereich des
Gens. Eine cytosolisch lokalisierte Glutathion Reduktase aus Pisum sativum zeigt
ein ahnliches Verhalten [142]. Aus Nicotiana tabacum sind zwei fir die GR kodie-
rende Gene bekannt, aus denen mindestens vier Isoformen des Enzyms hervor-
gehen [32].

1.2.2.5. 2-Cys-Peroxyredoxin

Die in allen Organismen ubiquitér vorliegenden Enzyme der Klasse 2-Cys-Peroxiredoxin
(2CP) stellen ein weiteres System dar, das in der Lage ist oxidativem Stress entgegenzu-
wirken. Sie katalysieren den Elektronentransfer von Sulfhydrylgruppen auf Peroxide. Als
ein Vertreter dieser Proteingruppe in héheren Pflanzen wurde BAS1 charakterisiert [10].
Es handelt sich um ein kernkodiertes Protein, das in die Chloroplasten importiert wird
und eine Schutzfunktion gegen Photoinhibition ausibt, wie durch Versuche mit 2CP-
defizienten Mutanten von Arabidopsis thaliana gezeigt werden konnte [11]. Die Expres-
sion von BAS1 ist durch den zellularen Redoxstatus reguliert, reduzierte Antioxidanzien
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flhren zu einer Herabregulation, wahrend oxidativer Stress eine Induktion auslést [10].

1.3. Kohlenstofferwerb bei Mesembryanthemum crystallinum

Mesembryanthemum crystallinum (gr.: Mesembria = Mittag, anthemon = Blume), die
Mittagsblume oder englisch ,common ice plant®, eine Bezeichnung, die auf die auffal-
ligen glanzenden Papillen auf den Blattoberflachen zurtckzufuhren ist, gehért zu den
Mittagsblumengewachsen oder Aizoaceen. Die Familie umfasst ca. 140 Gattungen und
2400 Arten, die vorwiegend im mediterranen Raum, im sudlichen Afrika und der West-
kiste Nord- und Stidamerikas beheimatet sind.

Ihre Mitglieder sind vielfach an extreme Trockenheit
und teilweise auch an Salinitdt angepasste Blatt-
sukkulenten. Zusammen mit den Cactaceen und
den Caryophyllaceen umfaBt die Familie Aizoaceae
ca. zwei Drittel aller Arten der Ordnung Caryophyl-
lales [65]. Die fleischigen Blatter von Mesembryan-
themum crystallinum sind am Grund gegenstandig,
in den oberen Teilen der Pflanze wechselstandig ~ Abb. 1.7.: Bllite von M.crystallinum
und zeigen groBe morphologische Unterscheide zwischen priméren und sekundaren
Blattern (s. Abb. 1.8). Die einzelstehenden, weil3 bis leicht rosa gefarbten bliten (s. Abb.
1.7) bilden ein doppeltes Perianth aus Sepalen und zahlreichen linearen Staminoidien.
Das Androeceum wird von einer Vielzahl fertiler Stamina gebildet; das Gynoeceum be-
steht aus finf verwachsenen Karpellen. Die Frucht besteht aus einer Samenkapsel mit

zahlreichen sehr kleinen Samen.

(a) 4 Wochen (b) 12 Wochen
Abb. 1.8.: 4 und 12 Wochen alte M.crystallinum-Pflanzen

1.3.1. Der C3-Metabolismus

Der GroBteil aller héheren Pflanzen betreibt Photosynthese nach dem Cj3-Typ. Im Ge-
gensatz zur Photosynthese nach dem CAM- und C4-Typ, bei dem als erstes Carboxy-
lierungsprodukt durch die Phosphoenolpyruvat Carboxylase der C4-Kérper Malat ge-
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bildet wird, beginnt die CO,-Fixierung bei C3-Pflanzen direkt mit der Bildung von 3-
phosphoglycerat aus Ribulose-1,5-bisphosphat durch RubisCO.

Licht
N\
N\

ANEAY
ANEAY

A / Phosphat

Photosynthese
\oTriosephosphat

CO,

H,O O,

Abb. 1.9.: Aligemeine Ubersicht {iber die Photosynthese: Bei der Lichtreaktion der Photosynthe-
se werden unter O,-Entwicklung Reduktionsaquivalente zur Fixierung von CO, als Triose-
phosphat bereitgestellt.

Die RubisCO-Reaktion ist die einzige Reaktion, die in der Lage ist Biomasse durch
Synthese von Kohlenstoffgeristen aus Luft-Kohlendioxid aufzubauen. Sie verlauft Gber
mehrere Teilreaktionen, bei denen zuerst Kohlendioxid mit dem durch Tautomerie gebil-
deten Endiol des Ribulose-1,5-bisphosphats kondensiert. Nach Wasseranlagerung an
der Carbonylgruppe (C3) des Zwischenprodukts zerféllt dessen hydratisierte Form zu
zwei Molekulen 3-phosphoglycerat. Aufgrund des erheblich héheren Partialdrucks des
Sauerstoffs in der Atmosphére im Vergleich zu dem des Kohlendioxids kann stattdes-
sen auch eine Oxygenierungsreaktion katalysiert werden, die als unerwlnschtes Ne-
benprodukt das toxische 2-phosphoglycolat bildet. Dieses mufB im Photorespirationsweg
mit groBem Aufwand entgiftet werden, wobei Uber Glycin und Serin letztlich wieder 3-
phosphoglycerat regeneriert wird. Allerdings ist dieser Prozess andererseits u.a. auch
fir die Biosynthese der erwahnten Aminosauren und ihrer Folgeprodukte wichtig, so ist
z.B. die Bildung von Glutathion ohne das auf diesem Wege anfallende Glycin nicht még-
lich. Das bei der Carboxylierungsreaktion gebildete 3-phosphoglycerat wird zuerst durch
das Enzym Phosphoglycerat Kinase unter ATP-Verbrauch zu dem gemischten Anhydrid
1,3-bisphosphoglycerat umgesetzt und danach durch Glycerinaldehydphosphat Dehy-
drogenase NADPH-abhangig zu Triosephosphat reduziert. Triosephosphat ist eine Mi-
schung aus ca. 96% Dihydroxyacetonphosphat und 4% Glycerinaldehydphosphat. Die
Isomerisierung wird durch Triosephosphat Isomerase katalysiert. Finf Sechstel des so
gebildeten Triosephosphats werden Uber den reduktiven Pentosephosphatweg wieder
zu Ribulose-1,5-bisphosphat regeneriert. Das verbleibende Sechstel kann von der Zelle
genutzt werden.
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(a) RubisCO-Reaktion (b) CO,-Fixierung im Calvinzyklus

Abb. 1.10.: Vereinfachte Darstellung von RubisCO-Reaktion und Calvinzyklus
(RuBP=Ribulose-1,5-bisphosphat, 3-PG=3-Phosphoglycerat, TP=Triosephosphat)

1.3.2. Der Crassulaceen-Saurestoffwechsel

Die néachtliche Azidifizierung bestimmter sukkulenter Pflanzen, die mit dem Crassula-
ceen-Saure-Stoffwechsel (CAM) einhergeht, ist bereits seit Gber 150 Jahren bekannt
und wurde unter anderem von de Saussure und Heyne Anfang des 19. Jahrhunderts er-
forscht. Die gesamte Reaktionsfolge des CAM-Zyklus wurde schlieBlich in der Mitte des
20. Jahrhunderts verstanden und beschrieben [19, 149, 146, 147]. Bei Pflanzen, die an
ariden Standorten Uberleben mussen, beobachtet man oft die Nutzung des Crassula-
ceen-Saure-Stoffwechsels, da dieser ermdglicht, die CO,-Assimilation auf wasserspa-
rendem Wege zu bewerkstelligen. Bei dieser Art des Kohlenstofferwerbs finden Pho-
tosynthese und CO,-Assimilation zeitlich getrennt statt. Wahrend der kiihleren Nacht-
stunden wird Kohlendioxid bei gedffneten Stomata durch die Phosphoenolpyruvat Car-
boxylase (PEPC) [33] fixiert. Das dabei gebildete Oxalacetat wird zu Malat reduziert,
in die Vakuole transportiert und dort gespeichert. Der Wasserverlust pro assimilierter
CO,-Menge bleibt dabei gering, da die Transpiration bei niedrigeren Temperaturen auf-
grund der kleineren Dampfdruckdifferenz zwischen Pflanze und Umgebung ebenfalls
niedrig bleibt. Am darauffolgenden Tag wird das Malat aus der Vakuole freigesetzt und
zu Pyruvat decarboxyliert um wahrend der Lichtphase mit dem freigesetzten Kohlendi-
oxid Photosynthese nach dem C3-Modus bei geschlossenen Stomata zu erméglichen.
Diese findet dabei weitgehend ohne Gasaustausch mit der Umwelt statt um den Was-
serverlust gering zu halten. Die Decarboxylierung des Malats findet in zwei unterschied-
lichen Pflanzengruppen auf verschiedenen Wegen statt. Entweder mittels des NADP-
und NAD-abhangigen Malatenzyms (ME) oder der Malat Dehydrogenase (MDH) und
Phosphoenolpyruvat carboxykinase (PEPCK) [38]. Diese Gruppen von Pflanzenspezies
unterscheiden sich auBerdem in der Art der bevorzugten Kohlenhydratspeicherform, da
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die erste Gruppe (ME-Decarboxylierung) ausschlieBlich Starke speichert, wahrend die
zweite Gruppe (PEP Carboxykinase-Decarboxylierung) einen GroBteil der Kohlenhydra-
te in Form léslicher Zucker akkumuliert [164].

» Malat
Oxalacetat Malat
0=C=0  aorm ©O=¢0 HCOZ_
C=0 HC—OH
| NAD- | PEP
CH2 CIZH2
0=C—0 0=C—-0

NADH+H™T NAD™*

¢
T
=00 3PG ATP
G—0—PO, +CO,
CH,
Triosephosphat

Phosphoenolpyruvat 1,3- BPC‘

Abb. 1.11.: Nachtliche CO;-Fixierung im CAM: Durch z.B. Starkeabbau mobilisiertes Triose-
phosphat wird zur Synthese von Phosphoenolpyruvat verwendet. Dieses wird durch die PEP
Carboxylase zu Oxalacetat umgesetzt. Oxalacetat wird zu Malat reduziert.
(1,3-BPG=1,3-bisphosphoglycerat, 3-PG=3-Phosphoglycerat, OA=Oxalacetat, PEP= Phos-
phoenolpyruvat)

Das wichtigste Schllsselenzym bei der Regulation des CAM-Zyklus ist die PEPC, die
nachts durch Phosphorylierung in eine aktive Form Uberflihrt wird, die auch keinerlei
Substratinhibition durch Malat unterliegt [163].

Man teilt das Gaswechselverhalten von CAM-Pflanzen in 4 distinkte Phasen ein (s.
Abb.1.12):

e Phase I: Nacht, Stomata gedéffnet, CO,-Fixierung mittels PEPC in Form von Malat

e Phase II: morgendliche Ubergangsphase, Stomata meist noch gedffnet, PEPC
und RubisCO gleichermaBen aktiv

e Phase lll: Tag, Stomata geschlossen, RUBISCO-Aktivitat, Malatdecarboxylierung

e Phase IV: Abend, Stomata 6ffnen sich, CO,-Fixierungsaktiviat geht von RubisCO
auf PEPC Uber

Viele Pflanzen sind in der Lage sowohl Cj3-Photosynthese zu betreiben, als auch
sich des CAM in unterschiedlicher Auspragung zu bedienen. Wahrend beispielsweise
zahlreiche Kakteen ausschlieBlich und véllig unabhéngig von den Umweltbedingungen
auf die CO,-Fixierung mittels CAM zurilickgreifen, gibt es auch zahlreiche Spezies, die
in der Hauptsache tagsuber atmospharisches Kohlendioxid assimilieren und nachts nur
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1. Einleitung

zusatzlich in geringem MaB auf die CO,-Speicherung in Form von Malat zurtickgreifen.
Zwischen diesen Extremen ist — resultierend aus unterschiedlicher Akzentuierung der
Langen der vier CAM-Phasen — praktisch jede Gewichtung der beiden Gaswechselm-
odi zu finden. MeBbar ist das Verhaltnis der Beitrage der beiden Kohlenstofferwerbsmodi
zur gesamten CO,-Fixierung als massenspektrometrisch bestimmter 5'3C-Wert, einem
Ausdruck fiir die relative Menge an '3C in der Biomasse der Pflanze, da sich RUBISCO
und PEPC hinsichtlich ihres Diskriminationsverhaltens gegen '>CO,unterscheiden.
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Abb. 1.12.: Schematische Darstellung der Gaswechselphasen und zeitliche Verteilung der
RubisCO- und PEPC-Aktivitdten wahrend des Crassulaceen-Saure-Stoffwechsels fir eine
idealisierte CAM-Pflanze, die wahrend der Phase 1V kaum CO, aufnimmt (nach [164], ver-
andert).

Zahlreiche Pflanzenspezies, darunter auch Mesembryanthemum crystallinum [165], stel-
len auBerdem induzierbare oder fakultative CAM-Pflanzen dar, die als Reaktion auf
sich verandernde Umweltbedingungen zwischen den beiden Stoffwechselmodi wech-
seln kénnen. Mesembryanthemum crystallinum stellt seinen Stoffwechsel aufgrund von
Trocken- oder Salzstress auf CAM-Photosynthese um, dies tritt jedoch mit zunehmen-
dem Alter der Pflanze auch bei besten Umweltbedingungen langsam ein. Bei Verschwin-
den des jeweiligen Stressfaktors kann die Induktion des CAM bis auf die altersbedingte
Auspragung riickgangig gemacht werden [105]. Ein Charakteristikum dieses Kohlenstof-
ferwerbsmodus ist, wie bereits erwahnt die Tatsache, daBB wahrend der Phase Il des
CAM die Photosynthese hinter geschlossenen Stomata stattfindet. DaB der Gasaus-
tausch mit der Umwelt in dieser Zeit unterbunden ist, hat auBer der effektiven Was-
sereinsparung zweierlei zur Folge. Zum einen kommt es durch die Decarboxylierung
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des gespeicherten Malats zu einem hohen CO,-Partialdruck im Inneren des Gewebes,
was optimale Bedingungen fiir die Fixierung von Kohlenstoff durch die RubisCO schafft
und so einen gewissen Schutz vor der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch die
Mehler-Reaktion bieten sollte. Die photosynthetisch bedingte Freisetzung von Sauerstoff
bei unterbundenem Gasaustausch sollte jedoch dazu fihren, daB die Oxygenasereak-
tion der RubisCO mit zunehmender Dauer der Lichtphase an Bedeutung gewinnt. Die
beiden Effekte sind offensichtlich gegenlaufig. Je weiter der Malatabbau fortschreitet,
desto héher wird auch der Sauerstoffpartialdruck und damit die Tendenz zur Bildung re-
aktiver Sauerstoffspezies. Letzteres ist vor allem auch deshalb hoch zu bewerten, weil
CAM-Pflanzen meist an Standorte angepaft sind, an denen auch mit einer hohen Licht-
einstrahlung zu rechnen ist. Es steht deshalb zu vermuten, daB diese Pflanzen Uber
besonders ausgepragte Schutzmechanismen gegenlber oxidativer Schadigung verfl-
gen.

1.4. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit soll durch die Schaffung experimenteller Grundlagen in Form
von Informationen Uber die am antioxidativen Verteidigungssystem beteiligten Enzy-
me und der fUr sie kodierenden Gene einen Beitrag zur Aufklarung der wahrend des
Wechsels des Stoffwechselmodus von der C3-Photosynthese zum Crassulaceen-Séaure-
Metabolismus ablaufenden Vorgéange im antioxidativen Verteidigungssystem, sowie der
zugrundeliegenden Regulationsmechanismen leisten.
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2.1. Pflanzenanzucht

Mesembryanthemum crystallinum L. (Aizoaceae) Samen wurden auf Einheitserde (ED-
73 DIN 11540-80T) ausgesat und unter Gewéachshausbedingungen kultiviert. Die Tem-
peratur lag zwischen 20 und 27°C, bei 60 bis 80% relativer Luftfeuchte; die Lichtintensitat
auf Héhe der Anzuchten betrug 300-350 pmol Quanten m~2 s~! . Nach ca. zwei Wochen
wurden die Pflanzen pikiert und in 9 cm durchmessende Tdpfe Uberfuhrt. Die Bewasse-
rung erfolgte mit Leitungswasser. Experimente fanden jeweils mit sieben Wochen alten
Pflanzen statt.

Zur Induktion des CAM-Zustandes wurden die Pflanzen téaglich mit 400 mM NacCl ge-
gossen, wahrend Kontrollpflanzen weiterhin mit Leitungswasser bewassert wurden. Die
Probennahme erfolgte 14 Tage nach Beginn der Salzbehandlung.

Um die Verflgbarkeit von Kohlendioxid zu verringern wurden Kontrollflanzen im Cs-
Zustand in PlexiglasgefaBe eingeschlossen und CO,-freier Luft ausgesetzt. Die Behand-
lung wurde jeweils zwei Stunden vor der ersten Probennahme begonnen.

2.2. Bezugsquellen

Sofern im Text nicht anders angegeben wurden durchweg mindestens analysenreine
Chemikalien der Firmen Baker, Fluka, Merck, Roche, Roth, Sigma-Aldrich, sowie Schlei-
cher und Schull verwendet. Die Restriktionsenzyme stammten von den Firmen New
England Biolabs und Stratagene (Heidelberg). Als DNA-Polymerasen fur die PCR ka-
men ,Platinum-Taq” der Firma Gibco-BRL, ,Goldstar-Tag" der Firma Eurogentec (Brus-
sel) und ,Tag-Plus Precision“ der Firma Stratagene zum Einsatz. Die verwendeten Re-
versen Transkriptasen waren ,Superscript” und ,Thermoscript“ der Firma Gibco-BRL.
Die verwendeten DNA-L&ngenstandards waren ,Smart-Ladder” der Firma Eurogentec,
sowie , 1kb-Ladder” der Firma Gibco-BRL. Die DNA-Vektoren ,pGEM T*, ,pQE", ,pBlue-
script Il SK* “ und ,pCR4TOPO* wurden von den Firmen Promega (Mannheim), Qiagen
(Hilden), Stratagene (CA,USA) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Fir DNA-Ligationen
wurden Enzyme der Firmen Roche (Mannheim) und Promega benutzt. Die Chemolumi-
neszenz-Reagenzien fur die Southern-, Northern- und Western-Blot Analysen stammten
von der Firma Pierce (Rockford, USA). Zur Chemolumineszenz-Detektion kamen ECL-
Roéntgenfilme der Firma Amersham-Buchler (Braunschweig) zum Einsatz. Northern- und
Southern-Blots wurden auf ,Duralon® Nylonmembranen der Firma Statagene, Western-
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Blots auf ,Immobilon-P* PVDF-Membranen der Firma Millipore (Bedford, USA) durchge-
fahrt. Als Protein-Molekulargewichtsstandard kam ,Prestained Marker“ der Firma Gibco-
BRL zum Einsatz. Plasmid-Préaparationen wurden mit Kits der Firmen Qiagen und
Machery-Nagel (Duren) durchgefihrt. Fir die RACE-Technik wurde das ,Generacer*-
System der Firma Invitrogen, fur die in vitro Transkription das ,Riboprobe“-System der
Firma Promega verwendet. Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurogentec, MWG
(Ebersberg) und Interactiva (UIm) synthetisiert. Alle Sequenzierungen wurden bei der
Firma Seglab (Géttingen) durchgefihrt. Alle Materialien fir die ballistische Transformati-
on wurden von der Firma Biorad (Minchen) bezogen. Es wurden HPLC-Saulen der Fir-
ma Alltech (Unterhaching) und Rockland Technologies (Agilent Inc., Wilmington, USA)
eingesetzt.
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2. Material und Methoden

2.3. Verwendete Losungen und Medien

APS-Gebrauchslsg.

10%

Ammoniumperoxodisulfat in A.bidest

Lagerung bei -20°C

Assaypuffer

100 mM
pH 10
1 mM

Diethanolamin
mit HCI einstellen
MgC|2

Blockpuffer

0,2% (w/v)

I-Block (Casein, Perkin-Elmer)
in 1XPBS, auf 70°C erhitzt

0,5% (w/v) SDS
C/l 96% (v/v) Chloroform

4% (V/Iv) Isoamylalkohol
Coomassie-Entfarbelsg. 45% (v/Iv) Ethanol

10% (V/V) Essigsaure
Coomassie-Farbelsg. 45% (v/Iv) Ethanol

10% (v/V) Essigsaure

0,1% (w/v)

Coomassie Brilliant Blue G-250

CsCl-Lsg. 6,6 M Céasiumchlorid in TE
Denaturierungsisg. 0,5M NaOH

1M NaCl
DEPC-Wasser 0,02% Diethylpyrocarbonat in A.bidest

uber Nacht in offenem GefaB gerthrt

Depurinierungslisg. 0,25 M HCI

5XDNA-Auftragspuffer 50% (v/v) Glycerol
5X TAE-Puffer
0,5% (w/v) Orange G
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5XDNA-Extraktionspuffer 1,75 M Sorbitol
0,5M Tris-Base
0,125 M Natrium-EDTA
0,05% (v/v) Triton X-100
pH 8
10XEP, nativ 30 mM Tris-Base
190 mM Glycin
pH 8,8
EtBr-Vorratsisg. 10 mg/ml Ethidiumbromid in Wasser
Extraktionspuffer fir 100 mM HEPES
Chloroplastenpraparation 330 mM Sorbitol
10 mM MgCl,
10 mM KCI

pH 8; sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C
vor Gebrauch frisch hinzuftigen:

1mM PMSF

2 mM DTT
Gellagerungslisg. 45% (v/v) Methanol

2,5% (V/V) Glycerol

52,5% (v/v) A.bidest

HPLC-Laufmittel A 0,1% Trifluoressigsaure (TFA)in A.bidest
HPLC-Laufmittel B 0,1% Trifluoressigsaure (TFA)in Acetonitril
HPLC-Derivatisierungslsg. 0,75uM DTNB
KoHPOy
KH,PO,4
pH 7,6
HSW 0,2X SSC
0,1% (w/v) SDS
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(Pra-)Hybridisierungslésung

30% (v/v) Formamid

1% (W/V) SDS

1M NaCl

6% (W/v) Polyethylenglykol (PEG 6000)
250 pg/ul gescherte Lachssperma-DNA)

Die Hybridisierungslésung enthielt auBerdem
0,1 nM biotinyliertes Oligonukleotid (Sonde).

LB-Medium 1% Bacto Tryptone (Difco)
0,5% Bacto Yeast Extract (Difco)
1% NaCl
pH 7; autoklavieren
Far die Herstellung von Festmedien
wurden 2% Agar eingewogen.
LB*-Medium 1% Bacto Tryptone (Difco)
0,5% Bacto Yeast Extract (Difco)
1% NaCl
0,2% Maltose
10 mM MgSO4
pH 7; autoklavieren
LSW 2X SSC
0,1% (w/v) SDS
Lysispuffer 2M NaCl
0,2M Tris-Base
50 mM EDTA
2% (W/V) CTAB
pH 8,0
20XMOPS 0,4M MOPS
0,1 M Natriumacetat
20 mM Natrium-EDTA
pH 7
Neutralisierungsisg. 0,5M Tris-Base
1,5M NaCl
pH 7,4
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NZY-Medium 1% NZ Amine(Casein Hydrolysat)
0,5% Bacto Yeast Extract (Difco)
0,5% NaCl
0,2% MgSO4 X 7H20
pH 7,5; autoklavieren
Far die Herstellung von Festmedien
wurden 2% Agar eingewogen.
5XPBS 685 mM NaCl
13,5 mM KCI
40,5 mM NazHPO4
957,5 mM KH,POy4
pH 7,4
P/C/I 50% (Vv/v) mit TE-Puffer gesattigtes Phenol
48% (v/v) Chloroform
2% (V/Iv) Isoamylalkohol
Proteinextraktionspuffer 100 mM HEPES
250 mM Sorbitol
10 mM MgCl,
10 mM KCI

pH 7,5; sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C
vor Gebrauch frisch hinzuftigen:

1 mM PMSF

2mM DTT
Resuspensionspuffer fir 10 mM KH,POy
Chloroplastenpraparation 300 mM Saccharose

0,1% (w/v) BSA
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

5XRNA-Auftragspuffer

50% (v/v) Glycerol
5X MOPS-Puffer
0,5% (w/v) Bromphenolblau

RNA-Extraktionspuffer

8 M Guanidinium-Hydrochlorid
20 mM MES

20 mM Natrium-EDTA

pH 7,2
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Sarkosyllsg. 5% (w/v) N-Lauroylsarcosin in A.bidest
10XSDS-EP 200 mM Glycin
25 mM Tris-Base
1% (W/V) SDS
4XSDS-Sammelgelpuffer 0,5M Tris-Base
0,4% (w/v) SDS
pH 6,8
4XSDS-Trenngelpuffer 1,5M Tris-Base
0,4% (W/v) SDS
pH 8,8
SM-Phagenpuffer 100 mM NaCl
10 mM MgSO4
50 mM Tris-HCI
0,01% (w/v) Gelatine
pH 7,5
SOC-Medium 2% Bacto Tryptone (Difco)
0,5% Bacto Yeast Extract (Difco)
0,05% NaCl
20 mM Glucose
2,5mM KCI
10 mM MgCl,
pH 7; autoklavieren
20XSSC 3M NaCl
0,3M Natriumcitrat
pH 7,0
50XTAE 5M Tris-Base
2,5M Natriumacetat
125 mM Natrium-EDTA
pH 7,2
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10XTBE 1M Tris-Base
0,9M Borsaure
25 mM Natrium-EDTA
pH 8,4
10XTBS 0,2M Tris-HCI
1,5M NaCl
pH 7,5
10XTBST 0,2M Tris-HCI
1,5M NaCl
0,05% (w/v) Tween 20
pH 7,5
TCAD gesatt. Lsg. Trichloressigsaure
4 mg/ml Desoxycholat
TE 100 mM Tris-Base
10 mM Natrium-EDTA
pH 8,5
low TE 5 mM Tris-Base
0,5 mM Natrium-EDTA
pH 8,5
4XTrenngelpuffer, nativ 1,5M Tris-Base
pH 8,8
Waschpuffer 1X PBS
0,5% (w/v) SDS
Waschpuffer fur 50 mM HEPES
Chloroplastenpraparation 330 mM Sorbitol
5 mM MgCl,
5mM KCI

pH 7,2; sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

Waschlésung
(Screening)

2X
0,2M
pH 7,5

SSC
Tris-Base
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Western Blockpuffer 5% (w/v) Magermilchpulver
1X TBS

Western Transferpuffer 20% (v/v) Methanol
48 mM Glycin
39 mM Tris-Base

0,0375% (v/v) SDS

2.3.1. Antibiotika und sonstige Zusatze
Folgende Konzentrationen an Antibiotika' wurden fiir Bakterienkulturen verwendet:
Ampicillin -~ 100 mg/I

Kanamycin 50 mg/
Tetracyclin 25 mg/I

Auf Indikatorplatten fir die ai-Komplementation (“Blau/WeiB-Screening®) wurden je 50 pl
folgender Vorratslésungen aufgetragen:

X-Gal 25 mg/ml in Dimethylformamid
IPTG 23 mg/mlin A.bidest

1 Festmedien, die Ampicillin enthielten wurden maximal 2 Wochen bei 4°C aufbewahrt.
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2.4. Methoden im Umgang mit Escherichia coli

2.4.1. Verwendete Bakterienstamme

DH5a F~ recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(r m]‘f) supE44 relA1
(¢80dlacZAM15)
M15[pREP4] nal® str® rif° thi~ lac™ ara® galt mtl~ f~ recAt uvrt lon*

(Qiagen [169])

SOLR E14~(mcrA™) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recd uvrC

(Stratagene [61]) umuC:Tn5 (Kan') lac gyrA96 relAl thi-1 endA1 AR [F’ proAB
lac1ZAM15]°

TOP10 F~ mecrA A(mcrCB-hsdSMR-mrr)(¢80dlacZA M15) AlacX74

(Invitrogen) deoR recA1 araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAf
nupG

XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1

(Stratagene [27]) lac [F’ proAB lacl1ZAM15 Tn10(Tet")]

XL1-Blue MRF*  A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 recA1 endA1 gyrA96
(Stratagene [74]) thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB lacl1ZAM15 Tn10(Tet")]

2.4.2. Verwendete DNA-Vektoren

pBluescript Il SK*™  (Stratagene)
pCR4TOPO (Invitrogen)
pGEM-T (Promega)
pGEM-T easy (Promega)
pFF19G::GFP (siehe [157])
pFF19G::RFP (siehe [157])
pQE-30 (Qiagen)

2.4.3. Bakterienanzucht und Bestimmung der Zelldichte

Die Zellanzucht in FlUssigkultur erfolgte bei 37°C unter Schuitteln (180-200 U/min); An-
zuchten auf Agarplatten wurden bei 37°C i.d.R. Gber Nacht inkubiert und danach bei 4°C
aufbewahrt. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte photometrisch im Zweistrahlphoto-
meter (Hitachi U-2000) gegen entsprechendes klares Medium bei einer Wellenlange von
A=600 nm.
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2.4.4. Anlegen von Langzeitkulturen

Zur Langzeitaufbewahrung von Bakterienstdammen wurden Glycerolkulturen angelegt.
Hierzu wurden Aliquots von Ubernachtfliissigkulturen zu einer Endkonzentration von
25%(v/v) mit sterilem Glycerol versetzt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C aufbewahrt.

2.4.5. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

500 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer Ubernachkultur angeimpft und bis zu einer OD
von ca. 0,6 im Schittelinkubator bei 37°C und 180 U/min inkubiert und danach auf Eis
abgekihlt. Die Zellen wurden durch eine zwanzigminatige Zentrifugation bei 4000 Xgin
einem auf 4°C vorgekihlten Rotor (Beckman JA-14) pelletiert. Das Pellet wurde in einem
kleinen Volumen eiskaltem, sterilem A. bidest aufgenommen, mit 0,5 | A. bidest gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal mit 250 mi
A.bidest und einmal mit 25 ml 10% Glycerol wiederholt. Danach wurde das Pellet in 2 ml
10% Glycerol resuspendiert und die Suspension in Aliquots von je 50 ul aufgeteilt. Die
Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.4.6. Transformation

2.4.6.1. Elektroporation

Far die Transformation elektrokompetenter Escherichia coli wurde das ,Genepulser II*-
System (Biorad) verwendet. Die Elektroporation fand in Kivetten mit einer Spaltbreite
von 1 mm statt; die Gerateeinstellungen waren wie folgt:

e Widerstand: 200 Q
e Kapazitat: 25 n
e Spannung: 1,8 kV

Zu 50 ul auf Eis aufgetauter Bakteriensuspension wurden 10-200 ng Plasmid-DNA pi-
pettiert, der Ansatz nach 30 s in die gekuhlte Kivette GberfUhrt und sofort elektroporiert.
Im Durchschnitt wurden Zeitkonstanten von 1=4,5 ms gemessen. Die Bakterien wur-
den sofort in 1 ml SOC-Medium suspendiert und 1 Stunde bei 37°C geschiittelt. Von
dem Ansatz wurden danach 10-250 ul auf Selektivagar ausplattiert und bei 37°C Uber
Nacht inkubiert. Einige der erhaltenen Kolonien wurden danach auf eine frische Platte
berimpft und Ubernachtkulturen (je 5 ml) angezogen um die erhaltenen Plasmide zu
Uberprifen.

37



2. Material und Methoden

2.4.6.2. Hitzeschocktransformation

Zu 50 pl auf Eis aufgetauter Bakteriensuspension wurden 10-200 ng Plasmid-DNA pi-
pettiert, gemischt und der Ansatz 30 min auf Eis gestellt. Danach wurde die Suspension
genau 30 s in einen Heizblock bei 42°C gestellt und sofort wieder auf Eis Uberflhrt. Es
wurden 250 pl SOC-Medium zugegeben und eine Stunde bei 37°C und 200 U/min ge-
schittelt. Von dem Ansatz wurden danach 10-250 pl auf Selektivagar ausplattiert und
bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Einige der erhaltenen Kolonien wurden danach auf eine
frische Platte iberimpft und Ubernachtkulturen (je 5 ml) angezogen um die erhaltenen
Plasmide zu tberprifen.

2.4.7. Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolation von Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse und nach-
folgender Reinigung der DNA Uber Glasfasersaulen durchgefihrt. Es wurden Kits der
Hersteller Machery-Nagel (“Nucleospin®) und Qiagen (“Qiaprep®) verwendet. Die Isolie-
rung erfolgte nach Angaben der Hersteller. Fir die Gewinnung von Plasmid-DNA im
,Mini“-MaBstab (bis ca. 25 ug) wurden jeweils 4 ml Ubernachtkultur eingesetzt, fiir Iso-
lierungen im ,Midi“-MaBstab (bis ca. 300 pg) 50 ml Ubernachtkultur.

2.5. DNA-Techniken

2.5.1. Konzentrationsbestimmung von DNA-haltigen Lésungen

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von
A=260 nm. Eine OD von 1 entspricht dabei einer Konzentration von ca. 50 ug fir doppel-
strangige DNA bzw. 33 ug fur Oligonukleotide. Eingesetzt wurde jeweils ein Aliquot der
DNA-L6sung in einer Verdinnung von 1:250 in TE-Puffer. Die Messung fand in einem
Zweistrahlphotometer gegen TE-Puffer als Referenz statt. Die Reinheit bzgl. Proteinkon-
tamination wurde durch eine zweite Messung bei A=280 nm Uberprift. Das Verhaltnis
zwischen ODjgp und OD5g( sollte bei pH 8 zwischen 1,8 und 2,0 betragen.

2.5.2. Fallung und Umsalzen von DNA

Die zu fallende DNA-L6sung wurde mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 7,2) ver-
setzt um eine Salzkonzentration von ungeféahr 300 mM einzustellen. Danach wurde das
Doppelte des Ausgangsvolumens an kaltem, absolutem Ethanol zugegeben und 30 min
bei -20°C gefallt. Bei gréBeren Volumina an DNA-haltiger Lésung wurde alternativ durch
Zugabe von einem Anfangsvolumen 2-propanol zur salzhaltigen Lésung und zehnminu-
tiger Inkubation bei Raumtemperatur oder auf Eis geféllt. Die DNA wurde anschlieBend
durch zwanzigmin(tige Zentrifugation bei mindestens 10000 Xg und 4°C pelletiert. Das
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Pellet wurde durch ein- bis zweimaliges Waschen mit 70 %igem Ethanol entsalzt, einige
Minuten luftgetrocknet und in einem kleinen Volumen geeigneten Puffers rlickgelést.

2.5.3. Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Zur Entfernung von Proteinen aus einer Nukleinsaurelésung wurde diese mit TE-Puffer
auf ein Volumen von 400 pl eingestellt und mit demselben Volumen P/C/I einige Se-
kunden intensiv ausgeschuttelt. Die Phasentrennung wurde durch einminltiges Zentri-
fugieren in einer Tischzentrifuge bei 14000 U/min beschleunigt. Die wassrige Oberphase
wurde abgenommen und ein weiteres Mal mit P/C/I ausgeschttelt. Zur Entfernung von
Phenolresten wurde die DNA-haltige wassrige Phase danach zweimal mit C/I extrahiert
und wie unter 2.5.2 (s.S. 38) beschrieben gefallt.

2.5.4. Isolierung genomischer DNA aus M. crystallinum

Das Pflanzenmaterial wurde mit 7,5 ml/g FG vorgekihltem, mit 40 mM NaHSO3; und
500 mg/g FG PVPP versetztem 1XExtraktionspuffer in einem Laborhomogenisator
grundlich homogenisiert. Danach wurde der Ansatz Uber ein Nylonnetz mit 80 um Po-
rengréBe filtriert und 20 min bei 750 Xg und 4°C zentrifugiert (Rotor: Beckman JA-14).
Das Sediment wird in 1XExtraktionspuffer ohne NaHSO3 mit abgeschnittener Pipetten-
spitze vorsichtig resuspendiert (1 ml Extraktionspuffer/5 g FG) und das Volumen be-
stimmt. Zu der Suspension wird 1 Volumen auf 65°C erwarmter Lysispuffer und 0,5
Volumen Sarkosyl-Lésung zugegeben. Der Ansatz wird durch zehnmaliges Invertieren
des Zentrifugenrdhrchens vorsichtig gemischt und 20-30 min bei 65°C inkubiert. Nach
der Beendigung der Inkubation wird der Ansatz auf Eis auf Raumtemperatur abgekuhlt,
mit 1 Volumen C/I 1 min bei Raumtemperatur geschwenkt und anschlieBend zur Tren-
nung der Phasen 5 min bei 5000 Xg zentrifugiert (Heraeus Megafuge, Swingoutrotor).
Der Uberstand wird in ein durchsichtiges Zentrifugenrdhrchen iberfiihrt und erneut bei
5000 Xg zentrifugiert. Der so gewonnene Uberstand wird zuerst mit 1 Volumen Isopro-
panol und % Volumen 3 M Natriumacetatlésung (pH 7,2) durch zehnmaliges Invertieren
des Roéhrchens vorsichtig gemischt, 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann zur
Sedimentierung der DNA bei 6000 Xg 30 min zentrifugiert (Heraeus Megafuge, Swin-
goutrotor). Das Sediment wird zuerst zweimal mit 5 ml 70% Ethanol dann einmal mit
absolutem Ethanol gewaschen und anschlieBend einige Minuten luftgetrocknet. Die ge-
wonnene DNA wird schlieBlich Gber Nacht bei 4°C in einem geeigneten Volumen TE-
Puffer geldst.

2.5.5. Reinigung von DNA durch Casiumchlorid-Gradientenzentrifugation

320 ul DNA-haltige Lésung wurden in ein Ultrazentrifugenréhrchen gegeben und mit
660 pl 6,6 M CsCl-Lésung und 10 pl Ethidiumbromid-Vorratslésung versetzt. Wenn nétig
wurde vorsichtig gemischt. Die fertige Gradientenldsung sollte eine Dichte von 1,55 g/ml
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haben. Die Zentrifugation der Ansatze erfolgte Gber Nacht wahrend 6-16 Stunden bei
100.000-120.000Xg und 15°C in einer Beckman ,Optima TLX“-Tisch-Ultrazentrifuge mit
einem ,TLA 120.2"-Festwinkelrotor. Die fokusierte, ethidiumbromidgefarbte DNA-Bande
wurde vorsichtig abpipettiert, mit 2 Volumen TE-Puffer verdinnt und durch vier- bis
sechsmaliges Ausschitteln mit TE-gesattigtem Butanol ethidiumbromidfrei gewaschen.
Die DNA-haltige wéassrige Phase wurde wie unter 2.5.2 (s.S. 38) beschrieben einer
Isopropanol-Fallung unterworfen.

2.5.6. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Es wurden Restriktionsendonukleasen der Firmen Stratagene und New England Biol-
abs jeweils mit den mitgelieferten Reaktionspuffersystemen verwendet. Fir einen ana-
lytischen Verdau wurden 300 ng bis 2 ug, far einen praparativen Verdau bis zu 20 ug
DNA eingesetzt. Der Ansatz enthielt weiterhin eine entsprechende Menge des zehnfach
konzentrierten Reaktionspuffers (Endkonzentration nach Herstellerangabe), eine gerin-
ge Menge BSA, wenn laut Hersteller erforderlich und zwischen 2 und 20 Enzymeinheiten
der Restriktionsendonukleasen pro ug DNA. Zum Endvolumen, das je nach Reaktions-
bedingungen zwischen 10 und 250 pl betrug, wurde jeweils mit A.bidest aufgeflillt. Die
DNA-Konzentration im Reaktionsansatz betrug zwischen 100 und 200 ng/ul . Insbeson-
dere bei Ansatzen, die mehrere Restriktionsenzyme enthielten, wurde darauf geachtet,
daB die Endkonzentration an durch die eingesetzten Enzymlésungen eingebrachtes Gly-
cerol nicht Gber 5% lag, um eine Herabsetzung der Schnittstellenspezifitat durch ,Ster-
naktivitat“ zu vermeiden. Die Inkubation erfolgte je nach Reaktionsbedingungen 2-10
Stunden bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur. Nach Beendigung der
Reaktion wurden —wenn nétig— die Restriktionsenzyme durch Erhitzen auf 65°C oder wie
in Abschn. 2.5.3 (s.S. 39) beschrieben durch Phenol-Chloroform-Extraktion inaktiviert.
Die DNA wurde anschlieBend entweder sofort analysiert oder einer Fallung unterworfen
(s. Abschn. 2.5.2).

2.5.7. Ligation von DNA

Allgemein wurden zur Ligation 100-300 ng Vektor-DNA eingesetzt. Bei Ligationen, bei
denen DNA mit glatten Enden bzw. T/A-Uberhéngen ligiert werden sollte, wurde ein 3
bis 5-facher molarer UberschuB an Insert-DNA zugegeben. Bei ,blunt-end*-Ligationen
wurde die Effizienz, soweit aufgrund der Sequenz des Inserts die Mbglichkeit bestand,
durch Zugabe einiger Enzymeinheiten der Restriktionsendonuklease erh6ht, mit der der
Vektor geschnitten worden war. Fir ,sticky-end®-Ligationen wurden &quimolare Mengen
an Vektor und Insert verwendet. Sowohl Ligase als auch Reaktionspuffer wurden von
den Herstellern Roche oder Promega bezogen und nach deren Angaben angewendet.
Ebenso wurde das ,TOPO-TA-Cloning“-Kit der Firma Invitrogen gemaR Herstelleranga-
ben eingesetzt.
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2.5.8. DNA-Gelelektrophorese

2.5.8.1. Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GréBe der aufzutrennenden Fragmente betrug die Agarosekonzentration (“ultra-
PURE®, Firma Gibco BRL) zwischen 0,7 und 1,4% (w/v). Nach Aufkochen der Agarose
in einem geeigneten Volumen 1XTAE-Puffer lieB man auf ca. 50°C abkihlen und goB
sie in ein vorbereitetes Gelbett (Agagel-System, Firma Biometra; ,Owl“,Firma Peglab).
Nach Erstarren des Agarosegels fand die Gelelektrophorese in 1XTAE-Puffer bei einer
konstanten Spannung von 65-85 V statt.

2.5.8.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Je nach Gr6Be der aufzutrennenden Fragmente wurden native Polyacrylamidgele mit
Konzentrationen zwischen 7 und 14% verwendet. Es wurden jeweils %Volumen 4XTrenn-
gelpuffer und je nach angestrebter Konzentration entsprechende Volumina einer Acryl-
amid/Bisacrylamid-Fertigldsung (Rotiphorese, Firma Roth, 30%/0,8%) und A.bidest zu-
sammengegeben. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 5 ul TEMED und 30 pl
APS-Gebrauchslésung gestartet, gemischt und zUgig in eine vorbereitete Apparatur ge-
gossen. Der Gellauf fand in vertikalen Minigelapparaturen (Biometra) in nativem 1XElek-
trophoresepuffer bei einer konstanten Spannung von 200 V statt.

2.5.8.3. Ethidiumbromid-Farbung

Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die Agarose- oder Polyacrylamidgele
in eine Schale mit Ethidiumbromid-Farbelésung (10 mg/l) Gberflhrt, einige Minuten ge-
schwenkt und danach in Wasser entférbt. Die Visualisierung der DNA-Banden fand in
einem Gel-Dokumentationssystem der Firma Herolab auf einem UV-Durchlichttisch bei
A=254 nm statt.

2.5.8.4. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Gelen

Bei der Extraktion von DNA-Fragmenten aus Gelen wurde darauf geachtet, daB die
Schadigung der DNA beim Ausschneiden aus dem Gel, das auf dem UV-Durchlichttisch
erfolgte méglichst gering gehalten wurde. Fir Agarosegele kam das Gelextraktionskit
der Firma Qiagen zum Einsatz und wurde gemaB Herstellervorgaben angewendet. Flr
Fragmente aus Polyacrylamidgelen wurde eine Elektroelution durchgefthrt. Hierflr wur-
de das ausgeschnittene Gelstlck in einen in 0,1XTBE &quilibrierten Dialyseschlauch
Uberfuhrt, der luftblasenfrei mit 0,1XTBE geflllt und an beiden Enden mit Klammern ab-
geschlossen wurde. Die Elution fand wahrend einer Stunde bei konstant 30 V in einer
mit 0,1XTBE gefillten Elektrophoresekammer statt, wobei das Gelstuck auf der Katho-
denseite des Dialyseschlauchs angeordnet war. Nach Umpolen der Elektroden fiir 30

41



2. Material und Methoden

Sekunden bei 100 V wurde die Lésung aus dem Inneren des Dialyseschlauchs abpipet-
tiert und die enthaltene DNA gefallt.

2.5.9. Polymerasekettenreaktion

Die Zusammensetzung eines typischen PCR-Ansatzes war wie folgt:

Komponente Konzentration im Ansatz
Templat 4pg-5ng/ul
sense-Primer 1 uM

a-sense-Primer | 1 uM

dNTP-Gemisch | 0,2 mM (0,05 mM je dNTP)
Reaktionspuffer | 1X

MgCl, 1,25-2,5 mM
Tag-Polymerase | 1 u/50 pl

Als PCR-Programm wurde typischerweise folgendes verwendet:

1. Denaturierung 5min  94°C (Vorzyklus)

2. Denaturierung 30s 94°C ]

3. Primer-Annealing 45s  45-65°C 34X
4. Elongation 1min 72°C __|

5. Elongation 5min 72°C (Nachzyklus)

Es kamen drei unterschiedliche Typen von Thermocyclern zum Einsatz: Biometra Perso-
nalcycler, Eurogentec Thermojet und Stratagene Robocycler. Da das Eurogentec-Gerat
nicht mit einem heizbaren Deckel versehen war, mufRten die Proben hier vor dem Pro-
grammstart mit Mineraldl Gberschichtet werden. Wenn die PCR-Bedingungen optimiert
werden muBten, weil Spezifitdt oder Ausbeute unter Standardbedingungen nicht aus-
reichend waren, wurde als Reaktionspuffer die im Optiprime-Kit (Stratagene) enthaltene
Auswabhl eingesetzt um die Parameter Mangnesium- und Kaliumkonzentration sowie pH-
Wert zu variieren. Weiterhin wurde dann mitunter je 11—0 Volumen der Zusatze Dimethyl-
sulfoxid, Formamid und Glycerol zugegeben. Die ,Primerannealing“-Temperatur wurde
jeweils so gewahlt, daB sie 2-3°C unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der ein-
gestzten Oligonukleotide lag. Die Schmelztemperaturen wurden dabei fir kurze Primer,
die aus weniger als 23 Basen bestanden, nach der Formel T,,=4ng ,c+2n 4 /7 berechnet.
Far langere Primer ist die Formel T,,=22+1,46(2ng c+n 4 /1) genauer. Beim Entwurf der
Primer wurde darauf geachtet, daB sie eine mdglichst geringe Komplementaritat zu sich
selbst und innerhalb eines Paares aus ,sense“- und ,a-sense“-Primer aufwiesen. Um
spezifischere Produkte zu erhalten wurde bei einigen Gelegenheiten auf ,,Touchdown*-
PCR-Programme zuriickgegriffen, bei denen zuerst ausgehend von 72°C einige Zyklen
mit sukzessive niedrigerer ,Primerannealing“-Temperatur bis zum Erreichen der endgul-
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tigen Temperaturparameter durchlaufen wurden. Fir Polymerasekettenreaktionen, de-
ren Produkte zur Expression in einen entsprechenden Vektor kloniert werden sollten,
wurden Taq/Pfu-Polymerasegemische verwendet, um eine héhere Replikationsgenauig-
keit zu erreichen.

2.5.9.1. Herstellung von biotinmarkierten Sonden

Um DNA-Fragmente als Sonden in der nichtradioaktiven Detektion bei Northern- und
Southern Blots sowie bei der Durchmusterung von cDNA-Banken einzusetzen, wurden
diese mit Biotin-16-dUTP (Roche, Mannheim) markiert. Die Markierung erfolgte mittels
einer Polymerasekettenreaktion nach Standardbedingungen, wobei abweichend fir
50 wl PCR-Ansatz 10 ul eines Nukleotidgemisches folgender Zusammensetzung zum
Einsatz kamen:

Nukleotid ‘ Anteile ‘ Endkonzentration

dATP 2 0,25 mM

dCTP 2 0,25 mM

dGTP 2 0,25 mM

dTTP 1 0,125 mM

bio-16-dUTP | 1 0,125 mM

Die Konzentration der einzelnen Vorratsldsungen war 1 mM.

Parallel zu dieser Markierungsreaktion wurde jeweils eine PCR durchgeflihrt, die eine
normale Nukleotidmischung ohne Biotin-16-dUTP enthielt um die erfolgreiche Markie-
rung anhand der unterschiedlichen Laufstrecken im Polyacrylamidgel kontrollieren zu
kdnnen.

2.5.10. Southern Blot

Nach der Gelelektrophorese von je 7,5-15 ug restriktionsverdauter genomischer DNA
(s. Abschn. 2.5.6) in einem 0,7%-Agarosegel (s. Abschn. 2.5.8) wurde dieses 8 min de-
puriniert (0,25 M HCI) um den Transfer groBer Fragmente zu erleichtern, kurz in Wasser
gesptilt, 20 min in Denaturierungslésung geschwenkt, und 15 min neutralisiert (s. Ab-
schn. 2.3). Direkt vor dem Transfer wurde das Gel 10 min in 10XSSC aquilibriert. Der
Transfer auf Nylonmembran erfolgte nach dem ublichen Verfahren mittels Kapillarkraft in
10XSSC. Als erstes wurde ein Streifen befeuchtetes Whatmanpapier so Uber eine Glas-
platte gelegt, daB die Enden in ein darunter befindliches Pufferreservoir mit 10XSSC
reichten. Darauf wurden in folgender Reihenfolge luftblasenfrei Gbereinander geschich-
tet: 3 mit Transferpuffer befeuchtete Whatmanpapiere, das umgekehrt gelegte Gel, drei
weitere befeuchtete Whatmanpapiere, drei trockene Whatmanpapiere und ein ca. 2 cm
dicker Stapel saugfahigen Papiers. Der Blotaufbau wurde mit 3 g/cm? (Glasplatten) be-
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schwert. Nach dem Transfer Gber Nacht wurde die DNA in einem UV-Crosslinker (“Stra-
talinker®, Stratagene) auf der Membran fixiert. Nach finfundvierzigminttiger Prahybridi-
sierung fand die Hybridisierung mit einer biotinmarkierten DNA-Sonde Gber Nacht statt.
Beide Inkubationen wurden bei 42°C durchgefihrt. Die nichtradioaktive Detektion erfolgt
nach [96] (modifiziert).

Zuerst wurde die Membran zweimal 15 min bei Raumtemperatur mit ,Low Stringency
Wash* (LSW) gewaschen, dann einmal 45 min bei 50-60°C, je nach Spezifitat der Son-
de mit ,High Stringency Wash* (HSW). Die Temperatur dieses Waschschrittes wurde
so gewahlt, daB fur die Bindung der Sonde an ein DNA-Fragment eine Homologie von
mindestens 75% zwischen beiden vorliegen muBte. Es folgten zwei finfminttige und
eine halbstindige Inkubation mit Blockpuffer bei Raumtemperatur. Daran schloB3 sich
eine Inkubation von 30 min Lange bei Raumtemperatur in Konjugatpuffer (Streptavidin-
Konjugat mit alkalischer Phosphatase 1:6000 in Blockpuffer) und eine weitere finfmi-
nitige Inkubation in Blockpuffer bei Raumtemperatur an. Nach drei Waschschritten von
je 5 min bei Raumtemperatur in Waschpuffer und zwei fiinfminiitigen Aquilibrierungs-
schritten in Assaypuffer wurde die Membran gleichmaBig mit Substratpuffer (CDP-Star-
Vorratslésung, 1:100 in Assaypuffer, Perkin-Elmer) bespriht und Uberschissiger Sub-
stratpuffer kurz darauf durch auflegen auf ein mit Assaypuffer angefeuchtetes Whatman-
papier abgezogen. Auf die in durchsichtige Plastikfolie eingeschweite Membran wurde
darauf ein Réntgenfilm aufgelegt und dieser nach Expositionszeiten zwischen 1 h und
einem Tag entwickelt.

Die Sonde lieB sich durch dreiBigmindtige Inkubation in einer ,Strip“-Lésung, bestehend
aus 50% Formamid in 2XSSC bei 65°C und nachfolgendem fliinfminiitigem Schwenken
in einer kochenden Lésung aus 0,1XSSC und 0,1% SDS entfernen, so daB3 die Membran
ein- bis zweimal wiederverwendet werden konnte.

2.5.11. DNA-Sequenzierung

Alle DNA-Sequenzierungen wurden durch die Firma Seglab (Goéttingen) nach Sanger
([128], modifiziert) durchgefiihrt.

2.5.12. Durchmustern einer cDNA-Bank

Es stand eine cDNA-Bank aus Blattmaterial von Mesembryanthemum crystallinum zur
Verflgung (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von J. Cushman). Die Bank bestand
aus A-Phagen (Uni-ZAP XR-System, Stratagene).

2.5.12.1. Durchmustern einer cDNA-Bank mit DNA-Sonden

Infektion von Wirtszellen Es wurde eine XL1-Blue MRF’-Kultur in 50 ml LB™ bis zu
einer ODg¢pp von 0,6 angezogen. Die Zellen wurden pelletiert und in 10 mM MgSQO4
mit einer ODgpg von 0,5 resuspendiert. Aliquots von 600 pl dieser Suspension
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wurden sodann mit jeweils 50.000 pfu der cDNA-Bank versetzt und 15 min bei
37°C langsam geschdttelt.

Ausbringen auf NZY-Festmedium Die infizierte Bakteriensuspension wurde zu je 8 ml
bei 40°C flussiggehaltenem NZY-Topagar (0,7% Agar in NZY-Medium) pipettiert
und sofort auf eine vorgewarmte NZY-Agarplatte (& 15 cm) gegossen. Nach Er-
starren des Topagars wurden die Platten invertiert und bei 37°C einige Stun-
den stehen gelassen, bis sich ausreichend groBe, jedoch noch nicht konfluente
Plaques gebildet hatten. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Platten auf 4°C Uber-
fOhrt und bis direkt vor der Weiterverarbeitung gekuhlt gelagert.

Transfer auf Nylonmembran Es wurden je zwei Nylonmembranen pro Platte angelegt,
die erste Membran wurde 2 min auf die Topagarschicht aufgelegt, die zweite die
doppelte Zeit. Dabei wurde durch Durchstechen der Membranen an drei Stellen
sichergestellt, daB deren Orientierung nachvollziehbar blieb. Die von der Oberfla-
che vorsichtig abgezogenen Membranen wurden zuerst 2 min in Denaturierungs-
I6sung, dann 5 min in Neutralisierungslésung und zuletzt 30 s in Waschlésung ge-
schwenkt. AnschlieBend wurden die Membranen auf Whatmanpapier getrocknet
und die DNA im UV-Crosslinker fixiert.

Detektion und Vereinzeln Hybridisierung mit biotinylierten DNA-Sonden und Detektion
wurde wie in Abschnitt 2.5.10 (s.S. 43) beschrieben durchgeflhrt. Die entwickelten
Roéntgenfilme wurden ausgeschnitten und die Abbilder jeweils beider Membranen
einer Platte in der richtigen Orientierung zur Deckung gebracht. Signale in ausrei-
chender Stérke, die auf beiden Filmen zu erkennen waren, wurden markiert und
die entsprechende Stelle im Topagar der Platte wurde ausgestochen und in 1 ml
SM-Puffer mit 20 ul Chloroform extrahiert. Mit 10-20 ul der so erhaltenen angerei-
cherten Phagensuspension wurden wiederum Wirtszellen infiziert und der ganze
Vorgang so oft wiederholt, bis sich ein Einzelphage kontaminationsfrei isolieren
lieB.

Anlegen eines ,,High Titer Stocks“ Mit 100 ul Eluat eines Einzelphagen wurden
200 pl Wirtszellen infiziert und in Topagar auf eine NZY-Platte (& 10 cm) aus-
gebracht. Nach ausreichender Plaquebildung wurde die Platte mit 4 ml SM-Puffer
liberschichtet und Gber Nacht bei 4°C geschwenkt. Der Uberstand wurde abge-
nommen und bei 4°C gelagert.

2.5.12.2. In vivo Exzision

Das Uni ZAP-System bietet den Vorteil, daB die klonierte cDNA sich direkt ohne wei-
tere Subklonierung aus dem Phagen als pBluescript-Phagemide erhalten 1aBt. Hierbei
wird die Biologie des Phagen M13 ausgenutzt. Die Exzision erfolgt durch Uberinfektion
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von Wirtszellen, die zuvor mit dem rekombinanten A-Phagen infiziert wurden mit einem
f1-Helferphagen [135]. 200 pl XL1-Blue MRF’-Wirtszellen mit einer ODggp von 1 wurden
mit dem halben Volumen ,High Titer Stock® (s. Abschn. 2.5.12.1) und 1 pl ,ExAssist*-
Helferphagensuspension gemischt und 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden 5 ml
NZY-Medium zugegeben und der Ansatz tiber Nacht bei 37°C mit 150 U/min geschiittelt.
Am n&chsten Tag wurden die Bakterien durch eine Hitzebehandlung bei 70°C abgetétet
und der Ansatz 15 min bei 100 Xg zentrifugiert um Zelltrimmer abzutrennen. Der Uber-
stand enthielt den ausgeschnittenen pBluescript-Phagemid-Vektor mit der gewlinschten
cDNA als Insert, verpackt in filamentése Phagenpartikel. Diese wurden wiederum zur
Infektion von 200 pl SOLR-Zellsuspension eingesetzt (ODgpo=1). Nach einer Inkubation
von 15 min bei 37°C wurden 300 pl NZY-Medium zugegeben, weitere 45 min auf 37°C
gehalten und 200 ul des Ansatzes auf Selektivagar ausplattiert.

2.5.13. RACE-Technik

Zur Vervollstandigung partieller cDNA-Klone in 5’- und 3’-Richtung, die zum Beispiel
durch RT-PCR mit Consensus-Primern erhalten wurden, wurde das ,Generacer“-Kit der
Firma Invitrogen eingesetzt. Es wurde von 5 ug Gesamt-RNA ausgegangen, die mit dem
RNeasy-Kit (Qiagen) isoliert wurde. Um die Wahrscheinlichkeit unvollstdndige Produkte
zu erhalten zu minimieren, wird bei diesem System zuerst alle mMRNA dephosphoryliert,
die nicht mehr Uber eine intakte CAP-Struktur verflgt, damit diese in der nachfolgenden
Ligationsreaktion nicht mehr als Substrat dienen kann. Danach werden alle noch vorhan-
denen CAP-Strukturen mit einer saueren Phosphatase aus N. tabacum hydrolysiert, wo-
bei ein Phosphatrest am 5’-Ende der mRNA verbleibt. Nun wird ein Oligo-Ribonukleotid
an alle phosphorylierten mMRNA-Molekdle ligiert, dessen Sequenz spéter als Bindestelle
fir PCR-Primer dienen kann. Fir die folgende Reverse Transkription wird ein Oligo-dT-
Primer eingesetzt, der in 5’-Richtung mit einem ,Anker“-Oligonukleotid versehen ist, das
nachfolgend ebenfalls als Bindestelle fir PCR-Primer fungieren soll. Durch den Einsatz
von Primerpaaren, die jeweils in den durch Oligo-Ribonukleotid bzw. Oligo-dT-Primer
angefligten bekannten ,Anker“-Sequenzen und dem bereits bekannten Sequenzbereich
binden, kénnen nun die unbekannten Sequenzbereiche in 5’- und 3’-Richtung ampli-
fiziert werden. Um spezifischere Produkte zu erhalten wird hierfir eine ,nested PCR*®
eingesetzt, bei der aus einem primaren Produktgemisch durch den Einsatz eines weiter
.nnen“ bindenden zweiten Primerpaars das gewlinschte Produkt mit hoher Spezifitat
und Ausbeute reamplifiziert wird.

Alle Arbeitsschritte wurden gemaRB Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Die jeweils
aus den zweiten Polymerasekettenreaktionen erhaltenen Produkte wurden Gber Glas-
fasersaulen gereinigt, in den PCR4TOPO-Vektor ligiert und wie unter 2.4.6.2 (s.S. 38)
beschrieben in eine Hitzeschocktransformation von Escherichia coli -Top10 eingesetzt.
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2.5.14. Verwendete Primer

Folgende Oligonukleotide wurden im Verlauf der vorliegenden Arbeit als PCR-Primer
verwendet. Sofern am 5’-Ende Modifikationen zur Einflihrung von Schnittstellen in die
Amplifikate vorhanden waren, beziehen sich die angegebenen Langen und Schmelz-
temperaturen nur auf den bindungsrelevanten Teil des Primers.

Name Sequenz Tm ‘ Lange ‘
apxrfp2rv | 5’-TATACTGCAGGCATTTCGTGCTGAACCT-3 54.0°C 18
asxchlfw | 5-ACTCCTCTGGCAAGAAAGAGC-3’ 64.0°C 21
asxchlrv | 5-ACTTTGATCTTGAAGCCGTAGC-3’ 64.0°C 22
asxchlr2 | 5’-GTATCATAGCAAACATTCACTGC-3 68.7°C 23
asxcodsn | 5-AACCCCTCAAGTTTGATAATTCC-3 68.7°C 23
asxcodas | 5-GTCTTAACAACAGTGACGAGCG-3’ 66.0°C 22
cat1 5-GTIAARTTYCAYTGGAARCC-3’ 51.0°C 20
cat2 5’-GGIAHSAIRTCYTCDGGCC-3’ 54.0°C 19
czsodfor | 5’-TGTAACTGGAAATGTCTCGGG-3’ 62.0°C 21
czsodrev | 5’-AGATCATCAGGATCAGCATGG-3 62.0°C 21
czsqgrtrv | 5-CAATACTCTTCTGCAAACATGG-3 62.0°C 22
ecsbout | 5-GTACATGGGTACATCAAGAGCATAAT-3’ 74.6°C 26
ecsbnest | 5-CAGACCAAATATGGCTTCTCATACT-3’ 74.6°C 26
gpx1 5’-GTIYTBHTIATYGTIAAYGTNGC-3’ 62.9°C | 23
gpxrev 5’-CATAATTTTCAATAACCAACC-3 54.0°C 21
gpxrv2 5 -GAAGTTGTTGGTGCATAACG-3’ 58.0°C 20
gpxpgefw | 5’-TCGATAGGTGGATCCATGGCTAGCCAGTCCACC-3 58.0°C 18
gpxqrtrv | 5-TAGACAGGTCTGCAGGGTCTTCATGAGGTGCCG-3’ 58.0°C 18
gpxgrtfw | 5’-AGCCCTTTGTCTCAGTTTCGC-3’ 64.0°C 21
gpxgrtrv | 5’-GAAAGCACAATGAACGAAATAGG-3 68.7°C 23
gpxqrtD2 | 5’-TAGTATGGCGCGCCATGGGATCAAATGGAACTTCAC-3' | 62.0°C 22
ar3 5’-GGITAYATYKCIBTIGARTTYGC-3’ 64.3°C | 23
gr4 5’-SCYTCCATIARIGCVACDGG-3’ 56.0°C 20
gshs1 5’-ACIAAGAARATYCAICARG-3 46.0°C 19
gshs2 5-TTIGGRAAIATYCTYTGC-3 44.0°C 18
gs5out 5-GGATGTATGCAGCAGCGTCTTCTT-3’ 74.6°C 24
gsbnest | 5’-CTCCACAGGCCAGCAAAGCATTTCC-3 78.9°C 25
gs3out 5’-GCTGGCCTGTGGAGCTTAGATGAT-3’ 76.0°C 24
gs3nest 5-ACAGAAGAAGACGCTGCTGCATACA-3’ 76.0°C 25
mdhar3 5’-CCIGARCCNTGGTGYATGCC-3’ 61.0°C 20
mdhar4 5’-CCNACRTTRTCICCIKARAAYTGC-3 68.7°C 24
mdho5 5’-AAGGTGGCTACATCACCAACAGCAT-3’ 76.0°C 25
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Name Sequenz T ‘ Lange ‘
mdhi5 5’-CACCAACGCCAACCACCACAATATCA-3’ 78.9°C 26
mdhi3 5’-ATATGACTACCTACCATACTTCTATTCT-3’ 90.6°C 28
mdho3 5’-ACCATGCCCGTAAATCTGCAGAACA-3’ 77.5°C 25
R|[a,G] Y | [C, T] M| [2,C]
K|I[G,T] S |[c,q] H|[&,T,C]
B|[G, T,C]||D]|[G,Aa,T]|N|[A,T,G,C]
Vi[RaGCl|W|[A,T] | | dlnosin

Tab. 2.3.: IlUB-Abkirzungen fir Degenerationsstellen in Primern

2.6. RNA-Techniken

2.6.1. Isolierung von Gesamt-RNA

2.6.1.1. RNA-Isolierung nach Logemann

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte nache einem modifizierten Protokoll von Lo-
gemann et al [94]. Das Pflanzenmaterial wurde im Mérser unter Kiihlung mit fliissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver gemahlen und in stickstoffgekihlte Eppendorfgefae
gegeben. Pro Gramm Frischgewicht wurden daraufhin 2 ml Extraktionspuffer mit 50 pl
B-Mercaptoethanol/ml Puffer dazugegeben und bis zum Auftauen des Pulvers auf einem
Vortexer intensiv durchmischt. Bei Raumtemperatur wurde dann ca. 1 Volumen Phenol
(Aqua-Roti-Phenol, Roth) zugegeben und wiederum gut gemischt. Nach funfzehnmin(-
tiger Zentrifugation bei 15.000 Xg in einer Tischzentrifuge wurde der wassrige Uber-
stand mit ca. 1 Volumen P/C/l ausgeschuttelt, nochmals zentrifugiert und noch ein bis
zweimal mit C/l ausgeschiittelt um Phenolreste zu entfernen. Der Uberstand wurde mit
% Volumen 1 M Essigsaure und % Volumen vorgekihltem absolutem Ethanol versetzt
und die Nukleinsauren eine Stunde bei -20°C gefallt. Das Prazipitat wurde durch eine
halbstiindige Zentrifugation bei 4°C und 15.000 Xg pelletiert, zweimal mit vorgekuhlter
3 M CH3COONa-L6sung (pH 5,2) und danach zweimal mit eiskaltem 70%igem Ethanol
gewaschen. Der Alkohol wurde mdglichst vollstandig abpipettiert und das verbliebene
Pellet einige Minuten bei 37°C luftgetrocknet. Je nach geplanter Anwendung wurde die
erhaltene RNA dann in Formamid oder DEPC-Wasser 20 min bei 65°C gel6st. Die zu
erwartenden Ausbeuten lagen bei 50-150 ug/g FG.

2.6.1.2. RNA-Isolierung mit RNEasy-Kit

Far Anwendungen bei denen es auf hochreine RNA und weniger auf hohe Ausbeu-
ten ankam wurde das RNEasy-Kit der Firma Qiagen eingesetzt. Jeweils ca. 250 pug im
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Mérser unter Flussigstickstoffkiihlung pulverisiertes Pflanzenmaterial wurde strikt nach
Herstellerprotokoll unter Verwendung des mitgelieferten Extraktionspuffers ,RLT* aufge-
arbeitet. Die erhaltene Gesamt-RNA war von sehr guter Qualitat; die Ausbeuten lagen in
der Regel bei 30-80 ug/g FG.

2.6.2. Fallung von RNA

Zu der RNA-haltigen Lésung wurde % Volumen 3 M CH3;COONa-Lésung (pH 5,2) und
2,5 Volumen eiskalten absoluten Ethanols gegeben und die enthaltene RNA mindestens
30 min bei -20°C gefallt. Alternativ wurde zu der salzhaltigen Lésung 1 Volumen 2-
propanol gegeben und 15 min bei Raumtemperatur gefallt oder die salzfreie Losung mit
12 M Lithiumchloridlésung auf 2-3 M LiCl eingestellt. Die Féallung erfolgt in letzterm Fall
eine Stunde auf Eis. Die Zentrifugation wurde jeweils in einer gekihlten Tischzentrifuge
30 min bei 15.000 Xg durchgefihrt und das Pellet anschlieBend zweimal mit 70%igem
Ethanol gewaschen, von Ethanolresten befreit und in einem adaquaten Volumen DEPC-
Wasser aufgenommen.

2.6.3. Konzentrationsbestimmung von RNA-haltigen Lésungen

Die Konzentrationsbestimmung von RNA-haltigen L&sungen wurde wie unter
2.5.1 (s.S. 38) fur DNA beschrieben durchgefiihrt. Eine optische Dichte von 1 bei
A=260 nm entspricht dabei einer Konzentration von 40 ug/ml.

2.6.4. RNA-Gelelektrophorese

Die RNA-Gelelektrophorese fand in Agarosegelen wie unter 2.5.8 (s.S. 41) fur DNA be-
schrieben statt, mit dem Unterschied, daB in diesem Fall TBE statt TAE als Elektro-
phoresepuffer eingesetzt wurde und auf RNase-Freiheit des verwendeten Gel-Kamms
geachtet wurde.

2.6.5. Northern Blot

5-20 ug Gesamt-RNA, geldst in 13,7 pl Formamid oder DEPC-Wasser wurden mit
6,3 ul eines Auftragspuffers, bestehend aus 3,3 ul Formaldehyd(37% in Wasser), 1 ul
20XMOPS, 0,1 pl Ethidiumbromidvorratslésung und 2 ul RNA-Auftragspuffer gemischt,
5 min bei 65°C erhitzt und bis zum Beladen des Gels auf Eis aufbewahrt. Das ver-
wendete Gel war ein 1,4%iges denaturierendes Agarosegel, das 6% (v/v) 37%ige
Formaldehyd-L&sung enthielt und mit 1XXMOPS angesetzt war. Die Elektrophorese fand
in TXMOPS als Laufpuffer bei konstant 80 V Spannung statt. Der anschlieBende Trans-
fer der aufgetrennten RNA auf Nylonmembran und die nichtradioaktive Detektion fand
wie unter 2.5.10 (s.S. 43) beschrieben statt.

49



2. Material und Methoden

2.6.6. cDNA-Synthese und RT-PCR
2.6.6.1. cDNA-Synthese

Fir die Synthese von cDNA wurden 5 ng Gesamt-RNA gelést in 5 ul DEPC-Wasser ein-
gesetzt. Sollte die cDNA zur Durchfliihrung von Expressionsanalysen verwendet werden,
wurden eventuelle DNA-Verunreinigungen der eingesetzten RNA vorher durch DNase
abgebaut. Hierzu wurde pro ug Gesamt-RNA 1 U DNase | (Gibco BRL oder Promega)
im entsprechenden, vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer 15 min bei Raumtem-
peratur inkubiert, die Reaktion durch Zugabe von 25 mM NaEDTA-L&sung bis zu einer
Endkonzentration von 5 mM gestoppt und die RNA nach Extraktion mit P/C/I ethanolisch
geféllt und in einem adaquaten Volumen DEPC-Wasser aufgenommen. Diese Lésung
wurde versetzt mit 100 pmol oligo-dT-Primer (18mer), 20 u RNase-Inhibitor (‘“RNasOUT*,
Gibco BRL) und auf ein Volumen von 12,5 ul mit A.bidest aufgefullt. Zur Auflésung von
Sekundarstrukturen wurde der Ansatz danach 10 min auf 70°C erhitzt und auf Eis ge-
stellt. Nach kurzem Zentrifugieren wurden 10 nmol dNTP-Mischung (2,5 nmol je Nu-
kleotid), 100 nmol Dithiothreitol und 2 pul 5XReaktionspuffer (Promega) zugegeben, auf
18,5 ul mit A.bidest aufgefillt und nach zwei Minuten Inkubation bei 45°C 300 u MMLV-
RT (Promega) hinzugefligt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 20 pl. Nach einer
Stunde bei 45°C wurde die Reverse Transkriptase durch zehnminitiges Erhitzen auf
94°C inaktiviert, die restliche RNA durch Inkubation mit 500 ng RNaseA beseitigt und
der Ansatz durch Fallung oder unter Verwendung eines PCR-Reinigungskits mit Glasfa-
sersaulen (Qiagen) gereinigt.

2.6.6.2. RT-PCR

Fir die Amplifikation unbekannter DNA-Fragmente aus cDNA wurden degenerierte Pri-
mer eingesetzt, deren Sequenz aus dem Alignment bekannter Proteinsequenzen an-
derer Spezies abgeleitet wurde. Als Templat wurden Verdinnungen (1:1000 bis 1:10)
von cDNA-Praparationen verwendet, die wie unter 2.6.6.1 (s.S. 50) beschrieben her-
gestellt wurden. Die PCR wurde wie unter 2.5.9 (s.S. 42) beschrieben durchgefiihrt und
die Bedingungen optimiert, bis ein hinreichend spezifisches Produkt erhalten wurde, das
kloniert werden konnte.

Alternativ zur Durchfihrung der RT-PCR in zwei getrennten Reaktionsansatzen wurden
mitunter beide Schritte nacheinander in einem Reaktionsgefa3 durchgeflihrt. Hierzu
wurde das ,Thermoscript®- oder ,Superscript RT-PCR One-Step“ Kit (Gibco BRL)
verwendet. Die Reaktionen wurden in der Regel in 50 pl Gesamtvolumen durchgefiihrt;
die Komponenten wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt:
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Komponente Konzentration im Ansatz
Gesamt-RNA 2-30 ng/ul
sense-Primer 0,2-0,5 uM

a-sense-Primer | 0,2-0,5 uM

Reaktionspuffer | 1X

dNTP-Gemisch 0,2 mM (0,05 mM je dNTP)2
MgSOy4 1,2-1,75 mMP
RNase-Inhibitor | 1 u/ul

RT-Tag-Mischung | 1 u/50 pl

4im Reaktionspuffer enthalten
b1 2 mM im Reaktionspuffer enthalten, evtl. durch Zuga-
be entsprechender Menge 50 mM MgSO,-Lsg. erhéht.

Als PCR-Programm wurde flr die ,,One-Step“-RT-PCR folgendes verwendet:

1. RT-Reaktion 30 min 45-65°C

2. Denaturierung 5min  94°C (Vorzyklus)

3. Denaturierung 30s 94°C =]

4. Primer-Annealing 45s 45-65°C 19-29X
5. Elongation 1min 72°C

6. Elongation 5min  72°C (Nachzyklus)

2.6.7. In vitro-Transkription

FUr die In vitro-Transkription wurde das ,Riboprobe“-Kit der Firma Promega eingesetzt.
Als Templat dienten Konstrukte auf Basis des pGEM-T-Vektors (Promega), der die vira-
len Promotoren T7 und SP6 auf den beiden Seiten der MCS enthalt. Durch Sequen-
zierung wurde jeweils ermittelt in welcher Orientierung das Insert im Vektor vorlag,
um die richtige Polymerase auswéahlen zu kdnnen. Um zu verhindern, daB3 die in vi-
tro-Transkription Uber das Ende des Inserts hinaus stattfand, wurde das Plasmid direkt
hinter diesem mit einer geeigneten Resriktionsendonuklease geschnitten. Die Reaktion
wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl nach folgendem Schema durchgefihrt:

Komponente Konzentration
linearisiertes Templat 20 mM
Ribonukleotid-Mischung 0,5 mM jeweils
DTT 10 mM

»Transcription Optimized Buffer® | 1X
RNaseln Ribonukleaseinhibitor | 1 u/ul

RNA-Polymerase 0,4 u/ul

Der Ansatz wurde 1% Stunden bei 38°C inkubiert, danach wurde zur Entfernung der
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Templat-DNA 1 u/ul RQ1-DNase hinzugegeben und weitere 15 min bei 37°C inkubiert.
Zur Entfernung der Proteine wurde anschlieBend mit Phenol/CHCI; extrahiert und der
Ansatz einer ethanolischen Féllung unterworfen (s. Abschn. 2.5.3 und 2.6.2 auf S. 39
und S. 49).

2.6.8. Real Time PCR

Real Time-PCR-Analysen wurden mit dem iCycler der Firma BioRad durchgefiihrt. Als
Fluorophor kam SYBR-Green zum Einsatz, zur Kalibration der Optik enthielten auBer-
dem alle Anséatze die gleiche Menge des Fluorophors FITC. Als Templat wurden gleiche
Mengen (je 1 ul ) 1:50 verdinnter cDNA-LOsungen eingesetzt. Die Reaktionsanséatze
wurden analog zu Abschnitt 2.5.9 angesetzt. Jedoch wurde um Komplexierungsverluste
durch SYBR-Green zu kompensieren eine héhere Mg?+-Konzentration von 3 mM einge-
setzt. Um die Vergleichbarkeit der Proben zu gewahrleisten wurden die gemeinsamen
Komponenten so weit wie mdglich in gréBeren Volumina vorpipettiert und die Einzelan-
satze aus diesem ,Mastermix® aliquotiert. Zum Mengenabgleich wurden jeweils parallel
Reaktionen mit Primern gegen B-Actin durchgefiihrt. Die Spezifitat der gebildeten Pro-
dukte wurde jeweils direkt im AnschluB an die PCR mittels Schmelzpunktanalyse Uber-
pruft.

2.7. Protein-Techniken

2.7.1. Praparation Iéslicher Proteine aus M.crystallinum

2.7.1.1. Gewinnung von Gesamtprotein

Das Pflanzenmaterial wurde unter FlUssigstickstoffkihlung zu einem feinen Pulver
gemodrsert. Jeweils 200 mg wurden mit 750 pl Proteinextraktionspuffer versetzt und bis
zum Auftauen auf einem Vortexer intensiv durchmischt. Die Probe wurde danach er-
neut in flissigem Stickstoff schockgefroren und nach dem Auftauen bei 4°C 20 min mit
15.000 Xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgetrennt, in fliissigem Stickstoff schock-
gefroren und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

2.7.1.2. Gewinnung cytosolischer Proteine

Frisches Pflanzengewebe wurde mit eiskaltem Extraktionspuffer im Moérser homogeni-
siert und anschlieBend durch eine Nylongaze mit 80 um PorengrdBe filtriert. Das Filtrat
wurde 15 min in einer gekuhlten Zentrifuge bei 15.000 Xg zentrifugiert. Vom erhalte-
nen Uberstand wurde ein Aliquot 30 min in einer Ultrazentrifuge (Optima, Beckman) bei
500.000 Xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.7.1.3. Gewinnung chloroplastidaren Proteins

2,5 g Blattmaterial wurden mit 20 ml eisgkihltem Extraktionspuffer fir Chloroplastenpra-
paration gemdrsert und das Homogenisat durch eine doppelte Lage Nylongaze mit einer
PorengréBe von 80 um filtriert. Nach einer vierminatigen Zentrifugation bei 1.600 Xg und
4°C in einem Beckman JS-13.1-Rotor wurde das Pellet mit einem Pinsel vorsichtig in
je 2,5 ml Resuspensionspuffer resuspendiert. Auf vorbereitete Percoll-Dichtegradienten
(1,5 ml 80% Percoll mit 8,5 ml 40% Percoll Uberschichtet, jeweils hergestellt aus Percoll-
vorratslésung durch Verdiinnen mit 2XChloroplastenextraktionspuffer) wurden mit einer
Pasteurpipette je 1,25 ml der Suspension aufgetragen. Die Gradienten wurden 10 min
bei 2.500 Xg und 4°C zentrifugiert (Rotor JS-13.1); der Rotor wurde danach langsam
auslaufen gelassen. Die Interphase aus intakten Chloroplasten an der Grenze zur 80%
Percollphase wurde mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen und dreimal mit je
10 ml Waschpuffer gewaschen. Die Resuspension nach den einminttigen Zentrifugati-
onsschritten fand hierbei wieder mit einem Pinsel statt. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die Pellets in je 1 ml Waschpuffer aufgenommen und in Eppendorf-GeféaBe Uber-
fiihrt. Die Chloroplasten wurden daraufhin bei 2.500 Xg pelletiert und die Uberstande
verworfen. Fir die anschlieBende Western Blot-Analyse wurden die Pellets in flissigem
Stickstoff schockgefroren und in 85°C heiBem 2XRotiload-Auftragspuffer aufgenommen.

2.7.2. Fallung von Proteinen

2.7.2.1. Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Zu einer Proteinprobe wurde % Volumen TCAD gegeben und gut gemischt. Nach einer
halbstiindigen Inkubation auf Eis wurde die Probe 30 min bei 4°C mit 15.000 Xg zen-
trifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit 90% eiskaltem Aceton
gewaschen und kurz luftgetrocknet um Uberschiissiges Aceton zu entfernen. Das Pellet
wurde anschlieBend in einem geeigneten Puffer resuspendiert (z.B. Proteinauftragspuf-
fer 2XRotiload, Roth) 5 min auf 85°C denaturiert und bei -20°C gelagert.

2.7.2.2. Proteinfallung mit Aceton

Die Fallung mit Aceton ist gegentber der TCAD-Fallung schonender, jedoch weniger
selektiv. Bei Proben mit hohem Salzgehalt ist mit starken Verunreinigungen im Pellet
zu rechnen. Zu einer Proteinprobe wurde % Volumen eiskaltes Aceton gegeben, ge-
mischt und eine Stunde bei -20°C gefallt. Nach einer halbstiindigen Zentrifugation bei
15.000 Xg und 4°C wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit 90%
eiskaltem Aceton gewaschen. Nach Entfernen des Uberschissigen Acetons wurde das
Pellet in einem geeigneten Puffer aufgenommen.
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2.7.3. Konzentrationbestimmung proteinhaltiger L6sungen

Die Proteinkonzentration einer wassrigen L6sung wurde mit Hilfe der ,Protein-Assay-
Lésung“ (Biorad) bestimmt. Hierbei handelt es sich um den Protein-Nachweis nach
Bradford [20]. Die Analysen wurde nach Angabe des Herstellers durchgefthrt. Zur 1:5
verdinnten Assay-LOsung wurden jeweils 5-50 pl Proteinlésung gegeben, 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei A=595 nm in einem Zweistrahlphoto-
meter gegen einen proteinfreien Blindwert gemessen. Die Proteinkonzentration der Pro-
ben wurde anhand einer parallel dazu mit Rinderserumalbumin angesetzten Eichreihe
ermittelt.

2.7.4. Gelelektrophoretische Trennung von Proteinen

2.7.4.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese [90]. Es wurde ein Tris/Glycin-Puffersystem (10XSDS-EP), das fiir Pro-
teine mit einem Molekulargewicht zwischen 20 und 140 kDa geeignet ist verwendet. Alle
Sammelgele wurden mit 4,5% Acrylamid gegossen, die Prozentigkeit der Trenngele lag
zwischen 9 und 14%. Die Gele wurden mit SDS-Sammel- bzw. Trenngelpuffer wie un-
ter 2.5.8.2 (s.S. 41) beschrieben hergestellt, wobei in diesem Fall zuerst das Trenngel
gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet wurde. Nach dessen vollstandiger Polyme-
risation wurde das Sammelgel gegossen. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit
Rotiload-Auftragspuffer (Roth) versetzt und 5 min bei 90°C denaturiert. Nach Abzentri-
fugieren unléslicher Bestandteile wurde das Gel beladen und eine Spannung von 100 V
angelegt. Nachdem die Lauffront die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht
hatte, wurde die Spannung auf konstant 200 V erhdéht. Nach Beendigung der Elektro-
phorese wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel weiterverarbeitet.

2.7.4.2. Coomassie-Farbung

Die Féarbung der Polyacrylamidgele fand mit Coomassie-Farbelésung fir 30 min bei
Raumtemperatur oder bei 4°C Gber Nacht bei langsamem Schwenken statt. Nach dem
Farben wurde das Gel solange in Entfarbelésung inkubiert, bis ein ausreichender Kon-
trast ereicht wurde. Zur Aufbewahrung wurden die entféarbten Gele in Lagerungslésung
dberflhrt und nach friihestens 30 min Inkubation zwischen zwei Cellophanfolien in einen
Trockenrahmen eingespannt. Die Trocknung fand einige Stunden bei 50°C in einem Tro-
ckenschrank statt.

2.7.5. Western Blot

“Semi-dry“ Transfer Fir Westernblot Analysen wurden 10-15 pg Protein je Spur ge-
laden und in einem SDS-Plyacrylamidgel wie unter 2.7.4.1 (s.S. 54) beschrieben
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elektrophoretisch getrennt. Das Trenngel wurde anschlieBend zweimal fir 10 min
in das Transferpuffer aquilibriert. Wahrenddessen wurden sechs Whatman3MM-
Filterpapiere auf die GréBe des Gels zurechtgeschnitten und ebenfalls mit Trans-
ferpuffer getrankt. Die PVDF-Membran wurde auf die gleiche GrdBe zugeschnitten,
kurz mit Methanol benetzt, mit A.bidest abgesplilt und bis zum Gebrauch in Trans-
ferpuffer aufbewahrt. Der Transfer erfolgte in einer Semi-dry Elektroblot-Apparatur
(Transblot SD, Biorad), wobei Membran und Gel zwischen je drei Whatmanpapie-
ren zu liegen kamen. Es wurde darauf geachtet, daB der Aufbau luftblasenfrei war.
Die Membran befand sich dabei auf der Seite der Graphit-Anode, das Gel auf der
Seite der Stahl-Kathode, so daB der Transfer der SDS-beladenen Proteine im elek-
trischen Feld von Kathode nach Anode erfolgen konnte. Es wurde ein konstanter
Strom von von 3,5 mA/cm? eingestellt und die Spannung auf 15 V limitiert. Nach
35 min wurde der Transfer abgebrochen und die Membran weiterverarbeitet.

Detektion Nach dem Transfer wurde die Membran zuerst zweimal far 5 min in TBST
gewaschen. Danach folgte eine einstiindige Inkubation in Western Blockpuffer bei
Raumtemperatur unter langsamem Schitteln. Die Blocklésung wurde abgegossen
und die Membran Uber Nacht bei 4°C oder eine Stunde bei Raumtemperatur in
Antikérperlésung (priméarer Antikérper 1:5.000-1:20.000 in 5% BSA, 0,02% NaN3)
geschwenkt. Zum Einsatz kam hier ein gereinigtes (s. Abschn. 2.7.6) Antiserum
gegen APX1. Danach wurde die Membran zweimal mit TBST gespuilt und dreimal
je 5 min mit TBST gewaschen. Fir die Detektion wurde eine 1:20.000-Verdinnung
des sekundaren Antikérpers in Western Blockpuffer verwendet. Der sekundére An-
tikbrper war gegen Kaninchen-IgG gerichtet und an Meerrettich-Peroxidase gekop-
pelt (“Goat anti-rabbit HRP*, Pierce). Die Inkubation mit dem sekundaren Antikor-
per erfolgte bei Raumtemperatur und dauerte eine Stunde. Es folgten zwei Spul-
schritte mit TBST und drei finfminlitige Waschschritte mit TBS. Substrat- und Ver-
starkerlésung (“stable peroxide® und ,enhancer®, ,Supersignal Ultra“-Kit, Pierce)
wurden 1:1 gemischt, die gewaschene Membran damit benetzt und nafB in Plas-
tikfolie eingeschweifBt. Die Exposition erfolgte mit speziellem Réntgenfiim (Amers-
ham), je nach Signalstérke 5 s bis 30 min.

2.7.6. Reinigung eines Antiserums

Ein Antiserum gegen APX1 [24] wurde von gegen bakterielle Proteine gerichteten An-
tikdrpern, die durch Kreuzreaktion mit pflanzlichen Proteinen zahlreiche unspezifische
Signale verursachten gereinigt, indem ein UberschuB an Antigen dazu verwendet wur-
de, deren Titer zu senken. Hierzu wurde eine 100 ml Ubernachtkultur Escherichia coli
M15[pREP4] angezogen und 10 min bei 2000Xg pelletiert. Das Pellet wurde in 20 ml
deionisiertem Wasser gewaschen, wiederum pelletiert und in 5 ml Wasser resuspen-
diert. Die Suspension wurde anschlieBend 10 min bei 95°C im Wasserbad inkubiert und

55



2. Material und Methoden

darauf 5 min auf Eis abgekuhlt. Zu diesem Bakterienlysat wurden 50 ml einer 1:1000
Verdinnung des APX1-Antiserums in 5% BSA in TBST, 0,02% NaNj3; gegeben und 4 h
bei 4°C leicht geschittelt. AbschlieBend wurde zweimal 20 min mit 6000Xg zentrifu-
giert und das Pellet jeweils verworfen. Die so erhaltene gereinigte Antiserenverdiinnung
wurde fir den Einsatz in Western Blot Analysen weiter verdinnt.

2.8. Bestimmung von Thiolen

Zur Bestimmung von Glutathion kam eine HPLC-Anlage der Firma Biotec-Kontron zum
Einsatz, bestehend aus

e HPLC Pumpsystem 322

e HPLC Pump 422

e HPLC Detector 335 (UV/Vis)

e Column Thermostat 482

e Column Thermostat Controller 402

e KromaSystem 2000 (Version 1.3) Auswerte- und Steuersoftware auf Basis von
Microsoft Windows NT 3.51

e Zorbax SB-18 (C-18 reversed phase, Rockland Technologies) Saule, 25 cm Lange,
4,6 mm Durchmesser

e Rheodyne-Ventil mit 20 ul Probenschleife

e 300 ul Reaktionsschleife fur Nachs&ulenderivatisierung

2.8.1. Probenvorbereitung fur HPLC

200 mg unter FlUssigstickstoffkiihlung zu einem feinen Pulver gemdrsertes Pflanzenma-
terial wurde in ein Eppendorfgefa eingewogen und mit 300 ul halbmolarer Salzsédure
extrahiert. Nach Sedimentieren der unléslichen Bestandteile durch Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit in einer gekihlten Tischzentrifuge (12000—13000Xg) wurde
der Uberstand vollstandig abgenommen, das Volumen bestimmt und die Probe durch
einen Filter mit 0,2 um PorengréBe gepresst um ein zu schnelles Verstopfen der HPLC-
Vorsaule zu verhindern. Um Aufarbeitungsverluste abschatzen zu kénnen wurden Wie-
derfindungsexperimente durch Zugabe verschiedener Mengen Cystein bzw. Glutathion
zu einzelnen Proben wahrend der Aufarbeitung durchgefiihrt. Die Extrakte wurden bis
zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert.
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2.8.2. Auftrennung und Quantifizierung mittels HPLC

Die Auftrennung erfolgte nach folgendem HPLC-Programm bei 1 ml/min FluBgeschwin-
digkeit:

e 11°40” konstant 100% A
e 01'20” Gradient auf 100% B
e 05’50” konstant 100% B

e 01°00” Gradient auf 100% A

Nach Durchlauf durch die S&ule erfolgte die Derivatisierung durch Zufuhr des Derivatise-
rungsreagenz in eine Mischkammer mittels einer Kontron HPLC-Pumpe 422 bei 1 ml/min
FluBgeschwindigkeit. Eine sechssekiindige Reaktionszeit wurde durch das nachfolgen-
de Durchlaufen einer Reaktionsstrecke mit einem Volumen von 300 pl sichergestellt.
Danach erfolgte die photometrische Detektion bei A=412 nm und Datenaufnahme Uber
eine serielle RS232-Schnittstelle. Die Auswertung wurde mit Hilfe der Software Kroma-
System 2000 durchgeflhrt; die Integrale der durch die Retentionszeit zu den entspre-
chenden Thiolen zugeordneten Signale wurden mit jeweils aus 5 Messpunkten gebilde-
ten Eichkurven in Beziehung gesetzt und auf nmol/g Frischgewicht zurlickgerechnet.

2.9. Ballistische Transformation

Fir transiente ballistische Transformationsexperimente wurde das Biolistic PDS-
1000/He System der Firma Biorad verwendet. Die Partikelkanone enthalt zwei durch eine
Berstscheibe gasdicht von einander getrennte Behélter, zwischen denen eine Druckdif-
ferenz aufgebaut wird, indem in den oberen Helium eingeleitet wird, wahrend der an-
dere evakuiert wird. Der Berstdruck ist durch die Dicke der Berstscheibe vorgegeben.
Wenn dieser erreicht ist, reiBt die Scheibe und durch die resultierende Druckwelle wird
der darunter befindliche ,Macrocarrier®, auf dessen Unterseite sich die mit DNA bela-
denen Wolframpartikel (“Microcarrier®) befinden, in Richtung auf die im unteren, evaku-
ierten Behalter aufgestellte Zellkulturplatte beschleunigt. Der Macrocarrier wird durch
ein Stoppnetz gebremst und die mit den DNA-Konstrukten beladenen Partikel werden
auf die Zellen geschleudert. Die Partikel durchdringen beim Auftreffen die Zellwande
und transportieren so die DNA-Konstrukte ins Zellinnere. Die Unterdruckkammer wird
vor jedem SchuB evakuiert, um den Luftwiderstand zu verringern und so méglichst eine
Verminderung der Partikelgeschwindigkeit und ein Erhitzen der Partikel zu verhindern.

Zellkultur Es wurden Beta vulgaris-Zellsuspensionskulturen verwendet, die in regel-
méaBigen Abstanden in frisches B5-Medium Uberfihrt wurden. Fir die ballistische
Transformation wurden die Zellen auf sterile Filterpapiere Gberflhrt, die auf B5-
Agarplatten (& 53 mm) aufgelegt wurden.
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2. Material und Methoden

Partikelpraparation Es wurden Wolframpartikel mit einer durchschnittlichen Partikel-
gréBe von 1.318 um (“M-20 Microcarriers®, Biorad) verwendet. 30 mg Wolfram-
partikel wurden in einem EppendorfgefaB mit 1 ml 70% Ethanol fir 20 s auf dem
Vortexer geschuttelt. Nach zehnmindtiger Inkubation wurden die Partikel 30 s bei
1.300 Xg zentrifugiert. Die Zentrifugation fand bei 4°C statt und die Zentrifuge lief
ungebremst aus. Der Uberstand wurde verworfen und die Partikel mit 500 pl steri-
lem A.bidest. gewaschen, indem sie 10 s auf dem Vortexer geschdttelt, anschlie-
Bend 10 min absetzen gelassen und wie bereits beschrieben zentrifugiert wurden.
Die sedimentierten Partikel werden mit 500 pl sterilem 50% (v/v) Glycerol versetzt
und auf dem Vortexer gemischt. Zur Beladung wurde pro BeschufB3 eine Gesamt-
menge von 1 ug Plasmid-DNA eingesetzt. Zum Einsatz kam jeweils eine Mischung
aquimolarer Mengen des fraglichen GFP-Konstrukts (s. Abb. 3.27 und 3.29) mit ei-
nem chloroplastidaren RFP-Kontrollkonstrukt 2.4.2 (s.S. 36). Die Partikel wurden
gut resuspendiert, je 9 ul in ein EppendorfgefaB tberflhrt und 1 pl der vorbereite-
ten DNA-L6sung (1 ng/ul DNA-Konzentration) unter Vortexen hinzugegeben. Die
Suspension wurde fir 15 min auf Eis gestellt und anschlieBend folgende Lésun-
gen nacheinander unter langsamem Vortexen hinzupipettiert: 9 ul 2,5 M CaCl,
(steril), 3,6 Wl 1,2 mM Spermidin (steril filtriert) sowie 18.2 ul absolutes Ethanol.
Die Partikel wurden nun 10 min in einem Eisbad inkubiert, anschlieBend fir 5 s bei
180 Xg sedimentiert und der Uberstand verworfen. Zuletzt wurden die beladenen
Partikel vorsichtig in 6,5 pl absolutem Ethanol resuspendiert und bis zum BeschuB
auf Eis gelagert.

BeschuB Alle verwendeten Teile wurden unter der Sterilbank mit Ethanol sterilisiert und
bereitgelegt. Die Partikelsuspension wurde mit sechs Impulsen bei maximaler Ein-
stellung sonifiziert (Sonopuls HD 60, Bandelin) und 5 ul wurden sofort unter der
Sterilbank auf vorbereitete Macrocarrier Gberfuhrt. Flir jeden BeschuB3 wurden Sto-
pnetz, Berstscheibe und Macrocarrier in die entsprechenden Halter eingesetzt und
in die Partikelkanone eingebaut. Der Petrischalenhalter, der die Agar-Platte mit
den B. vulgaris-Zellen aufnimmt, wurde in die dritte Stellung von oben eingescho-
ben, was 9 cm Entfernung vom Macrocarrier entspricht. Nach VerschlieBen der
Apparatur wurde der Raum unterhalb des Macrocarriers bis auf 25-Quecksilber
Unterdruck (entspricht 167 mbar) evakuiert und anschlieBend in den Druckzylin-
der oberhalb der Berstscheibe bis zum Auslésen des Schusses Helium eingepre Bt
(ca. 1350 psi entsprechend 93 bar).

Auswertung Nach einer zweitagigen Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur
wurden Proben der beschossenen Zellen auf einem Objekitrager in Glycerol
resuspendiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leitz DMIL, Leica) nach
Transformanten durchsucht. Folgende Filtersatz kamen zum Einsatz:

58



2. Material und Methoden

FITC Ex.:450-490 nm/Em.: 515 nm (Langpass) fir GFP
XF 137-2 Ex.: 540£30 nm / Em.: 585 nm (Langpass) fur RFP

Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer digitalen Kamera (ColorView 12, Olym-
pus) und der AnalySIS Bildverarbeitungssoftware (Version x.y, Soft Imaging Sys-
tem GmbH).

2.10. Computergestiitzte Analysen

Sofern im Text nicht anders angegeben wurden alle Computeranalysen mit dem Wiscon-
sin Package Version 10.2 der Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisc. auf dem
HUSAR 5.0-Server am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg durchgefiihrt.
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Wahrend der vorliegenden Arbeit wurden die wesentlichsten Enzyme des antioxidativen
Verteidigungssystems von Mesembryanthemum crystallinum kloniert. Im Hinblick auf die
Untersuchung der Regulation und des Zusammenspiels der einzeln Bestandteile dieses
gerade fur eine Pflanze mit den metabolischen Besonderheiten von Mesembryanthe-
mum besonders wichtigen Komplexes, sollten vor allem Grundlagen geschaffen wer-
den um die zuklnftige Richtung des Projektes ,Regulation des antioxidativen Verteidi-
gungssystems in Mesembryanthemum crystallinum wahrend der C3-CAM-Umstellung®
abstecken zu kénnen. Hierfir war es zum einen nétig cDNA-Sequenzen der beteilig-
ten Enzyme zu ermitteln, um Sonden fiir Northern Blot Analysen herstellen zu kénnen,
zum anderen sollten erste orientierende Expressionsanalysen durchgeflihrt werden. Im
einzelnen wurden eine Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase (PHGPX), eine
Cu/Zn-Superoxiddismutase (SOD), funf Isoformen der Ascorbat Peroxidase (APX), eine
Catalase (CAT), eine Glutathion Reduktase (GR), eine Monodehydroascorbat Redukta-
se (MDHAR), eine y-Glutamylcystein Synthetase (y-ECS, GSH I) sowie eine Glutathion
Synthetase (GS, GSH II) untersucht. Neue Sequenzinformation konnte fir die PHGPX,
die GR, die MDHAR, die y-ECS und die GS erhalten werden.

3.1. Klonierung der am antioxidativen Verteidigungssystem
beteiligten Enzyme

3.1.1. Klonierung einer Glutathion Peroxidase cDNA

Aufgrund von Sequenzhomologien zu Glutathion Peroxidasen anderer Spezies wurde in
den Sequenzdatenbanken ein partieller EST-Klon aus Mesembryanthemum crystallinum
identifiziert (Acc.-No. AA825080). Mit Hilfe dieser Information wurden ein degenerierter
(gpx1, sense) und zwei nicht degenerierte Primer (gpxrev und gpxrv2, antisense)
erstellt. Diese erzeugten in der RT-PCR Amplifikate, die nach Klonierung und Sequen-
zierung Uber BLAST-Analysen als Fragmente einer Phospholipidhydroperoxid Glutathion
Peroxidase identifiziert werden konnten. Nach Biotinmarkierung wurde das kurzere der
beiden Fragmente, hervorgegangen aus der Primerkombination gpx1 und gpxrv2, ein-
gesetzt um eine cDNA-Bank aus Blattmaterial zu durchmustern. Hierbei konnte nach Re-
plattieren und Vereinzeln positiver Phagenplaques ein positiver Klon isoliert werden, der
nach in vivo-Exzision und Sequenzierung des resultierenden Plasmids als Vollangen-
cDNA bestétigt werden konnte (“GPX-A2#3“, Acc.No. AJ250951, s. Abb. 3.2). Die er-
haltene Sequenz stellte sich jedoch als in 3’-Richtung um 59 bp kiirzer heraus als die
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3. Ergebnisse

des publizierten EST. Offenbar treten bei der Expression Unterschiede in der Lange
der 3’-UTR auf. Bei ndherer Betrachtung (s. Abb. 3.1) zeigt sich, daB das Polyadenylie-
rungssignal des EST durch ein weiteres 'G’, das in der isolierten cDNA nicht vorhanden
ist unterbrochen wird, so daB ein weiter in 3’-Richtung gelegenes Signal verwendet wird.
Da auch die Primerkombination gpx1 und gpxrev in der RT-PCR ein Amplifikat lie-
fert, dessen Sequenz mit Ausnahme des erwahnten 'G’ der des EST entspricht, werden
beide Polyadenylierungssignale in vivo verwendet.

801 GGGTTTTGTACGIATAA.AAAGCTGTGTITTACT.GAATATATTGCATATT 848

FEErrrrrrrrrr et rrrrrrrr e vert rrrr e e e
354 GGGTTTTGTACGTATAAGAAAGCTGTGTGTACTGGAATATATTGCATATT 403

849 ATGCTTTGGGCTCAAAAAAAAAAAAAAAARARA . . v v vt i iieinennn 881

FEETEETErrrd AN N
404 ATGCTTTGGGCTCTGTCTATAAAGCTTTATAAGGTGTTGTACTGGTTGGT 453

454 TATTGAAAATTATGGTTTCCCC 475

Abb. 3.1.: Unterschiede in der 5’-UTR der isolierten Glutathion Peroxidase cDNA (oben) und
eines bereits publizierten EST (unten); die mutmaBlichen Polyadenylierungssignale sind ein-
fach, der Primer gpxrev (antisense) doppelt unterstrichen

Das aus der Nukleotidsequenz abgeleitete Polypeptid besteht aus 170 Aminosauren und
hat eine berechnete Molekilmasse von 18,92 kDa. Der berechnete isoelektrische Punkt
liegt bei 7,11. Die Ergebnisse von Computeranalysen deuten nicht auf das Vorhanden-
sein eines Transitpeptids hin.

Die Sequenz des abgeleiteten Proteins weist groBe Ahnlichkeit mit Phospholipidhy-
droperoxid Glutathion Peroxidasen anderer Pflanzenspezies auf (80% Homologie zur
Glutathion Peroxidase aus Arabidopsis thaliana , 82% zu Spinacia oleracea). Wie fir
eine pflanzlichen Glutathion Peroxidase nicht Uberraschend, enthédlt das aktive Zen-
trum nicht wie bei den meisten verwandten Enzymen aus dem Tierreich Selenocystein
sondern unmodifiziertes Cystein. Beide Glutathion Peroxidase-Signaturen sind vorhan-
den und entsprechen mit den Motiven GKVLLIVNVASQCGLT und LAFPCNQF den in
der PROSITE-Datenbank publizierten Consensus-Sequenzen (Acc.No. PS00460 und
PS00763) fur diese in allen Enzymen dieser Klasse konservierten Bereiche (s. Abb.
3.3).
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1 - e o o oo o fomm - fommm - + 80
GCACGAGTCTCTCCTCAGAACCCTAACTGTTTCCTCTCCCTTGATTGGCTCAATTAAGCACTCATCCTCAATTCCAAAGC

81 ————————— Fom— Fmm Fm—————— Fm—————— Fo—— - e + 160

AGGTTCGAACACTCAATGGCTAGCCAGTCCACCGATCAGCCCAAATCCATCCACGACTTCATCGTCAAGGATGCTCGTGG
M A S ¢ s T D QQ P K s I H D F I V K D A R G

TAATGACGTGGATCTTAGCATCTACAAAGGGAAGGTGCTGTTGATTGTCAATGTTGCATCACAATGTGGTTTGACAAATT
N D VDL S I ¥ K G K VL L I VNV A S Q C G L T N S

321 ————————- Fomm R o o fom - fom fommmm + 400
CAAACTACCCAGAATTGACCAAGTTGTATGAGCAATACAAGGACAAGGGTCTGGAGATATTGGCATTTCCCTGCAACCAG
N Y P E L T K L Y E Q Y KD K G L E I L A F P C N Q

401 ————————- e e o R Fom - fom - e + 480
TTCGGCAACCAGGAGCCTGGGGACAATGAACAGATCATGGAGT TCGCATGCACTCGCTTCAAAGCCGAGTTTCCCATATT
F G N 0 E P GDINZEJO QTIMETFA ATCTI RT FIZ KA ATETF P I F

481 ————————= - - - - o Fo——— Fmm—————— + 560
TGACAAGGTTGATGTGAATGGTAGTAATGCTGCCCCAGTCTACAAATATCTGAAATCAAGCAAAGGCGGACTTTTCGGAG
D K v D Vv N G S N A A P V Y K Y L K S s K G G L F G D
& gpxrv2
561 ————————— Fom Fm— Fm—————— Fm—————— F——— t—— to— + 640
ATGGGATCAAATGGAACTTCACAAAGTTCCTTGTTGACAGAGATGGAAAGGTTGTTGATCGTTATGCACCAACAACTTICT
G I K W N F T K F L V D R D G K V V D R Y A P T T S

641 ————————- e e o o Fom - fom fommmm + 720
CCCGCTAGCATCGAGAAGGACATTAAGAAACTGATCGGCACCTCATGAAGACCTGGATTTTGTACCAGCTACGTTAATAG
P A S I E K D I K K L I G T S

721 ————————— e e o R Fom - fom - e + 800
CTGAGATATGATTCATACATATAAATAAGAGCATTTACAAACATCATCTCCCTATTTCGTTCATTGTGCTTTCTAGTTGC

801 ————————- e e o R Fom - fom e + 880
GGGTTTTGTACGTATAAAAAGCTGTGTTTACTGAATATATTGCATATTATGCTTTGGGCTCAAAAAAAAAAAARAAAAAA

Abb. 3.2.: Nukleotid- und abgeleitete Aminosduresequenz einer Phospholipidhydroperoxid
Glutathion Peroxidase cDNA aus M. crystallinum
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Abb. 3.3.: Alignment der Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidasen verschiedener Pflan-
zenspezies (Mesembryanthemum crystallinum , Helianthus annuus, Lycopersicon esculen-
tum, Oryza sativa, Pisum sativum); die Markierungen bezeichnen die Glutathion Peroxidase
Signaturen 1 und 2, bei eukaryontischen GPX-Polypeptiden hochkonservierte Bereiche, von
denen die Signatur 2 das aktive Zentrum des Enzyms beinhalted. Alle gezeigten pflanzlichen
Enzyme enthalten hier ein unmodifiziertes Cystein.

3.1.2. Klonierung eines Glutathion Peroxidase Gens

Durch Einsatz von Primern gegen das 5’- und 3’-Ende der kodierenden Sequenz des
cDNA-Klons (gpxpge fw und gpxpgerv) (s. Abschn. 3.1.1) konnte mittels PCR der ge-
samte kodierende Bereich des Glutathion Peroxidase-Gens aus genomischer DNA am-
plifiziert werden (Acc.No. AJ315976). Eine Analyse der Intron/Exon-Grenzen (Genscan-

63



3. Ergebnisse

Programm, HUSAR-Paket; Gap-Alignment von genomischer und cDNA-Sequenz) ergab
die in Abb. 3.4 und 3.5 dargestellte Verteilung.
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305

1301

305

1351

305

1401

35

¢

1451

ATGGCTAGCCAGTCCACCGATCAGCCCAAATCCATCCACGACTTCATCGT
FEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e el
ATGGCTAGCCAGTCCACCGATCAGCCCAAATCCATCCACGACTTCATCGT

CAAGGTTTGTTTTAAATTCATAATCCCTTGAAATTGAATTCCATTTTCCG
|

TATTTGGAACTTATGCAGGATGCTCGTGGTAATGACGTGGATCTTAGCAT

FEEEEEEE R e e e e e e e e e
................ AGGATGCTCGTGGTAATGACGTGGATCTTAGCAT

CTACAAAGGGAAGGTGCTGTTGATTGTCAATGTTGCATCACAATGGTATG
FEEEEEEE R et b e e e e e e e e e e e
CTACAAAGGGAAGGTGCTGTTGATTGTCAATGTTGCATCACAA. ... ...

ATTTGATTCAAAATATCATTTCAGAACTTTAGTCCATATTTCTGCAATTT

GTGCTGTGGTTTGACAAATTCAAACTACCCAGAATTGACCAAGTTGTATG

FEEEEEETE e e e e b e e e e e e e e e
....TGTGGTTTGACAAATTCAAACTACCCAGAATTGACCAAGTTGTATG

AGCAATACAAGGACAAGGGTAAGTTTGAGTACTTCATTTCTATTGGTTTA
[AERERERR RN
AGCAATACAAGGACAAG . « vttt e e e eenaiaeaeaanannnns

GTTCAGCTCCATGACTTCGGATCGCATGCTTAATTTTAGTATCGTAAATT

1501

368

1551

415

1601

465

1651

1801

486

1851

1901

521

1951

571

2001

621

2051

654

2101

654

2151

675

GCAGGTCTGGAGATATTGGCATTTCCCTGCAACCAGTTCGGCAACCAGGA

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e
.. .GGTCTGGAGATATTGGCATTTCCCTGCAACCAGTTCGGCAACCAGGA

GCCTGGGGACAATGAACAGATCATGGAGTTCGCATGCACTCGCTTCAAAG

FEEEETEE R e e e e e e e e e e e e e e e el
GCCTGGGGACAATGAACAGATCATGGAGTTCGCATGCACTCGCTTCAAAG

CCGAGTTTCCCATATTTGACAAGGTACTCTGTCCTGAATTAGTAGGTTTT
[ARRRRERE RN RN
CCGAGTTTCCCATATTTGACA . « v vt e e e e eeaenanaeaennnn

TCCTACTGGTGCATCAAAATGATTGCTCTTTTCCTCTTTTCTTTAGCTCT

TAACATTTTGATTACAGGTTGATGTGAATGGTAGTAATGCTGCCCCAGTC
FEEEETEE R E e e e e e e e e
““““““““ AGGTTGATGTGAATGGTAGTAATGCTGCCCCAGTC

TACAAATATCTGAAATCAAGCAAAGGCGGACTTTTCGGAGATGGGATCAA
FEEEETEE e e e e e e e e e e e e el
TACAAATATCTGAAATCAAGCAAAGGCGGACTTTTCGGAGATGGGATCAA

ATGGAACTTCACAAAGTTCCTTGTTGACAGAGATGGAAAGGTTGTTGATC
FEEEETEE e e e e e e e e e e e e e el
ATGGAACTTCACAAAGTTCCTTGTTGACAGAGATGGAAAGGTTGTTGATC

GTTATGCACCAACAACTTCTCCCGCTAGCATCGAGGTAAGATATTAAACA

FEEEEEEE R E e e e e e el
GTTATGCACCAACAACTTCTCCCGCTAGCATCG . « vt veeeeennn

CAARACAGCCCGIGTCCCCGTTTCAAGGATTGAATTTCTGATTGATTGTA

AATAACTAAATTATGTCTCCCCTTTTTGCAGAAGGACATTAAGAAACTGA
[ARERRERE RN RN
“““““““““““““““““ AGAAGGACATTAAGAAACTGA

TCGGCACCTCATGAAGACCCTGCAGACCTGTCTA 2184
(AREERRREN
TCGGCACCTCA. vttt it taeeaannnn 685

Abb. 3.4.: Sequenzalignment der genomischen (oben) und der cDNA-Sequenz (unten) der Phos-
pholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase aus Mesembryanthemum crystallinum (kodie-

rende Bereiche)
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| Gen | cDNA | Protein | Lange (AS) | MW (kDa) | pl | Lok. | % hom. |
At4g11600 | ABO01568 | 048646 | 169 18,61 6,59 | cyto 80
At2g31570 | U94495 004922 | 169 18,94 5,6 | cyto 65
AY044330
AY058187
At2g25080 | AY063024 | 081717 | 236 26,02 9,42 | chloro | 64
At4g31870 | — Q9S754 | 230 25,43 9,55 | chloro | 61
At3g63080 | — QoLYB4 | 173 19,33 9,28 | ER 61
At2g43350 | AY065372 | 022850 | 206 23,26 9,24 | mito 55
At1g63460 | — Q9SH32 | 167 19,07 5,11 | cyto 53
At2g48150 | — Q9SL86 | 171 19,41 9,05 | cyto 53

Tab. 3.1.: Zu GPX-A2#3 homologe Proteine in Arabidopsis thaliana ; der Homologiegrad bezieht
sich jeweils auf die reifen Polypeptide nach Abspaltung etwaiger Transitpeptide. Lokalisa-
tion: chloro=chloroplastidar, cyto=cytosolisch, mito=mitochondrial, ER=endoplasmatisches
Reticulum

| Antang (bp) | Ende (bp) | Lange (bp) |

1 54 54
919 995 77
1357 1418 62
1505 1623 119
1868 2035 168
2132 2164 33

Mesembryanthemum crystallinum
> 1l 1.
Arabidopsis thaliana

Abb. 3.5.: Exon/Intron-Verteilung innerhalb des kodierenden Bereichs des PHGPX-Gens aus
M. crystallinum. Zum Vergleich ist der entsprechende Bereich des homologen At4g11600-
Gens aus Arabidopsis thaliana dargestellt.

Eine Datenbanksuche (BLASTP) gegen die Arabidopsis thaliana Proteom-Datenbank
(MATDB, Munich Information Center for Protein Sequences http://mips.gsf.de)
ergibt acht signifikant ahnliche Eintrage (s. Tab. 3.1). Die bei weitem héchste Homolo-
gie zum Translationsprodukt der aus Mesembryanthemum crystallinum isolierten cDNA
weist das Gen At4g11600 aus Arabidopsis thaliana auf. Eine ndhere Untersuchung der
nicht prozessierten DNA-Sequenzen zeigt, daB die Gene beider Spezies aus sehr ahn-
lichen Exons aufgebaut sind, wahrend sich die Introns in Sequenz und Lange stark un-
terscheiden.
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3.1.3. Klonierung einer Monodehydroascorbat Reduktase cDNA

Zur Isolierung der Monodehydroascorbat Reduktase wurde von dem degenerierten Pri-
merpaar mdhar 3, sense und mdhar4, antisense, ausgegangen, mit dessen Hilfe in der
RT-PCR ein Fragment amplifiziert wurde. Dieses konnte nach Klonierung und Sequen-
zierung bei einer BLASTN-Suche gegen das pflanzenspezifische Subset der EMBL-
Datenbank anhand von Sequenzahnlichkeiten als Teil einer Monodehydroascorbat Re-
duktase identifiziert werden. Die so erhaltene Sequenzinformation wurde eingesetzt um
die fehlenden Teile des Transkripts mit Hilfe von 5’- und 3’-RACE-Technik zu erhal-
ten (verwendete Primer: mdho3, mdhi3, mdho5, mdhib5). Die resultierende Vol-
langensequenz (“MDHAR#9%, Acc.-No. AJ301553, s. Abb. 3.6) codiert fur ein Polyeptid
von 477 Aminosduren mit einem berechneten Molekulargewicht von 51,75 kDa und ei-
nem isoelektrischen Punkt von 6,8. Wie das Alignment (s. Abb. 3.7) zeigt, weist das
Produkt des identifizierten Transkripts aus Mesembryanthemum crystallinum groBe Ho-
mologie mit den Monodehydroascorbat Reduktasen anderer Pflanzenspezies auf (71%
identischer Aminoséuren zu P, sativum, 75% zu C. sativa). Auffallend ist, daB der Anteil
Ubereinstimmender Aminosauren zur Sequenz einer chloroplastidaren Monodehydro-
ascorbat Reduktase aus Arabidopsis thaliana mit 39%, wobei 5’- und 3’-Ende der lan-
geren A. t-Sequenz nicht bertcksichtigt sind, relativ niedrig ist.

1 - pommm - pomm - o o fommm fom fommmm + 80
ATTATTTATTATATAAATGCGCCCAACAACCAATCCCAATATCGCAGCTCCTCCGATTTTCTCTCTCTTCTCTCTCTGTC
M R P T T N P N I A A P P I F S L F S L C L

81 ————————— Fom Fm— tm—————— Fm—————— Fo——— F——— Fo——————— + 160
TCGCTCTCAGCTGCTCATTCTTTGCGCTTCGCTTCATCGATCGAAGGTCCACTAACTCCATTTCAATGGCGGAAAAGCAC
AL S C S F F AL RVF I DRI RS TN S I S M A E K H

161 ————————- fomm - Fomm - Fomm Fommm o o fommm————— + 240
TTTAAGTACATCGCTCTTGGTGGTGGCGTTTCCGGTGGATATGCCGCAAGAGAGTTTGCTAAGCAGGGTGTCCAACCAGG
F K ¥y I A L G G G V s G GG Y A A R EF A K QO G V Q P G

241 ————————- Fommmm e e Sttt o fommm Fom et + 320
CGAGTTAGCAATCATTTCTAAAGAAGCGGTGGCCCCTTATGAACGTCCGGCACTTAGCAAGGCATACCTCTTTCCAGAGG
E L A I I S K EA AUV AP Y ERUPATULS KA AY L F P E G

321 ————————- e Fomm o o fommm fom et + 400
GTACTGCTAGACTTCCTGGATTCCATGTTTGTGTAGGAAGCGGAGGGGAGAGACTTGTTCCTGACTGGTATAAGGAGAAA
T AR L P GF HV CV G S G GE®RTULV P DTW Y K E K

401 ————————— Fom Fm— Fm—————— Fm——————— Fo——— f——— e + 480
GGTATAGAGTTGATTCTGAGCACAGAAATAGTCAAAGCTGATCTTTCTTCAAAGTCTCTCACAAGTGCTAGTGGAGAAAT
G I EL I L s$ T E I V KADIL S S K S L T S A S G E I

481 ————————- e e o o Fommm fom e + 560
ATTTAAATATGACAACTTGGTCATAGCAACTGGTTCTACAGTCATAAAATTGTCAGATTTTGGTGTCCAAGGGGCTGATG
F K Y bD N L Vv I A T G S T V I KL S D F G V Q G A D A

561 -————————- Fommmm Fomm o R fommm fom fommm + 640
CTAAAAACATCTTCTATCTTAGAGAAATTGATGATGCTGATAAGCTTGTGGAAGCAATCAAAACTAAGAAGAATGGAAAA
K N I F Y L R E I DD A DK L V EA I K T K K N G K

641 ————————— Fomm— Fom Fm—————— Fm—————— Fo——— F——— e + 720

GTTGTGTTGGTTGGTGGAGGTTACATTGGGCTTGAGCTTAGTGCAGCAATGAGAGTCAATGATTTGGATGTCACTATGGT
v v L VvV G 6 6 Y I 6L EL s A A MRV NDIL DV T M V
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mdhar3 =
721 e - - - - - - - + 800
TTACCCAGAGCCCTGGTGCATGCCACGACTCTTCACTGCTGATATAGCAAAGTTCTATGAGGGTTACTACACTAACAAGG
y P E P W C M P R L ¥F T A D I A K F Y E G Y Y T N K G

801 ————————- e R o R fommm - fomm fommmm + 880
GAGTCAAAATTATAAAAGGAACAGTAGCGGCTGGATTCAGCTCCCATGATAATGGAGAGGTGARAGAAGTGCAGCTAAAG
vV K I I K G T V A A G F S S HDNGEV K E V Q L K

GATGGTAGGGTTCTGGCAGCTGATATTGTGGTGGTTGGCGTTGGTGGAAGGCCTCTTACAGCTCTGTTCAAGGGTCAGGT
b 6 R VvV L A A DTI V VYV GV G G R P L T ATLF K G Q V

961 ————————- Fo— Fem Fm—————— Fe——————— F——— f——— Fo—————— + 1040
TGCAGAGGAAAAAGGAGGAATTAAGACTGATGGATTCTTTAAAACAAGCGTCCCAGATGTATATGCTGTTGGTGATGTAG
A E E K G G I K T Db G F F K T s Vv P D V Y A V G D V A

1041 —————--—- tmmm e fmmm e fmmm s e B e tmmmmmm e + 1120
CCACCTTTCCACTGAAATTGTATGGTGAACTGAGAAGAGTTGAACATGTCGACCATGCCCGTAAATCTGCAGAACAGGCT
T F P L KL Y GELRT RVYVETHV VDU HA AT RTIEKTSATE Q A

1121 ————————~— t—————— t—————— t————— +-——————— - - - + 1200
GTGAAGGCTATCAAAGCTAGTGAGGAGGGAAAAGCAGTTGAGGAATATGACTACCTACCATACTTCTATTCTICGTGCTTT
vV K A I K A S E E G K A V E E Y D Y L P Y F Y S R A F
< mdhar4
1201 ————————- to——————— t————————— t——— t————————- e ————— e ————— t———————— + 1280
CGATCTATCTTGGCAGTTTTATGGGGATAATGTTGGAGATGCCGTTCTATTTGGTGATAATGACCCTGCATCATCACCAC
b L. s W o F ¥ G D NV GGD AV L ¥F GDND P A S S P H

1281 ————————— Fom Fem Fm—————— Fm——————— Fo——— R Fm——————— + 1360
ACAAGTTTGGTTCGTACTGGATCAAAGATGGGAAGGTTGTAGGAGCATTCCTAGAGAGCGGAACCCCAGAAGAGAACAAG
K ¥ G s Yy w I KD G K V V G A F L E S G T P E E N K

1361 —————-——- e tomm - e Htmmm—mm o pommmm o Hommmmm o fommmm o + 1440
GCCATAGCAAAGGTTGCTCGAGTCCAGCCCCCGGCTGACAGCTTGGAGCAGCTGTCGAAAGAAGGACTCACCTTTGCCTC
A'I A KV ARV QP P ADSLE QLS KZEGTULTF A S

1441 ————————— Fom Fomm Fm Fmm - - Fom + 1520
CAAGATCTGAACTTGATGATAATCTTTAGTTGGTGTCACGTCTCCATTGCTGTAATTGTGTCTCAATTTGTGTGATTGAT
K I

1521 ————————— Fom Fm—————— Fm—————— o Fo——— Fo— 1588

TTAGGAATACCCTGCATAATAATTTCGGGTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAA

Abb. 3.6.: cDNA und abgeleitete Proteinsequenz der Monodehydroascorbat Reduktase aus
Mesembryanthemum crystallinum ; die fur die RT-PCR verwendeten Primer sind gekenn-
zeichnet.
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Abb. 3.7.: Alignment der Monodehydroascorbat Reduktasen verschiedener Pflanzenspezies
(Mesembryanthemum crystallinum , Arabidopsis thaliana , Cucumis sativa, Pisum sativum)

3.1.4. Klonierung einer Glutathion Reduktase cDNA

Als erster Schritt bei der Isolierung einer fir Glutathion Reduktase kodierenden cDNA
aus Mesembryanthemum crystallinum wurde eine RT-PCR mit degenerierten Primern
(gr3, sense und gr4, antisense) durchgefihrt, deren Sequenzen anhand eines Ver-
gleichs der Peptidsequenzen verschiedener pflanzlicher Glutathion Reduktasen erstellt
wurden. Das erhaltene, 425 bp lange Amplifikat (gr3/4-14) wurde nach Reinigung und
Klonierung in pBluescript Il SK™ sequenziert und durch BLASTN-Suche gegen das
pflanzenspezifische Subset der EMBL-Datenbank als Fragment einer Glutathion Reduk-
tase identifiziert. Nach Biotinmarkierung wurde dieses Fragment als Sonde beim Durch-
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mustern einer cDNA-Bank eingesetzt. Hierbei konnte nach dreimaligem Replattieren und
Vereinzeln positiver Phagenplaques ein cDNA-Klon von 1822 bp Lange isoliert werden.
Nach in vivo-Exzision und Sequenzierung des resultierenden Plasmids lieB sich dieser
als Vollangen-cDNA eines Glutathion Reduktase-Transkripts aus Mesembryanthemum
crystallinum bestatigen (“GR5#3“, Acc.No. AJ400816, s. Abb. 3.8). Die Sequenz be-
sitzt ein offenes Leseraster, aus dem ein 461 Aminosauren langes Polypeptid resultiert.
Das berechnete Molekulargewicht fiir dieses Protein betragt 50,06 kDa; der berechne-
te isoelektrische Punkt liegt bei 6,13. Keines der verwendeten Vorhersageprogramme
(TargetP, PSORT [115, 42, 111]) liefert einen Anhaltspunkt flir das Vorhandensein eines
Transitpeptids, das Enzym ist dementsprechend als cytosolisch lokalisiert zu betrachten.
Ein Alignment der erhaltenen Aminosauresequenz mit anderen pflanzlichen Glutathi-
on Reduktasen (s. Abb. 3.9) 148t eine ausgesprochen hohe Homologie zwischen den
verschiedenen Proteinen erkennen. Der Anteil identischer Aminosauren liegt zwischen
72% (Arabidopsis thaliana ) und 81% (S. oleracea). Die Sequenz aus Mesembryanthe-
mum crystallinum weist die fir diese Enzymklasse typische FAD-Bindestelle (ADP-Tell
AS 17-47, Flavinteil AS 318-328) sowie das konservierte, cysteinreiche reaktive Zen-
trum (AS 60-70) auf.

161

241

321

401

641

721

————————— e A S A
GCACGAGGATTGATGGCGAAGCCGCGATGCAGAGCCAATCTAATGACGAAGACAACAACGCTCACTATGACTTCGACTTG
M 0 S O S N DEDNNAUH Y D F D L

————————— e T T
TTCGTCATAGGCGCCGGAAGCGGCGGTGTTCGAGCTGCTCGATTCTCAGCCAAATTTGGTGCCAAGGTTGGTATATGCGA
F v I G A G S GGV R ARAMAMRTESAZ KT FGA AZ KV G I C E

————————— R e S et
GCTCCCGTTTCATCCCATTAGTTCGGAAGTGATTGGAGGTGTTGGTGGAACATGTGTTATTCGTGGTTGTGTCCCAAAAA
L P F HP I $ S EV I GGV G G TOCUV I RGC V P KK

————————— e
AGATTTTGGTCTACGGCGCATCTTTCAGTGGTGAACTTCAGGATGCACGGAACTATGGATGGGAATTGAATGAAAATATT
I ..vYy G A S F S G E L Q DA RNY G W E L N E N I

————————— e R T s e e
GATTTCAATTGGAAAAAGCTTCTGCAGAAGAAGACAGACGAAATACTCAGACTTAATAATATTTACAAACGATTGTTIGTC
D F NW K K L L Q K K T DU ETIULURILDNIDNTI Y XK R L L S

————————— e T e A
AAATGCTGGGGTCAAATTGTATGAAGGGGAGGGARAGATAGTCAGTCCCAATGAAGTCCAAGTAACTCAGTTAGATGGCA
N A GV K L Y EGEGZ XK I VS PNZEUV QV T QL D G T

————————— e T
CCAAATTGTCTTATTCAGCAAAGCACATATTGATTGCCACTGGTAGCCGAGCCCAGCGTCCTGACATCCGCGGGCAGGAG
K L S Y S A K H I L I A TG S RAOQU RU®PDTI R G Q E

TTGGCAATAACTTCTGATGAGGCTTTGAGTTTAGAGGAACTCCCGAAGCGTGCTGTGATACTTGGGGGCGGGTACATTGC
L A I T S b E AL S L E E L P K R A V I L G G G Y I A

————————— e Rt s
TGTTGAATTTGCTTCCATATGGCGTGGGATGGGTGCAACTGTAGATCTGTTCTTCAGAAGGGAGCTTCCTTTAAGAGGCT
V EF AS I WR GMGATUVD UL FFRIRETLU®P L R G F

————————— e A A
TTGATGATGAAATGAGGGCTGTGGCTGCCAGAAATTTAGAAGGCAGGGGAGTTAATATGCATCCCAGGACTAATCTTACA
D DEM®RAVAARNIDNTILETGI R GV NMMUHEZPIRTNTILT

80

240

320

480

640
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GAGCTGGTGAAAACTGATGGTGGTATTAAAGTTCGTACAGATCATGGTGAAGAATTGATGGCAGATGTTGTGCTCTTTGC
E L v K T b G G I K Vv R T D H G E E L M A D V V L F A

GACTGGTCGTTCTCCAAACACGAAGAGGTTAAATCTGGATGCCGTTGGTGTCAACGTTGATAAAACAGGAGCTATTAAGG
T 6 R S P N TKUR L N L DAV GV N V D K T G A I K V

961 ————————- e e e Sttt R Fommm Fom fomm o + 1040
TTGATGACTATTCTCAGACCAGTGTACCGAGCATATGGGCTATTGGTGATGTTACAAACCGAATGAATCTCACTCCTGTT
D DY S QTS V&®P S I wWw=aISGDUVTNIZ RMMNTILT P V

1041 ————--———- fo— o o o fommm o fommm o fommm - + 1120
GCCTTGATGGAAGGAACTTGTTTTGCTAAATCACTATTTGGTGGCCAGCCAACAAAACCTGATTACAAAGATATACCTTG
A L ME G TCZFAZ KSTULTZF GG QP TZ XKUZPDZYIEKTDTI P C

1121 ——————m—— - A S S SR SR S + 1200
TGCAGTGTTCAGCATACCACCGCTTTCTGTGGTTGGTCTTAGTGAAGAGCAAGCAATAGAGCAATCAAATGGAGACGTTT
AV F S I P P L S v VvV G L s E E Q A I E Q S N G D V L

1201 —————m——— A A S S A A S —— + 1280
TGGTTTTCACGTCATCATTCAATCCAATGAGGAATACTATCTCACAGCGGCAAGAAAAGTCTGTTATGAAGCTTGTTGTC
vV F T sSs S F NP MU®RNUNTTI S QR QEK SV MZ KLV V

1281 —————-——- tmmm s tmmm e R e e e tmmmmmm e + 1360
GATGCTGAGACAGATAGAGTTCTTGGAGCGTCCATGTGTGGGCCAGATGCACCTGARATTATGCAAGGAATTGCTGTAGE
D AETDU RV VILGASIMMTCG?PTDATPTETIMS QG GTIA AV A

1361 ————————- e tomm - e tmmmm—m o ommmmm o ommmmm o fommmmm o + 1440
TCTGAAATGTGGAGCAACAAAGGCACAGTTTGATAGCACGGTATCTCGATAATTCTCTTCTACCTCTGGCATAAATAGTT
L K C GA T KA AQ QTFD S T V S R

1441 ——————m—— N —— A S S S - S + 1520
CTTGGCCTTCCCCGTTCTCTTGTACTTCCTCGATCTCCTGCTAATCCGTGATTATTTAAATATGATGTGAAGACATAGGA

1521 —————-—m- fmmm e fmmm e fmmm s e B e tmmm e + 1600
GGTGGGAGTTAAGGGGGCAAAGGAGGCCTGATAGGTTCAACT TATGAGTGAGAGAGAAAACARAGAGGATTGCAATGGCA

1601 —————-——- fmmm e fmmm s fmmm s e B e tmmmmmm e + 1680
GTGCCTCACAGCATTAGTGGGCAGAGGAGGATATGGTTGTGGTCCATGAGAATTGTTGTGTTAGATGTTGGGAAAGGAGG

1681 ————————— Fom Fm— Fm—————— e F——— f——— e + 1760

1761 ————————- e tomm e e Hmmm +-— 1822
CAAGTTTATTGCAAGTATGAGTGGTTATGATATTGATAATGAAAGAARAARAAAAAAAAARA

Abb. 3.8.: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz einer Glutathion Reduktase cDNA aus
Mesembryanthemum crystallinum ; die fir die RT-PCR verwendeten Primer sind eingezeich-
net.
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Abb. 3.9.: Alignment der Glutathion Reduktasen verschiedener Pflanzenspezies (Mesembryan-
themum crystallinum , Arabidopsis thaliana , Pisum sativum, Spinacia oleracea); die mar-
kierten Bereiche kennzeichnen fir Glutathion Reduktasen typische Doméanen, ADP- und
Flavinteil der FAD-Bindestelle(1 und 3), sowie das redoxaktive Zentrum (2) mit zwei Cystei-
nen

3.1.5. Klonierung einer y-Glutamylcystein Synthetase cDNA

Bei der Klonierung einer y-ECS cDNA wurde von einem 408 bp langen Fragment ausge-
gangen (A. Haag-Kerwer, 1998), das von den degenerierten Primern degecs—-sense?2
und degecs—-antisl eingeschlossen wird. Nach Biotinylierung wurde dieses Frag-
ment zur Durchmusterung einer blattspezifischen cDNA-Bank eingesetzt. Nach drei-
maligem Replatieren und Vereinzeln positiver Phagenplaques konnte ein Klon isoliert
werden, der nach in vivo-Exzision und Sequenzierung des resultierenden Plasmids als
in 5’-Richtung unvollstandige y-Glutamylcystein Synthetase cDNA (“YECS-A2#7) von
1200 bp Lange identifiziert werden konnte. Die fehlende Sequenzinformation wurde un-
ter Verwendung der Primer ecs5out und ecs5nest mittels 5’-RACE-Technik (Ge-
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neracer, Invitrogen) ermittelt. Die Vollangensequenz der y-Glutamylcystein Synthetase
aus Mesembryanthemum crystallinum umfasst 2099 bp und besitzt ein offenes Leseras-
ter von Basenpaar 185 bis 1685, das fir ein 510 Aminosauren langes Polypeptid ko-
diert (s. Abb. 3.10). Die berechnete Molekilmasse flr das Produkt betragt 57,79 kDa
und der isoelektrische Punkt sollte bei 5,32 liegen. Computergestitzte Vorhersagen ge-
ben keinen Anhaltspunkt fir das Vorhandensein eines Transitpeptids, das Protein ist
offenbar im Cytosol lokalisiert. Im Alignment mit verschiedenen anderen pflanzlichen
v-Glutamylcystein Synthetasen ist eine hohe Homologie zwischen den einzelnen Prote-
inen zu erkennen (s. Abb. 3.11). Der Anteil identischer Aminosauren betragt zwischen
72% (Arabidopsis thaliana ) und 79% (L. esculentum).

1 - o o o o o Fo— o + 80
CCAGCTCCTCTCTCTCTTTCTCTCTCTCTTTCTCTCTCGTTCTCACTCTCTACTTTCCTCTGTCACTTACAGACACTEXX
Stop
81 —-——————— o t———— t———— +————— —t—————— o ————— o + 160
AAGCAAAGAGGAAACGACGCCACAAACCTAGGCGTTCTTTCAATCGCCEXXACAAACCAAATTCCAGGTATATCTATGGC
Stop M A
161 -——————— R o o o o Fo— o + 240

ACTTATCTACAAGACAGGGGTTCCATTTACTGTTCACTCTGAGACAGTCCTATGTGAAGCAAAATGCAAGGATATTTGTG
L 1T vy x T 6 v P ¥F T vVH S E T VvV L C E A K C K D I C V

241 ————————- Fomm R o R Fommm - fomm fommmm + 320
TCAATCCATCTTCTTTGTCATGGAATTCTGTCAAGAAAACAAAGACTITGTGCTTAGATACTATTGGTAAAGGGCGGGCA
N P S S L S WN SV KZ K TI KTTULCULDTTI G K G R A

321 == Fom Fm— Fm—————— Fm——————— F——— f——— Fm——————— + 400
CGTGGCTCTTGCACTGTTGTTGCCGCAAGTCCTCCTACAGAGGATGCTGTGTCTACAGAGCCACTTACTAAACAGGATCT
R G s ¢ T VvV AAS P P TEDA AUV S TEU®PULTK Q D L

401 ————————— Fom Fmm Fm—————— Fm——————— F——— fo——— e + 480
TGTGGAATATCTTGCATCTGGATGCAAACCTAAAGAAAATTGGAGAATAGGCACAGAACATGAGAAGTTTGGTTTTGAAT
vV EY L A S G C K P K E N W R I G T EHE K F G F E F

481 ————————- Fommmm e o R fommm Fom e + 560
TTGGAACTTTACGGCCCATGAAATATGAACAAATAGCTGAGTTGCTCAATGGTATTGCTGAGAGATTTGATTGGGATAAA
G T L RP MK Y E Q I A E L L NG I A EURTF D W D K

561 ————————- e e Fomm o fommm - fommm fommmm + 640
GTATTGGAAGGTGACAATATAATTGGACTCAAGCAGGGGAAGCAAAGTATATCACTAGAGCCTGGCGGTCAATTTGAACT
vV L E GG D N I I G L K Q G K Q S I s L EP G G Q F E L

641 ————————— Fom Fom Fm—————— Fm——————— Fo——— f——— Fm——————— + 720
CTCTATGGCACCTCTTGAAACACTGCATCAAACATGTGCTGAAGTTAATTCTCACCTCTACCAGGTCAAAGCTGTTGCAG
S M A P L E T L H Q T C A E V N S H L Y Q V K A V A E

721 ——mm————— Fe——————— Fo——————— Fm——————— - o o Fm——————— + 800
AAGAAATGGGAACTGGATTTTTAGGGATTGGTTTCCAGCCCAAATGGAAACGCGAGGACATCCCAAATAATGCCCAGGGA
E M G T G F L G I G F Q P K W K R E D I P N N A Q G
degecs-sens2 =
801 -————————— te——————— - - +——— +—— - t—————— + 880
AGATATGAGATTATGAGGAACTACATGCCCAAAGTTGGCTCCCTTGGACTTGATATGATGTTCAGAACATGCACAGTGCA
R ¥y £ I M R N Y M P KV G S L G L DM MVF R T C T V Q

881 -————————- e Fommm o R fommm Fom fommmm + 960
GGTTAACTTGGATTTTAGTTCTGAAGCGGACATGATTAGAAAATTTCGTGCTGGTCTCGCGTTACAACCTATAGCAACTG
V NL DF S S EADMTIU®RIEKT FIRA AGTLA ATLOQZ&PTI AT A

961 ————————- Fom Fo— Fm—————— e F——— f——— Fo——————— + 1040

CGTTGTTTGCAAATTCTCCTTTCAAGGAAGGAAAGCCCAATGGTTATCTCAGTATGAGAAGCCATATTTGGTCTGATACG
L F AN S P F K E G K P N G Y L S M R S H I W S D T
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1041 ————————— A A S S SR S S + 1120
GATAACAATCGTGCCGGGATGCTTCCCTTTGTTTTTGACGATTCTTTTGGGTTTGAGCAATATGTGGATTATGCTCTTGA
D NN R A G M L P F V F D D S F G F E Q Y vV D Y A L D

1121 ————————— - tm——————— tm——————— tm——————— - - F——————— + 1200
TGTACCCATGTACTTTGTTTATCGCCAGAAAAGATATGTTGATTGTGCTGGATTGTCCTTTCGGGATTTCATGGAAGGCA
v p MY F VY R Q K R Y VD CA G L S F R D F M E G K
< degecs-antisl|
1201 -————————-— - t—————— - to————— t—————— to—————— to—————— + 1280
AACTTCCCGTGCTTCCTGGGGAGTTGCCAACGCTAAATGACTGGGAGAATCATCTGACAACCATATTCCCTGAGGTTAGG
L p VL P G E L P T L NDWENHULL T T I F P E V R

1281 —————--—- tmmm e tmmm s R T e e tmmmmmm e + 1360
TTGARGAGGTATTTGGAGATGAGAGGTGCTGATGGTGGACCGTGGAGGAGATTGTGCGCATTACCGGCATTCTGGGTTGG
L K R Y L EM R G A D G G P W RUR L C A L P A F W V G

1361 ————————— Fo— Fm— Fm—————— e F——— R e + 1440
TTTGCTATATGATGAGGATTCTTTACAAAGTGTCTTGGACATGATAGCTGATTGGACCACGGAAGAAAGAGAAATGCTAA
L LY D EUIDSUL QS VL DMTIADWTTEEIREMMTL R

1441 ——————m—— - A S S A - S + 1520
GAARATAAGGTACCAAAACTAGGTCTCAAAACTCCATTTCGAGATGGATACCTGCGACATGTTGCAGAGGATGTTCTAAAA
N K VP K L G L K TP FRUDGT Y LRUHVYVATETDV L K

1521 —————-—m- tmmm e fmmm e fmmm s e R e tmmmmmm e + 1600
TTGTCAAAGGATGGCTTAGAAAAGAGGGGCTTCAAGGAGGTTGGATTTTTAAATGAAGTGGCTGAAGTGGTCAGAACAGG
L S XKDGJILETZ KT RTGTFTZ KTEVGTFTILNEVATETVV R T G

1601 —————-——- b fmmm s tmmm e e B e tmmmmm e + 1680
TGTAACCCCAGCTGAGAGGCTTCTGGAGATGTATGAGGGGAAGTGGGGACARAATGTGGATCCAGTGTTTGAGGAGTTGC
v T Pp A E R L L E M Y E G K W G Q N V D P V F E E L L

1681 —-————————— - - - - o o - + 1760
TCTACTAGAACATTGGATTCTACCGGCAAACAGCACATAGTCAATAATGCTCTGTGCAGATTGAGAGGTTCCTGGATATT
Y
1761 -———————- o o to———— o o o Fom—— + 1840

1841 ————————— A A S S S A S + 1920
GAGTTGCTGCTTACATGGACGTTGGTATAACTTGTCTTTTTTTTCTTTTTTCTTTTTCTCCTCATCTTAAAGCTGACACA

1921 —————--m- tmmm s fmmm s R T e R tmmmmmm e + 2000
AGGGCGAAAATAGTGACATCTCATTGGATAGGTACTTACTATGGATCAATTTCTCTGTCCCCCTAATTTGGGGTTTGGCC

2001 ———-————— tmmm s fmmm s R T e R tmmmmmm e + 2080
AACACTCTTGTATGCTGATCAACACTTCCTCACTTCTTGGTGCTCTAGTTGCTGAAATAATATGGCAAACAATTTTACTC

2081 e T 2099
AAAAAAAAAAAAAAAAARA

Abb. 3.10.: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz einer y-Glutamylcystein Synthetase
cDNA aus Mesembryanthemum crystallinum . Der Ubersetzte ORF beginnt mit dem ersten
Methionin der Sequenz und endet mit dem Stopcodon , TAG“ an Basenpaar 1686. In der
5°-UTR befinden sich zwei Stopcodons vor dem Beginn des ORF.
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3. Ergebnisse

(Generacer-Kit, Firma Invitrogen) ermittelt. Die fir die RACE-PCR eingesetzten genspe-
zifischen Primer bzw. nested Primer flir 5’- und 3’- waren gs5out und gs5nest sowie
gs3out und gs3nest. Die nach der nested PCR erhaltenen Amplifikate wurden in den
Vektor pCR4TOPO kloniert, sequenziert und wiederum durch Datenbankanalyse sowie
Alignment der Uberlappenden Bereiche mit dem bereits bekannten Fragment identifi-
ziert. Aus dem offenen Leserahmen der Gesamtsequenz, der sich von Position 89 bis Po-
sition 1588 der cDNA-Sequenz erstreckt, 1aBt sich ein Polypeptid von 500 Aminosauren
Lange ableiten. Das berechnete Molekulargewicht des Proteins betragt 55,65 kDa und
der isoelektrische Punkt sollte bei 6,34 liegen. Das Alignment der abgeleiteten Protein-
sequenz zeigt eine hohe Homologie mit den Sequenzen anderer pflanzlicher Glutathion
Synthetasen, insbesondere im Bereich zweier hochkonservierter glycinreicher Doméa-
nen (s. Abb. 3.13). Der Anteil identischer Aminos&uren betragt tber 60%. Eine Analyse
mit den Vorhersageprogrammen des ,Center for Biological Sequence Analysis*“, Lyngby
(Danemark), TargetP, ChloroP und SignalP [115, 42] sowie PSORT [111] ergibt, daB ein
N-terminales Transitpeptid von 56 Aminosauren Lange existiert. Diese Vorhersage grun-
det sich jedoch ausschlieBlich auf die Anwesenheit einer wahrscheinlichen Schnittstelle
an der entsprechenden Position (hoher “C-Score” von 0,839 bei SignalP), wahrend die
tatsachliche Anwesenheit eines Transitpeptids vor derselben nicht sicher vorhergesagt
werden kann (niedriger durchschnittlicher “S-Score“ von 0,162). Eine genauere Aussage
Uber die Kompartimentierung der Glutathion Synthetase 1aBt sich anhand dieser Analy-
sen nicht treffen. Die h6chsten Wahrscheinlichkeiten wurden von PSORT fir eine va-
kuolare oder cytosolische Lokalisierung des Enzyms berechnet.

1 - Fom Fm— Fm—————— Fm——————— F——— f——— e + 80
ATCGATTAAACCCAACTCAAATTATTCCTTCATCAATCTCTCAACGTGTTCCATTCACCCACATCTCCCAGGTTTCGCCA

81 ————————— Fo— Fm— Fm—————— Fm——————— F——— f——— e + 160
ACACAACCATGTCCTCACTTGTGCCATTGAATGCAGCAAAAGTCGATTCCATTGAAGCTCATCAAGAAATTTCAAAAGAA
M s s L v P L NA A K VD S I E A H QE I S K E

161 ————————- fomm - Fomm - Fomm Fommm - o o fommm————— + 240
CCCATCTTCGATCCTCATGGGGGTGACCCTAATTTGATTCAAAAAGTTGCTTATGATGCTTTAGTTTGGGTGTCTCTTCA
P I F D P HG G D P N L I Q KV A Y DALV W V S L H

241 ————————- b o o oo pomm - o fommm - + 320
TGGGCTGGTGTTGGGTGATCGAGCAAGTGCAGGGAGATCAGGGACAGTTCCTGGAGTTGGGATGGTTCATGCCCCAGTTT
G L VL GDU RASA AGT RS G TV P GV G MV HAP V S

321 -———————- pommm - o pomm - oo pomm - pomm - fommmm - + 400
CGCTGTTGCCTGCGCCATTCCTTGAAAGTAACTTGAGACAAGCATGTGAATTAGCTCCTATTTTCAATGAACTGTTTGAT
L L P AP F L ESNTUILI RGOQATCETLA AZPTITFNTETLTF D

401 ————————— Fomm— Fm—————— Fm—————— Fm—————— Fo——— f——— Fo——————— + 480
CGTGTGAGCCTTGAATGCAAAGTTTTTTCAGGACTCACTGCAAGAACTAAGAAAGCTGATGAGTTCACCTCGAGATTGTT
RV SsS L E C K V F S G L T A RTXK KA ADEF T S R L L

481 ————————— Fom Fmm Fm—————— Fm——————— Fo——— F——— Fo—————— + 560
AGACATTCACTCAAAGATGATAGATATTAATAAAACAGAGGAAATTCGATTGGGTTTACACCGCTCAGATTACATGCTTG
b I H S KM I D I N K TEETIRUL G UL HUR S D Y M L D

561 -————————- e e o o Fommm - fom fommmm + 640

ATGCACAAACCAAGTTGCTTCTCCAAATAGAGTTCAACACAACCTCGTGTTCTTTTCCTIGGGCTCACTTTCTCTTTGGTC
A o T K L L L.¢ I E FF N T T s C S F P G L T F S L V
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3. Ergebnisse

641 ————————- Fom Fm— Fm—————— Fm——————— F——— R Fm——————— + 720
AGTGAACTTCACAGGAGCTTGCTTAGTCACTATGGAAGCCAGCTTAAATTAGACTTTAAAAGAGTCCCTGAAAACACAGC
s EL HR S L L S HY G S QUL K L DF KRV P EN T A

721 Fem Fm— Fm—————— Fm——————— Fo——— f——— Fo——————— + 800
TATTCTAAAGTTTGCGAACGCGTTAGGTGAAGCTTGGAGAGAGTACAATAATCCAAGGGCTGTAGTTCTGGTTGTTGTTC
I L. K F A NA L G EA AW R E Y NN P R AV V L V V V Q

801 ————————- e R e Sttt o fommm fomm fommmm + 880
AACCTGAGGAACGCAACATGTACGACCAGCATTGGCTTTCTGCTGTATTGAAGGAGAGACATGGTGTTATATCTATCAGG
P EERDNMYD QH WL S AV L KEU RUHGV I S I R

881 ————————- e e o R Fommm fom fommmm + 960
AAAACATTAGCTGAAATTGATGCAGAGGGAAAGATACTGCCTGATGGGAGGACACTTGCTGTAAGTGGGGAAGAAGTTGC
K T L A E I DAEGI K I L P D GURTTULAV S G E E V A

961 ————————- Fom Fm— Fm—————— e Fo——— f——— e + 1040
AGTAGTGTATTTTAGAGCTGGGTATGCACCTACTGATTATCCTTCTGAGTTGGAATGGAAAGCAAGACTATTGATTGAGC
vV vY F RAGYAUPTD Y P S E L EW KA AU RTULULTIE Q

1041 ————————— A A S S SIS A S + 1120
AGTCATCTGCTGTAAAGTGTCCATCAATTGGATACCATTTAGCAGGTACCAAAAAGATTCAGCAAGAGCTTGCAARACCG
S S AV KOC?P S I G Y HTULAGTT KT XKTIOQOQTETLA ATZKP

1121 ————————- tmmm s fmmm s R T e e tmmmm e + 1200
AATGTACTTGAGAGGTTTCTGGATAACAAAGAAGACATTAGCAAGCTTCGGAAATGCTTTGCTGGCCTGTGGAGCTTAGA
N VL ERT FTILODI NI KTET DTISI KTILTZ RTEKTECTFA AGTL®W S L D

1201 —————-——- tmmm s tmmm s R e e e tmmmm e + 1280
TGATTCTGAAGTTATTTCAGATGCAATGGAAAGACCTGAGCTGTATGTGATGAAACCACAAAGAGAAGGCGGAGGAAACA
bp s g v 1 s bA M EUR?PEIL YV M K P Q R E G G G N N

1281 ————————— Fom Fm— Fm————— Fm—————— Fo——— R e + 1360
ACATTTACGGTAATGATGTGAGGGACACCCTGCAAAGAATACAGCAGGGAGGAACAGAAGAAGACGCTGCTGCATACATC
I Y G N DV RDTUILQQURTI Q QG G T EZET DA A AA A Y I

1361 ————————— Fom Fom Fm—————— e Fo——— f———— Fm——————— + 1440
CTCATGCAAAGGATTITTITCCTACTGTTTTTCCAGCACTTCTAATACGAGAAGGAAGGATCCACAAAGATCATGCTATATC
r »~» ¢ R I F p T V F P A L L I R E G R I H K D H A I S

1441 ————————- tmmm e fmmm s R e e e tmmmmm e + 1520
AGAGCTGGGGATATATGGTGCTTATTTGAGAAACAAAGCCAAGATTATCTTAAATGAGGAATGTGGTTACTTGATGCGGA
E L G I Y GA Y L RNJI KA ATZKTITITILNTETETCGTYTL MTZ RT

1521 —————-—m- tmmmm s fmmmm s tmmm s T e e tmmmm e + 1600
CAAAAGTCGCTTCATCAAATGAAGGTGGGGTTGCAGCTGGTTTTGCCGTCTTGGACAGTTTATATTTGAGTTGATGCCTT
K vwaAaAS S NE G GV A A G F A V L DS L Y L

1601 ————————— Fom Fmm— Fm—————— Fm—————— Fo——— Fo———— Fm——————— + 1680
GAAGAAATAAGTTATGGCCGATAAAGGTTGACATAGACAGATGCATCAATAATGCATGGTTAACCTAGTTGAGCTTGGCT

1681 —————-——- b fmmm s tmmm s e e R tmmmmm e + 1760
GCAGAACTGAACAGAGAAATAAGAACATGAAACTCAAGAGAGTGCCATCTCTTGCCAGCTGATGGGAAAGAGCAAACCTC

1761 —————-——- b fmmm s tmmm s e e R tmmmmm e + 1840
TGGAGGATATTTACTTTTTTGTTTTTTTTGGTGCAAACCTCTGGAGGATAATTTGTATCAACATTATCATCATAAAAGAT

1841 ————————- Fo—— Fo————— Fom o 1886
TGAAATTGGACTGGTATTTGAGAACCAAAAAAAAAAAAAAAAARAAR

Abb. 3.12.: Nukleotid- und abgeleitete Aminoséduresequenz einer Glutathion Synthetase cDNA
aus Mesembryanthemum crystallinum
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3. Ergebnisse

3.2. Expressionsanalysen zu den Enzymen des antioxidativen
Verteidigungssystems

3.2.1. Expression der Cu/Zn-Superoxid Dismutase

Beim Vergleich salzgestresster M. crystallinum-Pflanzen mit ungestressten Kontroll-
pflanzen im Northern Blot zeigt sich, daB die Transkriptmenge der Cu/Zn-Superoxid Dis-
mutase zum einen bei den salzbehandelten Pflanzen am Vormittag und frihen Nach-
mittag héher ist, jedoch gegen Abend starker abgenommen hat. Zum anderen unter-
liegt sie einem diurnalen Wechsel mit einem Maximum bei 14-16h (s. Abb. 3.15 und
3.14). Die verwendete Sonde wurde durch PCR aus einem Plasmid hergestellt, das die
Cu/Zn-Superoxid Dismutase mit der Acc. No. AF034832 enthielt. Die hierflr eingesetz-
ten Primer (czsodfor, sense und czsodrev, antisense) lieferten ein 288 bp langes
Produkt, das nach Biotinmarkierung fur die Detektion des Northern Blots eingesetzt wur-
de. Aus Abb. 3.14 geht auBerdem hervor, daB3 sowohl Salzbehandlung, als auch Mangel
an CO»zu einer Induktion der Cu/Zn-Superoxid Dismutase fihren, wobei die Behandlung
mit Natriumchlorid schneller zu einem Anstieg der Transkriptmenge fuhrt als Kohlendi-
oxidmangel.

K K CcM S KCM S KCM S K CM S

T
p——— L L e JREERR

8h 12h 14h 16h 18h

Abb. 3.14.: Northern Blot-Analyse der Expression von Cu/Zn-Superoxid Dismutase in M. cry-
stallinum-Pflanzen die mit 400 mM NaCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wurden, bzw.
CO,-Mangel ausgesetzt waren (CM), im Tagesverlauf. Zum Abgleich der eingesetzten RNA-
Menge wurden Vergleichshybridisierungen mit einer Sonde gegen 18S rRNA durchgefihrt.

K 7S K S
bl L T T N
S sop

9h 12h 14h 16h 21h

Abb. 3.15.: Northern Blot-Analyse der Expression von Cu/Zn-Superoxid Dismutase in M. cry-
stallinum-Pflanzen die mit 400 mM NacCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wurden im
Tagesverlauf. Zum Abgleich der eingesetzten RNA-Menge wurden Vergleichshybridisierun-
gen mit einer Sonde gegen 18S rRNA durchgefihrt (nicht gezeigt).
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3. Ergebnisse

3.2.2. Expression der Ascorbat Peroxidase

3.2.2.1. Transkriptebene

M. crystallinum-Pflanzen im salzinduzierten CAM-Zustand wurden im Vergleich mit nicht
gestressten Pflanzen im C3-Zustand zu unterscheidlichen Zeitpunkten auf ihren Gehalt
an Ascorbat Peroxidase-Transkript hin untersucht. Die verwendete biotinmarkierte Son-
de ging aus einer PCR mit den Primern asxcodsn und asxcodas und der cDNA des
APX1-Transkripts als Templat hervor. Das 266 bp lange Produkt ist in der Lage mit al-
len bekannten Isoformen der Ascorbat Peroxidase zu hybridisieren, bei den gewahlten
Stringenzbedingungen (70% Homologie) wird jedoch, wie sich aus der Lage des erhal-
tenen Signals im Vergleich mit den Signalen isoformspezifischer Sonden[24] schlieBen
laBt, nur die cytosolische Isoform 1 detektiert. Auch eine Uberlagerung des Signals mit
den Banden der &hnlich groBen cytosolischen Isoformen 3 und 4 ist bei einer Homologie
von 62% (APX3) bzw. 65% (APX4) im entsprechenden Bereich unwahrscheinlich.

Es zeigt sich, daB die Expression des APX1-Transkripts durchweg bei den Kontrollpflan-
zen deutlich héher ist, als bei den gestressten Pflanzen. Weiterhin ist sowohl bei Kontrol-
le als auch bei salzbehandelten Proben ein Anstieg der Transkriptmenge am Mittag und
Nachmittag im Vergleich zu Vormittag und Abend zu verzeichnen. Das auffallig schwa-
che Signal der 16h-Kontrollprobe ist mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Artefakt, das sich
bei einer Widerholung des Versuchs im fraglichen Zeitraum mit héherer zeitlicher Auflo-
sung nicht reproduzieren lieB (nicht gezeigt).

S K S K S K S K S K

10h 12h 16h 18h 22h

Abb. 3.16.: Northern Blot-Analyse der Expression von Ascorbat Peroxidase in M. crystallinum-
Pflanzen im Tagesverlauf, die mit 400 mM NaCl (S) bzw. mit Leitungswasser (K) gegossen
wurden. Zum Abgleich der eingesetzten RNA-Menge wurden Vergleichshybridisierungen mit
einer Sonde gegen 18S rRNA durchgefihrt (nicht gezeigt).

3.2.2.2. Proteinebene

Es wurde ein Antiserum gegen die bakteriell Gberexprimierte Ascorbat Peroxidase Iso-
form 1 aus Mesembryanthemum crystallinum [24] eingesetzt um Westernblot-Analysen
an Proteinextrakten aus unterschiedlich behandeltem Blattmaterial durchzufihren. Das
Antiserum sollte aufgrund der Homologie der verschiedenen Isoformen zueinander mit
hoher Wahrscheinlichkeit mit allen Ascorbat Peroxidasen Kreuzreaktion zeigen. Wie in
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3. Ergebnisse

Abb. 3.17 zu erkennen ist, detektiert das verwendete Antiserum mindestens vier unter-
schiedliche Proteine. Hier wurden Proteinproben von Pflanzen im salzinduzierten CAM-
Zustand, sowie von Pflanzen, die CO,-freier Luft ausgesetzt waren Proben von Kontroll-
pflanzen gegentbergestellt; die Probennahme erfolgte jeweils um 16h. Die einzelnen
Spuren des Gels wurden mit jeweils gleichen Proteinmengen beladen. Es werden drei
Signale im Bereich um die 30 kDa — vermutlich cytosolische Isoformen — und ein wahr-
scheinlich chloroplastidares Signal bei ca. 40 kDa detektiert. Zu erkennen sind deutliche
Unterschiede in der Gewichtung der verschiedenen Isoformen. Wahrend die unter Kon-
trollbedingungen angezogenen Pflanzen vor allem die als Bande 2, sowie in geringerem
MaB auch die als Bande 1 und 3 detektierten Isoformen exprimieren, verschiebt sich die-
ses Muster nach Wechsel zum CAM-Zustand dahingehend, daBB nun Bande 2 deutlich
schwaécher ist als Bande 3, wahrend Bande 1 praktisch nicht mehr zu erkennen ist. Au-
Berdem komt es bei Pflanzen im CAM-Zustand zu einer Induktion der chloroplastidéren
Isoform, die als Bande 4 detektiert wird. Dies tritt bei Pflanzen, die CO,-Mangel aus-
gesetzt gewesen waren nicht auf, vielmehr kommt es hier zu einer Induktion aller auch
bei Kontrollpfanzen exprimierten Isoformen (vor allem Bande 2, in geringerem MaB Ban-
de 3), mit Ausnahme der chloroplastidaren (Bande 4).

Die fur den in Abb. 3.18 gezeigten Western Blot verwendeten Pflanzen wurden unter
unterschiedlichen Lichtbedingungen angezogen. Als Kontrollpflanzen wurden Pflanzen
bezeichnet, die unter den Standardbedingungen der Klimakammer mit 330 umol Quan-
ten m—2 s~ ! auf H6he der Pflanztische angezogen wurden, als ,Hochlicht“-Pflanzen wur-
den Pflanzen bezeichnet, die davon abweichend 14 Tage mit 650 umol Quanten m 2 s~1
beleuchtet worden waren. ,Dauerlicht“-Pflanzen wurden 7 Tage einer vierundzwanzig-
stiindigen Dauerbeleuchtung mit 1200 umol Quanten m—2 s~! ausgesetzt. Um chlo-
roplastidare Immunosignale identifizieren zu kénnen wurden auBerdem Chloroplaste-
nisolationen aus Blattern von Kontrollpflanzen durchgefiihrt. Zur Westernblot-Analyse
wurden jeweils gleiche Mengen der aus den unterschiedlichen Geweben erhaltenen Ge-
samtproteinlésungen nebeneinander aufgetragen. In allen Pflanzenproben treten Signa-
le bei ca. 28-29 kDa (1 u. 2) auf. Bei den mit starkerer Beleuchtung angezogenen Pflan-
zen kommt ein Signal bei ca. 30 kDa hinzu (3), das mit zunehmender Beleuchtungs-
starke ausgepragter wird. Weiterhin kommt im Vergleich zur Kontrolle bei den starker
beleuchteten Pflanzen (“HL*) eine Bande bei ca. 40 kDa hinzu (4), die sich klar einem
chloroplastidaren Signal zuordnen |aBt, jedoch bei den ,Dauerlicht“-Proben nicht mehr
nachweisbar ist. Zwei sehr schwache Banden bei den ,HL"- und ,DL*-Pflanzen zwischen
30 und 40 kDa (5 u. 6) deuten auf weitere mdgliche schwach exprimierte Isoformen hin.
AuBer den genannten Signalen treten bei der Chloroplastenprobe zwei weitere unter-
halb von 25 kDa auf, sowie ein weiteres oberhalb von 45 kDa (7) bei der Kontroll- und
der HL-Probe. Das Auftreten von Bande 3 in der chloroplastidaren Spur ist vermutlich
auf eine Verunreinigung zurickzufthren. Eine Zuordnung der Banden zu den bekannten
Ascorbat Peroxidase-lsoformen aus M. crystallinum wurde in Tabelle 3.2 unternommen.
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3. Ergebnisse

Abb. 3.17.: Westernblot-Analyse mehrerer Ascorbat Peroxidase-Isoformen. (K=Kontrolle,
S=salzinduzierter CAM-Zustand, CM=CO,-Mangel) Die Nummerierung der Banden ent-
spricht Abb. 3.18.

M K HL DL Ch

94
67

43

30

20

14 kDa_.,

Abb. 3.18.: Westernblot-Analyse mehrerer Ascorbat Peroxidase-lsoformen. (M=Marker,
K=Kontrolle, HL="Hochlicht*-Bedingungen, DL="Dauerlicht“-Bedingungen, Ch=chloroplas-
tidare Proteine)
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Isoform | Acc.No. Lokalisierung | Masse in kDa (Vorlaufer) | Masse in kDa (reif) | Bande
APX1 U43561 Cytosol 28,3 2
APX2a | AF069316 | Chloroplast 40,9 32.2 4/5
APX2b | AF069315 | Chloroplast 46,5 37,9 7/4
APX3 AF079512 | Cytosol 27,1 1
APX4 AF079513 | Cytosol 28,4 2
APX5 AF139190 | Cytosol 31,5 3

Tab. 3.2.: Ubersicht (iber die berechneten Molekiilmassen der bekannten Isoformen der Ascorbat
Peroxidase aus Mesembryanthemum crystallinum , die Nummerierung der Banden bezieht
sich auf Abb. 3.18

3.2.3. Expression der Katalase

Um Northern Blot Analysen der Katalase durchfihren zu kdnnen wurde anhand einer
der beiden fur Mesembryanthemum crystallinum in der Datenbank publizierten Sequen-
zen (Acc.No. AF069319, blattspezifisch) eine 232 bp lange DNA-Sonde gegen Katalase
kloniert. Hierzu wurde zuerst eine RT-PCR mit dem Primerpaar cat1 und cat2 durch-
gefiihrt. Das resultierende Produkt wurde in pBluescript Il SK* kloniert und durch Di-
desoxysequenzierung als Fragment der Katalase bestéatigt. Nach Biotinylierung wurde
es zur Hybridisierung im Northern Blot eingesetzt. Bei einer Northern Blot Analyse von
Pflanzen, die zum einen mit 400 mM Natriumchlorid gegossen wurden, zum anderen
kohlendioxidfreier Luft ausgesetzt waren, zeigte sich, daB CO;,-Mangel zu einer gerin-
gen Induktion der Katalaseexpression flihrt, wahrend nach Salzbehandlung zu keiner
Tageszeit ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen ist.
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Abb. 3.19.: Northern Blot-Analyse der Expression von Katalase in M. crystallinum-Pflanzen die
mit 400 mM NaCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wurden, bzw. CO,-Mangel aus-
gesetzt waren (CM), im Tagesverlauf. Zum Abgleich der eingesetzten RNA-Menge wurden
Vergleichshybridisierungen mit einer Sonde gegen 18S rRNA durchgefihrt.

3.2.4. Expression der Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase

Um den Nachweis zu flhren, daB die Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase in
Mesembryanthemum crystallinum an der oxidativen Stressabwehr beteiligt ist, wurde bei
5 Wochen alten Pflanzen durch Besprihen der Blattoberflachen mit einer 50 uML&sung
des Herbizids Methylviologen (s. Abschn. 1.1.1.1) oxidativer Stress induziert. Nach 48 h
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3. Ergebnisse

wurde das Blattmaterial geerntet und Gesamt-RNA aus Mischproben von Blattern al-
ler Entwicklungsstufen gewonnen. Die Analyse der Transkriptmenge erfolgte mittels Re-
al Time-PCR, wobei die Primer ,gpxqrtfw” und ,gpxqrtrv* eingesetzt wurden, die ein Pro-
dukt von 600 bp Léange liefern. Fir den Templatmengenabgleich wurden Primer gegen
B-Actin aus Brassica juncea eingesetzt, mit denen sich auch aus M. crystallinum-cDNA
spezifische Produkte synthetisieren lassen, da sie bis auf x und y ausgetauschte Ba-
sen homolog zur entsprechenden Sequenz aus Mesembryanthemum crystallinum sind.
Die in Abb. 3.21 gezeigten Fluoreszenzkurven stellen Mittelwerte aus je drei Einzel-
reaktionen dar, wobei die Standardabweichungen der MeBwerte jeweils unter 2 rela-
tiven Fluoreszenzeinheiten (RFE) lagen. Aus den Schmelzpunktanalysen der gebilde-
ten Produkte der Einzelreaktionen lie3 sich ersehen, daB jeweils nur ein Produkt spe-
zifisch gebildet wurde. Das Primerannealing wurde fir ,gpxgrt fw* und ,gpxgqrtrv®
bei 55°C, fir ,bjact1“und ,bjact2 bei 60°C durchgeflhrt. Aus der Tatsache, daB
der Fluoreszenzanstieg in den Reaktionen, fiir die als Templat cDNA aus gestressten
Pflanzen eingesetzt wurde im Vergleich zur Kontrolle bereits drei Zyklen friher einsetzt,
|&Bt sich schlieBen, daB die Paraquatbehandlung bereits nach 48 h zu einer Induktion
der Glutathion Peroxidase-Expression gefiihrt hat. Gestltzt wird dieser Befund weiterhin
durch Northern Blot Analysen (s. Abb. 3.20), die bei Pflanzen im salzinduzierten CAM-
Zusatand ebenfalls eine deutliche Induktion der Glutathion Peroxidase zeigen.

K S

e

Abb. 3.20.: Northern Blot-Analyse der Expression von Glutathion Peroxidase in M. crystallinum-
Pflanzen die mit 400 mM NaCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wurden. Zum Abgleich
der eingesetzten RNA-Menge wurden Vergleichshybridisierungen mit einer Sonde gegen
18S rRNA durchgefihrt (nicht gezeigt).
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Abb. 3.21.: Real Time PCR-Analyse der Expression der Phospholipidhydroperoxid Glutathion
Peroxidase in M. crystallinum-Pflanzen die 50 uMParaquat ausgesetzt waren. Zum Abgleich
der eingesetzten Templatmenge wurden Vergleichsreaktionen mit Primern gegen B-Actin
durchgefuhrt. Die Pfeile im Bild links bezeichnen die Zyklen, bei denen zuerst ein signifikan-
ter Fluoreszenzanstieg zu verzeichnen ist.
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3.2.5. Expression der Monodehydroascorbat Reduktase

Zum Vergleich der Transkriptmengen der isolierten Isoform der Monodehydroascorbat
Reduktase unter normalen Bedingungen und solchen, die oxidativen Stress auslésen
wurde eine Real Time-PCR-Analyse durchgefihrt. Als Templat wurden gleiche Mengen
1:50 verdinnter cDNA-L&sungen eingesetzt, die aus der Gesamt-RNA von Blattmaterial
5 Wochen alter M. crystallinum-Pflanzen gewonnen wurde. Die mit ,Stress” bezeichne-
ten Proben stammen hierbei von Pflanzen, die fir 48 h dem Herbizid Methylviologen
ausgesetzt gewesen waren. Die Applikation des Herbizids erfolgte durch Besprihen der
Blatter mit einer 50 uML&sung. Die fur die PCR verwendeten Primer waren ,mdhqgrt fw"
und ,mdhgrtrv* sie liefern ein Produkt von 600 bp Lange. Die Spezifitat der Reakti-
on wurde mit einer an die PCR anschlieBenden Schmelzpunktanalyse verifiziert. Zum
Abgleich der eingesetzten Templatmengen wurden parallel wiederum Reaktionen mit
dem Primerpaar bjactl und bjact2 durchgefiihrt, das ein Fragment des -Actin-
Transkripts von 500 bp amplifiziert. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte aus den
gemessenen Fluoreszenzemissionen je dreier paralleler Ansatze dar, deren Standard-
abweichungen im relevanten Bereich der Reaktion unterhalb von 3,0 liegen. Wie aus
Abb. 3.23 hervorgeht, ist kein Unterschied der MDHAR-Transkriptmenge zwischen gest-
ressten und ungestressten Pflanzen festzustellen. Die Reaktion verlauft mit beiden ein-
gesetzten Templaten praktisch gleich.

Ein ahnliches Ergebnis zeigt auch der in Abb. 3.22 dargestellte Northern Blot. Auch zwi-
schen Pflanzen im salzinduzierten CAM-Zustand und unter Kontrollbedingungen ange-
zogenen Pflanzen 4Bt sich kein Unterschied in der Transkriptmegen der Monodehydro-
ascorbat Reduktase feststellen.

S iR

Abb. 3.22.: Northern Blot-Analyse der Expression von Monodehydroascorbat Reduktase in
M. crystallinum-Pflanzen die mit 400 mM NaCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wur-
den. Zum Abgleich der eingesetzten RNA-Menge wurden Vergleichshybridisierungen mit
einer Sonde gegen 18S rRNA durchgefiihrt (nicht gezeigt).
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Abb. 3.23.: Real Time PCR-Analyse der Expression der Monodehydroascorbat Reduktase in
M. crystallinum-Pflanzen die 50 uMParaquat ausgesetzt waren. Zum Abgleich der einge-
setzten Templatmenge wurden Vergleichsreaktionen mit Primern gegen B-Actin durchge-
fUhrt (s. Abb. 3.21).

3.2.6. Expression der Glutathion Reduktase

Pflanzen im salzinduzierten CAM-Zustand wurden hinsichtlich der Expression der Gluta-
thion Reduktase mit nicht salzbehandelten Pflanzen verglichen. Im Northern Blot zeigt
sich ein deutlich starkeres Signal bei den gestressten Pflanzen als bei den Kontrollen
(s. Abb. 3.24).

GR

Abb. 3.24.: Northern Blot-Analyse der Expression von Glutathion Reduktase in M. crystallinum-
Pflanzen die 12 Tage mit 400 mM NaCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wurden. Zum
Abgleich der eingesetzten RNA-Menge wurden Vergleichshybridisierungen mit einer Sonde
gegen 18S rRNA durchgeflhrt (nicht gezeigt).

3.2.7. Expression der y-EC Synthetase

Bei einer Northern Blot Analyse von unter Kontrollbedingungen angezogenen Pflanzen,
Pflanzen im salzinduzierten CAM-Zustand und solchen, die zweistliindigem Kohlendi-
oxidmangel ausgesetzt waren, zeigt sich, daB eine leichte Abhangigkeit der y-ECS -
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Transkriptkonzentration von der Tageszeit vorhanden ist. Eine schwache Induktion der
v-ECS bei den Proben von 14 und 16 h durch CO,-Mangel, jedoch nicht durch Salz ist

K S KCMS KCMS KCMS KCMS

i i e e T, e 7-ECS
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Abb. 3.25.: Northern Blot-Analyse der Expression von y-EC Synthetase in M. crystallinum-
Pflanzen die mit 400 mM NaCl (S) und Leitungswasser (K) gegossen wurden, bzw. CO,-
Mangel ausgesetzt waren (CM). Zum Abgleich der eingesetzten RNA-Menge wurden Ver-
gleichshybridisierungen mit einer Sonde gegen 18S rRNA durchgeflhrt.

3.3. Subzellulare Lokalisierung einiger am antioxidativen
Verteidigungssystem beteiligten Enzyme

3.3.1. Subzellulare Lokalisierung der chloroplastidaren APX-Isoformen

Der ChloroP 1.1-Server [42] des ,Center for Biological Sequence Analysis®, Lyngby (Da-
nemark) sagt nach Analyse der ersten zweihundert Aminosauren der Isoformen 2a und
2b der Ascorbat Peroxidase aus Mesembryanthemum crystallinum ein chloroplastidares
Transitpeptid mit einer Lange von 85 Aminosauren voraus (“Score® 0,587). Auch die Er-
gebnisse der Programme iPSORT [111] und TargetP legen nahe, daB die Isoformen
APX2a und APX2b im Chloroplasten lokalisiert sind. Um dies experimentell zu Gberpri-
fen wurde ein DNA-Konstrukt hergestellt, das fur ein GFP-Fusionsprotein mit den ersten
85 Aminoséauren der Isoform APX2a kodiert (s. Abb. 3.27). Mit diesem Konstrukt und ei-
nem nachgewiesenermafBen chloroplastidar lokalisierten Kontrollkonstrukt (Transitpeptid
der y-ECS aus B. juncea, dsRed-Konstrukt [157]) wurde eine transiente Kotransformati-
on von Beta vulgaris-Zellen (Suspensionskultur) durchgefihrt. Wie Abbildung 3.26 zeigt,
sind beide Fusionsproteine in den selben Organellen lokalisiert.
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(a) Bild 1, GFP (b) Bild 1, RFP

(c) Bild 2, GFP (d) Bild 2, RFP

Abb. 3.26.: Subzellulare Lokalisation der Ascorbat Peroxidase durch transiente Kotransformation
von Beta vulgaris-Zellen mit GFP- und RFP-Fusionskontrukten. Das GFP-Konstrukt enthielt
das Transitpeptid von APX2a; das RFP-Konstrukt enthielt zur Kontrolle das Transitpeptid der
chloroplastidaren y-ECS aus Brassica juncea.
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Abb. 3.27.: GFP-Konstrukt zur Lokalisierung der chloroplastidaren Ascorbat Peroxidase Isofor-
men (APX-TP ist das verwendete, mdgliche Transitpeptid der APX2a aus M. crystallinum.)

3.3.2. Subzellulare Lokalisierung der Monodehydroascorbat Reduktase

Der SignalP-Server des ,Center for Biological Sequence Analysis“, Lyngby (Danemark)
sagt ein N-terminales Transitpeptid von 32 Aminosauren L&nge voraus. Eine Analyse
mit ChloroP 1.1 (s. Abschn. 3.3.1) deutet darauf hin, daB3 das gefundene Transkript fir
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ein chloroplastidar lokalisiertes Protein kodiert (“score” 0,521). Um dies zu verifizieren
wurde ein DNA-Konstrukt hergestellt (s. Abb. 3.29), das fir ein GFP-Fusionsprotein mit
den ersten 33 Aminosauren der isolierten Monodehydroascorbat Reduktase kodiert.
Nach einer transienten, ballistischen Kotransformation von Beta vulgaris-Zellen aus Sus-
pensionskultur mit diesem Konstrukt und einem chloroplastidaren RFP-Kontrollkonstrukt
(s. Abschn. 3.3.1) zeigte sich jedoch keine Anreicherung von GFP in Proplastiden, wie
es fur ein funktionsfahiges chloroplastidares Transitpeptid zu erwarten gewesen ware.
Vielmehr lag GFP diffus Gber die gesamte Zelle verteilt vor, wahrend RFP aus dem Kon-
trollkonstrukt die erwartete Lokalisierung zeigte (s. Abb. 3.28).

Einen weiterer Anhaltspunkt zur Lokalisierung des durch das gefundene Transkript ko-
dierten Proteins lieferte eine phylogenetische Analyse. Es wurde Uberprift, welcher
Gruppe sich das M. crystallinum-Peptid in einem phylogenetischen Baum aus ande-
ren pflanzlichen Isoformen des Enzyms mit unterschiedlicher subzellularer Lokalisation
zuordnen |aBt (s. Abb. 3.30). Diese Analyse ergab, daB das fragliche Polypeptid einen
héheren Verwandschaftsgrad zu cytosolischen Isoformen anderer Pflanzenspezies auf-
weist als zu chloroplastidar lokalisierten Formen. Zusammen mit dem durch die GFP-
Transformation erhaltenen Ergebnis legt dies den SchluB nahe, daB es sich entgegen
der Aussage der computergestitzten Analysen um eine cytosolische Isoform handelt.

(a) GFP (b) RFP

Abb. 3.28.: Subzellulare Lokalisation der Monodehydroascorbat Reduktase durch transiente
Kotransformation von Beta vulgaris-Zellen mit (a) GFP- und (b) RFP-Fusionskontrukten. Das
GFP-Konstrukt enthielt das putative Transitpeptid der gefundenen Monodehydroascorbat
Reduktase aus Mesembryanthemum crystallinum ; das RFP-Konstrukt enthielt zur Kontrolle
das Transitpeptid der chloroplastidaren y-ECS aus Brassica juncea.

89



3. Ergebnisse

Pstl._

Sacl.,
Xhol...-

EcoRV

Xhol,
Sphl.}

MDHAR-TP

pFF19-MDHAR-GFP,, —

4375 bps

3000
—

Abb. 3.29.: GFP-Konstrukt zur Lokalisierung der Monodehydroascorbat Reduktase (MDHAR-TP
ist das verwendete, mdégliche Transitpeptid der MDHAR#9 aus Mesembryanthemum crystal-

linum .)
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Abb. 3.30.: Phylogenetischer Baum unterschiedlich lokalisierter (chloroplastidar, mitochondrial
und cytosolisch) Monodehydroascorbat Reduktasen verschiedener Pflanzenspezies (Me-
sembryanthemum crystallinum , Arabidopsis thaliana , Cucumis sativa, Pisum sativum,
Oryza sativa, Lycopersicon esculentum). Die Analyse wurde mittels des ,Path“-Pakets des
WWW2HUSAR-Servers, ausgehend von einem Cluster-Alignment durchgefiihrt. Gezeigt ist
der nach der ,Distance“-Methode erstellte Baum, andere Methoden (Maximum Likelihood,
Parsimony) liefern vergleichbare Ergebnisse.
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3.4. Thiolgehalt

Blattproben von Kontrollpflanzen im C3- und Pflanzen im CAM-Zustand nach zwdlfta-
giger Salzbehandlung wurden zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 7 h morgens
und 2 h nachts geerntet und der Gehalt an Cystein und Glutathion Gber HPLC be-
stimmt. Die gemessenen Cysteinwerte schwankten Gber den gesamten untersuchten
Zeitraum um einen Mittelwert von 73,6 nmol/g FG (£ 15,1 nmol/g FG) fiir gestresste
und 60,6 nmol/g FG (+ 15,6 nmol/g FG) fir Kontrollpflanzen. Im Rahmen der Fehler-
grenzen lieB sich weder eine diurnale Schwankung im Cysteingehalt feststellen, noch ein
signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlich behandelten Proben. Der Gluta-
thiongehalt (s. Abb. 3.31) dagegen zeigt ein Maximum am frGhen Nachmittag (5-9 h
laufender Zeit) und einen deutlichen Unterschied zwischen gestressten und ungestress-
ten Pflanzen. Dieser Unterschied ist ebenfalls am frihen Nachmittag zwischen 12 h und
16 h (5-9 h laufender Zeit) mit Gber 30 nmol/g FG am ausgepragtesten, wahrend er
spater auf ca. 10 nmol/g FG abnimmt.

Glutathiongehalt in Mesembryanthemum cristallinum

—0— CAM
- --C3

GSH-Gehalt

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516171819 20

1fd. Zeit [h]

Abb. 3.31.: Vergleich der Glutathiongehalte von Kontrollpflanzen (C3) und Pflanzen im salzindu-
zierten CAM-Zustand (CAM) Uber 19 h. Die Proben bei 15 h und 19 h wurden nach Ende der
Lichtperiode genommen. Die MeBpunkte reprasentieren Mittelwerte von 2—4 Messungen.
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Voraussetzung flr die Untersuchung des antioxidativen Verteidigungssystems der fa-
kultativen CAM-Pflanze Mesembryanthemum crystallinum, wie sie im Rahmen des Pro-
jekts, dessen Teil die vorliegende Arbeit ist angestrebt wird, ist die Kenntnis der cDNA-
Sequenzen der beteiligten Enzyme. Zu Beginn der Arbeit waren Datenbankeintrage far
die Sequenzen der Superoxid Dismutase, der Katalase sowie mehrerer Isoformen der
Ascorbat Peroxidase vorhanden. Vollangensequenzen flir Transkripte einer Glutathion
Peroxidase, einer Monodehydroascorbat Reduktase, einer Glutathion Reduktase, sowie
der beiden am Biosyntheseweg des Glutathions beteiligten Synthetasen, der y-EC Syn-
thetase und der Glutathion Synthetase konnten im Verlauf der Arbeit gewonnen werden.
Da computergestitzte Sequenzanalysen Anhaltspunkte daflir boten, daB die Ascorbat
Peroxidase Isoformen APX2a/2b sowie die erhaltene Monodehydroascorbat Reduktase
ein chloroplastidares Transitpeptid enthielten, wurden subzellulare Lokalisierungsversu-
che mit GFP-Fusionsproteinen durchgefihrt. Dartiberhinaus wurden Transkriptmengen-
analysen der Enzyme und Proteinmengenanalysen verschiedener Isoformen der Ascor-
bat Peroxidase nach unterschiedlichen Stressbehandlungen durchgefihrt.

4.1. cDNA-Sequenzen und Sequenzanalyse

| Enzym | Acc.No. | Methode | cDNA [ Prot. |
Glutathion Peroxidase AJ315976 | cDNA-Bank | 881 bp | 170 AS
Monodehydroascorbat Reduktase | AJ301553 | RACE 1588 bp | 477 AS
Glutathion Reduktase AJ400816 | cDNA-Bank | 1822 bp | 461 AS
v-ECS AJ011673 | beides 2099 bp | 510 AS
Glutathion Synthetase AJ301552 | RACE 1886 bp | 500 AS

Tab. 4.1.: Im Verlauf der Arbeit generierte cDNA-Vollangensequenzen

4.1.1. Glutathion Peroxidase

4.1.1.1. Die isolierte Glutathion Peroxidase cDNA kodiert flir eine
Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase.

Durch RT-PCR mit degenerierten Primern konnte anhand unvollstandiger in den EST-
Datenbanken vorhandener Sequenzen ein Fragment einer pflanzlichen Glutathion Per-
oxidase erhalten werden, das anschlieBend erfolgreich als Sonde beim Durchmustern
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einer cDNA-Bank eingesetzt wurde. Anhand von Sequenzalignments lieB sich die erhal-
tene Vollangensequenz (GPX-A2#3) in die Klasse der Phospholipidhydroperoxid Gluta-
thion Peroxidasen (s. Abschn. 1.2.2.3) einordnen. Das aus der cDNA-Sequenz abge-
leitete Protein weist keinerlei Merkmale, die auf das Vorhandensein eines Transitpep-
tids oder einer Membranbindedoméne schlieBen lassen auf. Die Homologie zu anderen
pflanzlichen Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidasen liegt bei 80%, zu tieri-
schen Enzymen dieser Klasse ist sie etwas geringer, beispielsweise weist eine Phos-
pholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase aus Bos taurus ca. 50% ldentitat und Gber
60% Ahnlichkeit mit dem Enzym aus Mesembryanthemum crystallinum auf. Im Gegen-
satz zum Tierreich, wo Glutathion Peroxidasen die Hauptaktivitat bei der Entgiftung von
Wasserstoffperoxid zur Verfigung stellen und sich in mehrere Klassen einteilen lassen,
von denen bei den Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidasen die wenigsten Ver-
treter bekannt sind, sind diese Enzyme offenbar die Hauptform der Glutathion Peroxida-
se in Pflanzen, wenn man Glutathion-S-Transferasen mit ahnlicher Aktivitat auBer Acht
|&Bt. In Arabidopsis thaliana kodiert eine kleine Genfamilie fir Glutathion Peroxidasen.
Eine Suche in Arabidopsis-Gendatenbanken ergab acht Proteine mit signifikanter Homo-
logie zu dem aus Mesembryanthemum crystallinum isolierten Vertreter dieser Enzym-
klasse. Datenbankvergleiche ergaben, daB der héchste Homologiegrad zu At4g11600
vorliegt, einer Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase aus Arabidopsis thalia-
na. Ein Vergleich der beiden genomischen Sequenzen zeigt, daB sie aus sehr &hnlichen
Exons aufgebaut sind, die jedoch von génzlich unterschiedlichen Introns unterbrochen
werden (s. Abb. 3.5).

4.1.1.2. Die isolierte Glutathion Peroxidase cDNA besitzt ein alternatives
Polyadenylierungssignal.

Die Sequenz des isolierten cDNA-Klons (GPX-A2#3) ist um 59 bp klrzer als die eines
ansonsten identischen jedoch 5’ unvollstdndigen EST-Klons. Dies ist dadurch zu erkla-
ren, daB in der 3-UTR des Gens offenbar zwei alternative Polyadenylierungssignale vor-
handen sind, was fiir pflanzliche Gene nicht ungewdhnlich ist [69]. Bei dem erwahnten
EST ist die Sequenz des vorderen Signals durch eine Mutation unbrauchbar geworden,
so daB das zweite Signal verwendet wird, was in einer langeren 3’-UTR resultiert. Mit-
tels RT-PCR lassen sich aus Mesembryanthemum crystallinum cDNA Fragmente beider
Formen des Transkripts amplifizieren, sowohl mit langerer, als auch mit kiirzerer 3’-UTR.
Dies laBt den SchluB3 zu, daB beide Polyadenylierungssignale in vivo erkannt werden.
Beide Signale haben die Sequenz TATAAA, was mit der fir Sdugetiere Ublichen Kon-
sensussequenz (T/A) (T/2A) TAAA in Einklang steht [69].
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4.1.2. Ascorbat Peroxidase

4.1.2.1. Die Isoformen 2a und 2b der Ascorbat Peroxidase sind chloroplastidar
lokalisiert.

Die Ascorbat Peroxidase Isoformen 2a und 2b werden als chloroplastidare Proteine be-
schrieben (Acc. No. AF069316 und AF069315), ein experimenteller Beweis stand jedoch
bisher noch aus. Die Aussage griindete sich auf Computeranalysen, die mittels des Vor-
hersagealgorithmus des ChloroP-Softwarepakets [42] durchgeflihrt wurden (H.J. Boh-
nert, pers. Kommunikation). Berechnet wurde ein 76 Aminosauren langes Transitpeptid
(s. Abb. 4.1) fir die Isoform 2a, sowie eines von 74 bp fir die Isoform 2b. Die beiden
Isoformen unterscheiden sich in diesem Bereich nur um drei Aminosauren, wobei vor
dem Hintergrund, daB die beiden Isoformen mit hoher Wahrscheinlichkeit durch alterna-
tives SpleiBen entstehen [72, 168, 24] die Annahme naheliegt, daB es sich bei diesen
Unterschieden um Sequenzierungsartefakte handelt.
* 20 * 40 * 60 *

ASX2a.pep : MSDCLSMASLTTTAAAAAAAAATTSRLLPSSSLSRLSLSSSSSSSEFTSSSSSLKCLRSSPLVSHLFLRDLPRGSSA
ASX2b.pep : MSDCLSMASLTTTAAAAAAAAATTSRLLPSSSLSRLSLSSSSSS——-SSSSSSLKCLRSSPLVSHLFLRDLPRGSSA

Abb. 4.1.: Vergleich der Transitpeptide der Ascorbat Peroxidase Isoformen 2a und 2b, unter-
schiedliche Aminosauren sind unterstrichen.

Far die Isoform 2b (Acc No. TREMBL:081333), die als thylakoidgebunden beschrie-
ben wird, sagt PSORT [111] aufgrund von Merkmalen im C-terminalen Sequenzbereich
mit hoher Wahrscheinlichkeit (92%) eine Membranbindung voraus, jedoch ist keine klare
Aussage Uber die tatsachliche Lokalisierung des reifen Polypeptids zu erhalten. Mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit werden endoplasmatisches Retikulum, Peroxysomen- oder
Plasmamembran angegeben. In Anbetracht der hohen Wahrscheinlichkeit dagegen, mit
der die auf chloroplastidare Proteine spezialisierte Software ChloroP fiir die N-terminalen
Sequenzen der Isoformen 2a und 2b jedoch ein chloroplastidédres Transitpeptid vorher-
sagt, erscheint hier die Thylakoidmembran tatséchlich als das wahrscheinlichste Ziel. Die
mutmaBlichen Transitpeptide erflllen die in der Literatur [75, 155] aufgestellten Kriteri-
en flr chloroplastidares , Targeting“, wie hohe Anteile an Serin (33%) und Alanin (13%),
sowie ein hoher Anteil basischer Aminosauren am Ende des Transitpeptids; auch die
Lange der Transitpeptide entspricht mit 76 bzw. 74 bp gut dem Durchschnitt bekannter
Transitpeptide chloroplastidarer Ascorbat Peroxidasen [75]. Durch transiente Kotransfor-
mation einer B. vulgaris-Zellkultur mit einem DNA-Konstrukt, das fur ein Fusionsprotein
aus dem mutmaBlichen N-terminalen Transitpeptid der Ascorbat Peroxidase Isoform 2a
vor GFP kodiert, sowie einem RFP-Kontrollkonstrukt, das das chloroplastidare Transit-
peptid der yv-ECS aus B. juncea [157] enthélt, konnte experimentell bewiesen werden,
daB die Ascorbat Peroxidasen 2a und 2b im Chloroplasten lokalisiert sind. Da die Iso-
formen 2a und 2b N-terminal wie bereits erwdhnt im wesentlichen (97%) identisch sind
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wurde auf eine eingehendere Untersuchung der Lokalisation der Isoform 2b verzichtet.

4.1.3. Monodehydroascorbat Reduktase

4.1.3.1. Der isolierte cDNA-Klon kodiert fiir eine cytosolische
Monodehydroascorbat Reduktase.

Die Monodehydroascorbat Reduktase gehdrt zur regenerativen Enzymausstattung des
antioxidativen Verteidigungssystems der Pflanze und ihre Aktivitéat beugt dem Verlust von
Ascorbat durch Oxidation zu Monodehydroascorbat und Dehydroascorbat und nachfol-
gender Hydrolyse vor [2, 118, 129]. Eine Monodehydroascorbat Reduktase, deren voll-
standige cDNA-Sequenz durch RT-PCR mit degenerierten Primern und nachfolgende 5’
und 3’-RACE erhalten werden konnte (mdhar#9), zeigt auf Proteinebene hohe Homolo-
gie zu anderen bekannten pflanzlichen Monodehydroascorbat Reduktasen (um 70%).
Die Vorhersageergebnisse der Softwarepakete SignalP [115] und ChloroP [42], die mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit eine chloroplastidare Lokalisation des im Verlauf der
vorliegenden Arbeit isolierten Monodehydroascorbat Reduktase cDNA-Klons voraus-
sagen, konnte durch transiente Kotransformation einer B. vulgaris-Zellkultur mit einem
Konstrukt, das fir ein GFP-Fusionsprotein mit dem vorhergesagten N-terminalen Tran-
sitpeptid kodiert sowie dem bereits in Abschn. 4.1.2.1 erwdhnten chloroplastidaren RFP-
Kontrollkonstrukt nicht bestatigt werden. Auch durch Analyse der phylogenetischen Be-
ziehungen des isolierten Transkripts mit den cDNA-Sequenzen unterschiedlich loka-
lisierter Monodehydroascorbat Reduktasen mehrerer anderer Pflanzenspezies konnte
kein Anhaltspunkt fir eine chloroplastidare Lokalisation gefunden werden. Den héchs-
ten Verwandschaftsgrad zeigt die untersuchte Peptidsequenz vielmehr zu cytosolischen
Isoformen, was auch mit der diffusen GFP-Fluoreszenz nach erfolgter transienter Trans-
formation in Einklang steht. Auch fur Transmembrandoménen lie3 sich anhand der er-
haltenen Sequenzinformation kein Anhaltspunkt feststellen, so daB davon auszugehen
ist, daB es sich bei der untersuchten Form der Monodehydroascorbat Reduktase um
ein lésliches cytosolisches Protein handelt.

4.1.4. Glutathion Reduktase

4.1.4.1. Klonierung einer cytosolischen Glutathion Reduktase cDNA.

Die Glutathion Reduktase gehdért wie die Monodehydroascorbat Reduktase zur rege-
nerativen Enzymausstattung des antioxidativen Verteidigungssystems. Sie sorgt flir die
Regeneration oxidierten Glutathions, das zum einen durch direkte, nicht enzymvermit-
telte Redoxvorgange mit reaktiven Sauerstoffspezies, zum anderen durch die Aktivitaten
der Dehydroascorbat Reduktase und der Glutathion Peroxidase entstehen kann, die re-
duziertes Glutathion als Elektronendonor verwenden. So ist dieses Enzym letzlich direkt
oder indirekt fUr die Bereitstellung von Reduktions&quivalenten flr beide Klassen von
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Peroxidaseaktivitaten der Pflanzenzelle essentiell [2, 118]. Ein cDNA-Klon, der aus einer
M. crystallinum-cDNA-Bank durch Einsatz einer biotinylierten Sonde gewonnen wurde
(gr3#4), konnte durch Datenbankvergleiche als Glutathion Reduktase identifiziert wer-
den. Die eingesetzte Sonde wurde durch RT-PCR mit degenerierten Primern erhalten.
Das aus der ermittelten Vollangensequenz abgeleitete Protein weist hohe Homologie zu
anderen pflanzlichen Glutathion Reduktasen auf (70-80%). Dies ist in Anbetracht der
Tatsache, daB pflanzliche Glutathion Reduktasen generell hohe Homologie untereinan-
der zeigen und in den meisten Fallen nur ein einzelnes Gen fur dieses Enzym kodiert
[142], nicht verwunderlich. Es gibt keinerlei Anhaltspunkte fir das Vorhandensein eines
Transitpeptids oder einer Membranbindedoméne, so daB davon ausgegangen werden
kann, daB das Protein im Cytosol lokalisiert ist.

4.1.5. Enzyme der Glutathion-Biosynthese

4.1.5.1. Es konnten volilstandige cDNA-Sequenzen fiir y-ECS und Glutathion
Synthetase erhalten werden.

Die vollstéandige Sequenz einer y-ECS aus Mesembryanthemum crystallinum konnte aus
einer cDNA-Bank erhalten werden. Die hierfiir eingesetzte biotinylierte Sonde wurde
duch RT-PCR aus M. crystallinum Gesamt-RNA erhalten (A. Haag-Kerwer, unveréffent-
licht). Das aus der cDNA-Sequenz abgeleitete Protein wurde anhand seiner Homologie
zu bekannten pflanzlichen y-EC Synthetasen Uber BLASTN-Datenbanksuche und Pro-
teinsequenzalignments identifiziert (70-80%). Das Protein ist mit hoher Wahrscheinlich-
keit im Cytosol lokalisiert. Auch fir eine Glutathion Synthetase konnte eine vollstédndige
cDNA-Sequenz ermittelt werden. Ausgehend von einer wiederum durch RT-PCR mit de-
generierten Primern amplifizierten Teilsequenz wurde in diesem Fall die RACE-Technik
angewendet um die fehlende Sequenzinformation in 5’- und 3’-Richtung zu erhalten.
Die Homologie zu bekannten Glutathion Synthetasen aus anderen Pflanzenspezies liegt
durchschnittlich um 60% auf Proteinebene.

4.1.5.2. Beide Sequenzen kodieren wahrscheinlich flir cytosolische Proteine.

Die ermittelte Sequenz einer y-EC Synthetase-cDNA weist einen ORF, der fur ein 510
Aminosauren langes Protein kodiert auf. Laut Computeranalyse gibt es keine Anhalts-
punkte, daB dieses Protein ein Transitpeptid enthélt. Betrachtet man jedoch den 5’ nicht
translatierten Bereich (5’-UTR) der cDNA, so féllt auf, daB die Translation der mutmapBli-
chen 5’-UTR im Leseraster des ermittelten translatierten Bereichs — sieht man von zwei
Stop-Codons ab — zu einem langeren Protein mit einem serinreichen Bereich am N-
Terminus fihren miBte (s. Abb. 4.2). Zwar ist es unwahrscheinlich, daB die verwendete
RACE-Methode, die darauf beruht, daB der zur Einfihrung eines ,5’-RNA-Ankers” nétige
Phosphatrest von der hydrolysierten CAP-Struktur stammt, ein unvollstdndiges Produkt
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liefert, vollig auszuschlieBen ist es jedoch nicht. Ware dies der Fall und geht man weiter-
hin davon aus, daB es sich bei den beiden Stop-Codons um Sequenzierungsartefakte
handelt, so kdnnte der hohe Serinanteil auf ein chloroplastidares Transitpeptid hindeu-
ten. Dies ware in Anbetracht der groBen Anzahl publizierter chloroplastidar lokalisierter
v-EC Synthetasen nicht ungewdhnlich, da entsprechende Aktivitat sowohl im Chloro-
plasten, als auch im Cytosol nachgewiesen ist [63], |1aBt sich beides nicht ausschlieBen.

1 - Fom Fm— Fm—————— Fm—————— F—— e e + 80
CCAGCTCCTCTCTICTCTTTCTCTCTCTCTTTCTCTCTCGTTCTCACTCTCTACTTTCCTCTGTCACTTACAGACACTTAA
s s s L s FfF s$ L S F S$ L VL T L Y F P L S L T D T *

81 ————————— Fom Fm— Fe—————— Fm——————— Fo—— e e + 160
AAGCAAAGAGGAAACGACGCCACAAACCTAGGCGTTCTTTCAATCGCCTAAACAAACCAAATTCCAGGTATATCTATGGC
K O R G NDATNULGV L S I A * T N QI P G I S M A

ACTTATCTACAAGACAGGGGTTCCATTTACTGTTCACTCTGAGACAGTCCTATGTGAAGCAAAATGCAAGGATATTTGTG
L 1T vy K T 6 v p F T VH S E T V L C E A K C K D I C

Abb. 4.2.: 5’ nicht translatierter Bereich der isolierten y-ECS cDNA. Der Beginn des wahrschein-
lichen translatierten Bereichs ist als ORF (“Open Reading Frame®) gekennzeichnet.

Im Fall der Glutathion Synthetase besteht laut Computeranalyse eine geringe Wahr-
scheinlichkeit fir das Vorhandensein eines N-terminalen Transitpeptids von 43 Amino-
sauren Lange, jedoch erscheinen die Vorhersageergebnisse zu vage um eine Zuord-
nung durchzufiihren. Es wird kein Transitpeptid als solches erkannt, sondern nur eine
maogliche Schnittstelle berechnet. Die hdchste Wahrscheinlichkeit besteht fir eine cyto-
solische Lokalisation dieser Glutathion Synthetase. Obwohl der 5’-Bereich auch dieser
Sequenz mittels RACE erhalten wurde (s. Abb. 2.5.13) und sehr wahrscheinlich vollstan-
dig ist, existiert vor dem ersten ATG kein Stop-Codon, so dafB sich nicht ausschlieBen
laBt, daB die Sequenz in 5’-Richtung unvollstandig ist. Deshalb 14Bt sich keine abschlie-
Bende Aussage darUber treffen, ob ein Transitpeptid existiert oder nicht.

4.2. Expressionsanalysen

Beim Crassulaceen-Saure-Stoffwechsel [164] wird das in der Nacht durch die Aktivi-
tat der Phosphoenolpyruvat Carboxylase (PEPC) als Malat in der Vakuole gespeicherte
COsin der Lichtphase durch Decarboxylierung freigesetzt und der photosynthetischen
Fixierung zugeflhrt (s. Abschn. 1.3.2). Dies flhrt einerseits dazu, daB die Ribulosebis-
phosphat Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) aufgrund des resultierenden hohen Par-
tialdrucks des Kohlendioxids mit hoher Effizienz arbeiten kann und nur geringe Photo-
respiration stattfindet. Andererseits wird durch die Wasserspaltung hinter geschlosse-
nen Stomata wéhrend der Phase Ill des CAM eine hohe Sauerstoffkonzentration auf-
gebaut. Diese Konzentration kann mitunter mehr als 40% erreichen [140], so daB die
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Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zunehmend begunstigt wird. Im Hinblick auf oxidati-
ven Stress und dessen Bewaltigung durch das antioxidative Verteidigungssystem ist der
CAM-Zustand also von zwei entgegengesetzten Tendenzen gepragt.

Enzym Salz | CO, | MV || Salz | CO, | HL
Transkript Protein

Cu/Zn-Superoxid Dismutase
Ascorbat Peroxidase cyt. (APX1)
Ascorbat Peroxidase cyt. (APX3)
Ascorbat Peroxidase cyt. (APX5)
Ascorbat Peroxidase chl. (APX2)
Katalase

Glutathion Peroxidase
Monodehydroascorbat Reduktase
Glutathion Reduktase

v-ECS

IR
IR,

VIN VN V3<% %] ¥] \
VIS 3> §|3|>|>|%|\
|| ¥ N x| x| x| x|x

™| %[ X|X[%| | V|| ¥|Xx

(%[ %[ X [X| V| \]I
3| 3| | X[ x| \| \] I

Tab. 4.2.: Ubersicht tber die durchgefiinrten Expressionsanalysen auf mRNA- und Proteine-
bene nach Salz-, CO,-Mangel- (CO,), Methylviologen- (MV) und Hochlichbehandlung (HL)
(X=nicht durchgeflhrt, #=erhdht, =>=unverandert, s=erniedrigt, — =nicht meBbar)

4.2.1. Die Expression der Cu/Zn-Superoxid Dismutase ist im CAM-Zustand
erhoht.

Die Superoxid Dismutase |48t sich in mehrere Klassen einteilen, die nach der Art des
enthaltenen metallischen Kofaktors benannt sind (s. Abschn. 1.2.2.1). In Pflanzen kom-
men die verschiedenen Klassen der Superoxid Dismutase in unterschiedlichen Kompar-
timenten vor. Die Kupfer und Zink enthaltende Form (Cu/Zn-SOD) wurde in Chloroplas-
ten, Mitochondrien und Cytosol gefunden [48, 125, 127], wahrend die Mangan enthalten-
de Form (Mn-SOD) in Mitochondrien Peroxisomen und Cytosol vorkommt [2]. Die Eisen
enthaltende Form (Fe-SOD) bleibt auf Chloroplasten beschrankt [126]. In Mesembryan-
themum crystallinum scheinen sich die drei Klassen der Superoxid Dismutase jedoch
strikter auf einzelne Kompartimente zu verteilen, so daB jeweils die Cu/Zn-SOD cytoso-
lisch, die Fe-SOD chloroplastidar und die Mn-SOD mitochondrial lokalisiert ist [105]. Die
Aufgabe dieser Enzyme besteht darin, in den jeweiligen Kompartimenten anfallende Su-
peroxidradikale schnell in das weniger toxische Wasserstoffperoxid umzuwandeln. lhnen
kommt somit eine groBe Bedeutung bei der Vermeidung von oxidativen Schadigungen
der Zelle zu. In der Literatur wird vielfach von einer Induktion der Transkription verschie-
dener fur Formen der Superoxid Dismutase kodierender Gene als Reaktion auf oxidati-
ven Stress in zahlreichen Pflanzenspezies berichtet [3, 23, 9, 166, 40, 29]. Bekannter-
maBen nimmt die Aktivitat der Cu/Zn-Superoxid Dismutase ebenso wie die der Fe-SOD
bei Mesembryanthemum crystallinum beim Ubergang vom C3-Stoffwechsel zum CAM
bzw. bei Salzbehandlung der Pflanzen zu [105, 23]. Es ist deshalb nicht Gberraschend,

98



4. Diskussion

daB die Expression der Cu/Zn-Superoxid Dismutase im Tagesverlauf bei CAM-Pflanzen
schneller zunimmt als bei vergleichbaren Kontrollpflanzen (s. Abschn. 3.2.1). Da der va-
kuolare Malatvorrat bereits am frihen Nachmittag erschoépft ist (A.Haag-Kerwer, unverof-
fentlichte Ergebnisse), die Stomata jedoch weiterhin geschlossen bleiben, sollte spates-
tens dann die Tendenz zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zunehmen. Im Gegen-
satz zu C3-Pflanzen ist zu diesem Zeitpunkt bereits eine deutliche Zunahme an Cu/Zn-
SOD Transkript zu erkennen (s. Abb. 3.15). Die verstarkte Expression eines solchen
mit oxidativen Stressbedingungen assoziierten Enzyms bei Pflanzen im CAM-Zustand
widerspricht der Hypothese, daB3 der Crassulaceen-Saure-Stoffwechsel an sich eine ge-
ringere Anfalligkeit gegen oxidativen Stress zur Folge hat. Vielmehr scheint mit zuneh-
mender Dauer der Lichtphase in Chloroplasten und Cytosol ein verstarkter Bedarf nach
ROS-Detoxifikation zu entstehen. Wie in Abb. 3.14 gezeigt, ist dies auch flr M. crystalli-
num-Pflanzen der Fall, die CO,-Mangel ausgesetzt sind. Aufgrund eines Elektronenak-
zeptormangels am Photosystem | werden unter diesen Bedingungen vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies gebildet.

4.2.2. Die Transkriptmenge der APX1 nimmt im CAM-Zustand ab.

Bei Mesembryanthemum crystallinum Pflanzen im salzinduzierten CAM-Zustand ist die
Transkriptmenge der Ascorbat Peroxidase Isoform 1 geringer als in vergleichbaren C3-
Pflanzen. Es ist davon auszugehen, daB die eingesetzte Sonde (s. Abschn. 3.2.2.1)
unter den angewendeten Stringenzbedingungen (lber 70% Homologie) spezifisch flr
die Isoform 1 ist, da die Transkriptgr6Ben aller anderen Isoformen deutlich unterschied-
lich sind und als unterscheidbare Signale im Northern Blot detektierbar sein miBten.
Auch der Homologiegrad im relevanten Sequenzabschnitt der unterschiedlichen Iso-
formen zueinander spricht gegen eine Hybridisierung der verwendeten Sonde mit an-
deren Isoformen [24]. Diese Abnahme der Transkriptkonzentration korreliert mit der im
Western Blot erkennbaren Abnahme der Proteinmenge einer Ascorbat Peroxidase Iso-
form, deren GréBe darauf hindeutet, daB es sich um APX1 handelt (s. Abschn. 4.2.8).
Wenn man davon ausgeht, daB dadurch, daB bei Pflanzen in diesem Zustand die Su-
peroxid Dismutase hochreguliert ist (s. Abschn. 4.2.1) in starkerem MaB H,O, anfallt,
so ist unwahrscheinlich, daB ein geringerer Bedarf an Peroxidaseaktivitat vorhanden
sein sollte. Daraus ist zu schlieBen, daB die Aufgabe der APX1, die im C3-Zustand die
Hauptmenge der im Western Blot detektierbaren Ascorbat Peroxidase stellt, entweder
von einer anderen Ascorbat Peroxidase Isoform, wie z.B. dem als Bande 3 detektierten
Protein, oder einem vollig anderen Enzym tbernommen wird. In Raphanus sativus ist
nach Salzbehandlung keine Veranderung der Transkriptmenge cytosolischer Ascorbat
Peroxidase zu erkennen, jedoch nimmt hier die I6sliche APX-Aktivitat zu [95]. In Me-
sembryanthemum crystallinum wird nach NaCl-Applikation ebenfalls eine Erhéhung der
Aktivitaten zweier cytosolischer Isoformen, sowie ein Aktivitatsriickgang bei einer wei-
teren beschrieben [145, 102], so daB davon auszugehen ist, daB sich der Rickgang
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an APX1-Transkriptmenge nicht auf die Gesamtaktivitéat auswirkt. Da die Abnahme der
Transkriptmenge nach Salzapplikation bei Pflanzen im Cj3-Zustand bereits deutlich vor
dem Ubergang zum CAM messbar ist [13] ist davon auszugehen, daB dieser Effekt nicht
auf die Umstellung des Stoffwechselmodus, sondern auf Salzstress zuriickzufiihren ist.
Auch die Wirkung anderer Stressoren als Salz auf die Expression unterschiedlicher
pflanzlicher APX-Isoformen ist sehr verschieden. In Spinacia oleracea nimmt die Tran-
skriptmenge einer cytosolischen Isoform nach Behandlung mit Methylviologen oder un-
ter Hochlichtbedingungen zu, wahrend andere Stressoren keine Wirkung zeigen, chloro-
plastidare und mikrosomale Isoformen dagegen reagieren unter keiner der untersuchten
Bedingungen [167]. Bei Pisum sativum zeigt sich ebenfalls eine Erhéhung der Expres-
sion einer cytosolischen Isoform nach Trockenstress bzw. wahrend der Erholungsphase
nach Trockenstress [106]. Diese und &hnliche Befunde flhrten Alscher et al. [2] zu der
Vermutung, daB eine Spezialisierung der Isoformen der Ascorbat Peroxidase im Hinblick
auf unterschiedliche Formen oxidativen Stresses vorliegen kénnte.

4.2.3. Die Expression der Katalase in M. crystallinum reagiert schwach auf
oxidativen Stress

Eine Erhdéhung der Transkriptmenge der Katalase ist bei Mesembryanthemum crystalli-
num nach salzinduzierter C3-CAM-Umstellung sowie nach CO,-Mangel nur in geringem
MaBe festzustellen. Insbesondere da bei weiteren Untersuchungen keine signifikante
Induktion der Katalase bei der CAM-Auspragung nachzuweisen war (E. Niewiadomska,
M. Kiefer, A. Haag-Kerwer, in Vorbereitung) ist eine verstarkte Beteiligung diese Enzyms
an der Bewaltigung von durch die Umstellung auf Crassulaceen-Saure-Stoffwechsel evtl.
ausgeldstem oxidativen Stress als wenig wahrscheinlich zu betrachten. Natdrlich ist die
in der Literatur auch als ,Radikalsenke” bezeichnete Katalase nicht nur am Abbau von
H,O, im Peroxisom, sondern aufgrund der leichten Diffusion dieses Molekils und der
Tatsache, daB andere ROS in das stabilere H,O, Uberfiihrt werden, an der Detoxifika-
tion vieler reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt, aber jedenfalls dirfte sie bei den hier
untersuchten Bedingungen keine besonders hervorgehobene Rolle spielen. Diese Ver-
mutung wird auch durch u.a. von Broetto et al. publizierte Ergebnisse bestatigt, aus
denen hervorgeht, daB die Aktivitat der Katalase in M. crystallinum-Pflanzen unter Salz-
und Lichtstress und zu einem geringeren MaBe auch beim Ubergang zum CAM-Zustand
verringert ist [34, 116, 23]. Dies geht zurtick auf strukturelle Schadigung des Enzyms
durch Einwirkung der jeweiligen Stressoren [79, 44], insbesondere NaCl. Um einen we-
sentlichen Beitrag zur Detoxifikation unter diesen Bedingungen zu leisten, miBte eine
hohe de novo Syntheserate der Katalase aufrecht erhalten werden. Dies spiegelt sich
nicht in einem entsprechend hohen Anstieg der Transkriptmenge wieder. Es steht des-
halb zu vermuten, daB bei Mesembryanthemum crystallinum vor allem bei Salzstress die
Detoxifikationsaufgaben der Katalase zu einem groBen Teil auf andere Entgiftungssys-
teme, wie Ascorbat und Glutathion Peroxidasen tbergehen. Die diurnale Schwankung
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der Transkriptmenge steht im Einklang mit den publizierten Befunden, daB die Synthese
der Katalase von einem circadianen Rhythmus abhangig ist [122, 116].

4.2.4. Die Expression der Phospholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase wird
durch oxidativen Stress induziert

Wie aus Abschnitt 3.2.4 hervorgeht, wurde durch Northern Blot- und Real Time-PCR-
Analyse nachgewiesen, daB die Expression der isolierten Phospholipidhydroperoxid
Glutathion Peroxidase bei oxidativem Stress induziert wird. Nach Induktion des CAM-
Zustandes durch Salzbehandlung kommt es, wie in dem Northern Blot in Abb. 3.20
gezeigt wird, zu einer deutlichen Induktion der Expression der Phospholipidhydroper-
oxid Glutathion Peroxidase. Eine mdgliche Erklarung fir dieses Ergebnis kénnte die in
Abschn. 4.2.2 diskutierte Abnahme der Transkriptmenge der Ascorbat Peroxidase Iso-
form 1 und die gleichzeitige Induktion der Cu/Zn-Superoxid Dismutase (s. Abschn. 4.2.1)
liefern. Die isolierte Form der Glutathion Peroxidase weist groBe Ahnlichkeit mit Enzy-
men auf, fir die in anderen Pflanzenspezies eine Substratspezifitat weniger fir Wasser-
stoffperoxid, sondern vielmehr fir organische Peroxide, wie peroxidierte Phospholipide
nachgewiesen ist [67, 43]. Es handelt sich also nicht um ein Enzym, das direkt an der
Beseitigung entstehender reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt ist, sondern vielmehr um
ein Enzym, das der Beseitigung bereits aufgetretener Schaden dient. Nach Wechsel
zum Crassulaceen-Saure-Stoffwechsel deutet seine Induktion wiederum darauf hin, daB
die durch hohe interne Kohlendioxidpartialdriicke gebotene Schutzwirkung nicht ausrei-
chend ist, um oxidative Schadigungen zu vermeiden. Méglicherweise kommt es aufgrund
der in Abschn. 4.2.8 diskutierten Veranderungen im Verhaltnis der Ascorbat Peroxidase
Isoformen zueinander zu einem Defizit bei der Entgiftung des Wasserstoffperoxids, das
durch den Anstieg der Superoxid Dismutase Aktivitat in gréBerer Menge anfallt. Dies
wilrde dann durch Zunahme der Aktivitét eines in der Detoxifizierungskette weiter hin-
ten gelegenen Enzyms kompensiert. Bei der hier untersuchten Glutathion Peroxidase
handelt es sich auBerdem, wie bei Pflanzen in der Regel der Fall, nicht um ein Sele-
noprotein, was in einer weit geringeren Aktivitat im Vergleich zu den aus dem Tierreich
bekannten Selenocystein tragenden Glutathion Peroxidasen resultiert [67]. Um eine ad-
aquate Entgiftungsaktivitat zu erreichen ist deshalb wahrscheinlich eine entsprechend
groBere Proteinmenge erforderlich. Dies kénnte ebenfalls zur Erklarung der massiven
Zunahme an Transkript beitragen, wie sie im Northern Blot auf S. 83 zu erkennen ist.

Nach achtundvierzigstindiger Methylviologenbehandlung zeigt sich ebenfalls eine deut-
liche Zunahme der Transkriptmenge. Eine Zunahme des Schwellenwertes in der Real-
Time PCR um 3,3 Zyklen entspricht bei nahezu 100% Reaktionseffizienz in etwa einem
Unterschied in der Templatmenge um den Faktor 10. Da die gezeigt Analyse jedoch nicht
durch eine Eichung untermauert wurde, ist das Ergebnis nicht quantitativ auswertbar.
Es 148t sich jedoch zweifelsfrei sagen, daB3 eine deutliche Zunahme der Transkriptmen-
ge zu verzeichnen ist. Da die Pflanzen nach dieser Zeit bereits begannen erkennbare
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Schéadigungen des Blattgewebes aufgrund der radikalbildenden Wirkung des Herbizids
Zu zeigen, ist die verstarkte Expression eines der Reparatur oxidativer Schadigungen
dienenden Enzyms nicht verwunderlich.

4.2.5. Die Expression der Monodehydroascorbat Reduktase in M. crystallinum
ist nicht durch oxidativen Stress reguliert.

Nach salzinduzierter Umstellung zum CAM-Zustand 4Bt sich bei Mesembryanthemum
crystallinum fir die Monodehydroascorbat Reduktase keine signifikante Veranderung
der Transkriptmenge feststellen. Dies steht im Widerspruch zu far andere Pflanzenspe-
zies veroffentlichten Ergebnissen [153, 85]. Diese Ergebnisse beziehen sich jedoch auf
Cs3- und C4-Pflanzen, so daB sie auf eine fakultative CAM-Pflanze wie Mesembryan-
themum crystallinum nicht ohne weiteres Ubertragbar sind. In Anbetracht der Tatsache,
daB beim Ubergang vom C3-Stoffwechsel zum CAM-Zustand zwar drastische Verande-
rungen im Verhaltnis der Proteinmengen der im Western Blot detektierbaren Ascorbat
Peroxidase Isoformen stattfinden, daB jedoch nach der Stoffwechselumstellung in Sum-
me nicht mehr, sondern eher etwas weniger Ascorbat Peroxidase Protein vorzuliegen
scheint, liegt die Vermutung nahe, daB die Konzentration an Monodehydroascorbat nicht
wesentlich verandert wird, so daB auch kein erhéhter Bedarf an Monodehydroascorbat
Reduktase vorhanden zu sein scheint. Dies erklart jedoch nicht, daB auch nach Methyl-
viologenbehandlung, einem Stressor, der mit Sicherheit zu einem drastischen Anstieg
der ROS-Konzentration und den damit verbundenen Auswirkungen auf den Redoxzu-
stand des Ascorbatvorrats fiihrt, keine Induktion der Monodehydroascorbat Reduktase
stattfindet. Wenn der Ascorbatvorrat der Zelle starker oxidiert wird, so ist die Aktivitat
der Monodehydroascorbat Reduktase das wichtigste Mittel um dem entgegenzuwirken.
Sollte die Kapazitat dieses Enzyms nicht ausreichen um den Ascorbatvorrat reduziert zu
halten, so bleibt nur die Dehydroascorbat Reduktase um einen Verlust an Ascorbat durch
Hydrolyse von Dehydroascorbat zu 2,3-diketo-1-gluconsaure zu vermeiden. Da unwahr-
scheinlich ist, daB nur dieser Weg der Regeneration von Ascorbat in Mesembryanthe-
mum crystallinum bei oxidativem Stress beschritten werden sollte, ist davon auszuge-
hen, daB die Kapazitat der vorhandenen Monodehydroascorbat Reduktase Proteinmen-
ge zusammen mit der Aktivitdt der Dehydroascorbat Reduktase ausreichend ist, um die
anfallende Menge an Monodehydroascorbat zu bewaltigen. Ware dies nicht der Fall, hat-
te es zum einen den Effekt, daB nicht ausreichend Ascorbat fiir die Bindung an Ascorbat
Peroxidase zur Verfligung stande, was eine verstérkte Inaktivierung dieses Enzyms zur
Folge hatte (s. Abschn. 1.2.2.1), dartberhinaus stiinde ein Verbraucher weniger flir Re-
duktionsaquivalente in Form von NADPH zur Vefligung, was die Bildung von ROS Uber
die Mehler-Reaktion beglnstigen maBte. Wenn die Kompensation dieses Defizits Uber
die Dehydroascorbat Reduktase , zu deren Analyse leider keine Werkzeuge zur Verfi-
gung standen, oder Dehydroascorbat Reduktaseaktivitat von Glutathion-S-Transferasen
erfolgt, ware weiterhin zu erwarten, daB sich dies auf den Redoxzustand des zellularen
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Glutathionvorrats auswirkt.

4.2.6. Die Expression der Glutathion Reduktase wird durch oxidativen Stress
induziert.

In M. crystallinum-Pflanzen, bei denen nach Natriumchloridbehandlung die Auspragung
des Crassulaceen-Saure-Stoffwechsels ausgelést wurde, kommt es im Gegensatz zur
Expression der Monodehydroascorbat Reduktase zu einer deutlich héheren Expression
der Glutathion Reduktase als in vergleichbaren unbehandelten Pflanzen. Ein Ergebnis,
das im Einklang mit der Literatur steht, da vielfach berichtet wird, daB die Glutathion Re-
duktase verschiedener Pflanzenspezies mit erhdhter Expression auf die verschiedens-
ten oxidativen Stress auslésenden Einflisse reagiert [80, 88, 142, 85]. Dies |aBt darauf
schlieBen, daB fur die Pflanzen in diesem Stoffwechselzustand eine verstéarkte Notwen-
digkeit besteht oxidiertes Glutathion zu reduzieren. Ein solcher, durch verstarkte Gluta-
thion Reduktase Expression dokumentierter erhéhter Regenerationsbedarf fir Glutathi-
on deutet auf oxidativen Stress oder zumindest ein aktiviertes antioxidatives Verteidi-
gungssystem hin. Die Tatsache, daB in hohem MaBe die Glutathion Reduktase , nicht
jedoch die Monodehydroascorbat Reduktase hochreguliert ist, kdnnte tatsachlich dar-
auf hindeuten, daB ein Mangel an Aktivitdt der Monodehydroascorbat Reduktase zu-
mindest zum Teil durch die Dehydroascorbat Reduktase kompensiert wird. Dies kdme
auBer der Regeneration des reduzierten Ascorbatvorrats natrlich auch einer Vermin-
derung des Elektronendrucks am Photosystem | zugute, da hierbei durch die Kopplung
der Dehydroascorbat Reduktase mit der Glutathion Reduktase tber das GSH/GSSG-
Redoxsystem wiederum ein gewisser Verbrauch an Reduktionsaquivalenten in Form
von NADPH durch die Glutathion Reduktase gewahrleistet bliebe. Ohne eine ausgie-
bige Analyse der entsprechenden Enzymaktivitaten, die den Rahmen der vorliegenden
Arbeit gesprengt hatte, 1&Bt sich dahingehend jedoch keine abschlieBende Aussage tref-
fen. Aus dem Befund, daB der Anteil an oxidiertem Glutathion am gesamten Glutathion-
vorrat bei Pflanzen im salzinduzierten CAM-Zustand niedriger ist als bei Csz-Pflanzen
[13], IaBt sich schlieBen, daB die durch erhéhte de novo-Synthese des Proteins gestei-
gerte Aktivitat der Glutathion Reduktase in gestressten Pflanzen mehr als ausreichend
ist, um den Redoxzustand des Glutathions aufrecht zu erhalten.

4.2.7. Die Biosynthese von Glutathion ist bei Pflanzen im CAM-Zustand erhoht,
ohne daB die Transkriptmenge ansteigt.

Eine Analyse des Gehalts an Glutathion von Pflanzen im Cs-, sowie im CAM-Zustand
nach vierzehntagiger Salzbehandlung ergab, daB in CAM-Pflanzen, insbesondere wah-
rend der Lichtphase eine deutlich héhere Glutathionkonzentration vorliegt. Der maximale
Unterschied im Glutathiongehalt zwischen den unterschiedlich behandelten Pflanzenpo-
pulationen wird am frihen Nachmittag erreicht, wenn die Decarboxylierung des Malat-
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vorrats hinter geschlossenen Stomata abgeschlossen ist (A. Haag-Kerwer, in Vorberei-
tung). Das Schlisselenzym der Biosynthese von Glutathion ist die y-ECS [63, 53, 144],
die auBer von ATP abhangig ist von der Verflgbarkeit der Substrate Glutamat und Cy-
stein, aus deren Biosyntheseweg sich die erhéhte Syntheserate wahrend der Lichphase
erklart. Die Glutathion Synthetase ist dagegen in der Regel konstitutiv mit ausreichender
Aktivitat vorhanden um alles synthetisierte y-EC zu Glutathion umzusetzen, sofern eine
ausreichende Versorgung mit Glycin sichergestellt ist. Hierflir ist es nétig, daB Photore-
spiration in ausreichendem MaBe stattfindet. Ein Anstieg der Konzentration an Glutathion
wird in vielen Féllen als ein Indiz fir Stressbedingungen angesehen [98, 100, 133, 139],
was wiederum auf nicht véllig ausreichende Schutzwirkung des Crassulaceen-Saure-
Stoffwechsels gegen oxidativen Stress hindeutet; insbesondere, da die Akkumulation
von Glutathion bereits friih in der Lichtphase, wenn der Partialdruck an CO,durch die
Decarboxylierung von im UberschuB vorhandenem Malat noch sehr hoch ist beginnt. Ei-
ne signifikante Induktion der y-ECS durch die Salzbehandlung 148t sich im Northern Blot
nicht erkennen. Allerdings scheinen héartere Stressbedingungen, wie der CO,-Entzug
durchaus eine entsprechende Wirkung zu zeigen. Eine Zunahme der Transkriptmenge
der y-ECS wéahrend der Tagesmitte bildet zwar den Tagesverlauf des Gehalts an Gluta-
thion ab, jedoch laBt sich hieraus nicht der Unterschied zwischen C3- und CAM-Pflanzen
erklaren. Setzt man voraus, daf3 die Zunahme der Konzentration an GSH nicht durch ei-
ne Regulation der Glutathion Synthetase zustandekommt, was im Widerspruch zu allen
verdffentlichten Ergebnissen bei anderen Pflanzenspezies stlinde, so muB eine post-
transkriptionale Regulation der y-ECS unter diesen Bedingungen postuliert werden.

4.2.8. Verschiedene Ascorbat Peroxidase Isoformen reagieren unterschiedlich
auf oxidativen Stress

Die verschiedene Isoformen der Ascorbat Peroxidase in Mesembryanthemum crystalli-
num werden je nach physiologischem Zustand der Pflanze unterschiedlich exprimiert.
In Mesembryanthemum crystallinum sind sechs Isoformen der Ascorbat Peroxidase be-
kannt, die sich in drei l6sliche (APX1, 3 und 4) und eine membrangebundene cytosoli-
sche (APX5) Isoform, sowie zwei chloroplastidare Isoformen gliedern, von denen wie-
derum eine im Stroma (APX2a) und eine thylakoidgebunden (APX2b) vorliegt. Die in
Abschnitt 3.2.2.1 gezeigten Western Blot Analysen lassen mindestens vier Hauptban-
den erkennen, die je nach der Behandlung, der die Pflanze unterworfen war in unter-
schiedlicher Starke auftreten. Die apparenten Molekulargewichte der zu diesen Banden
gehdrenden Poypeptide liegen zum einen zwischen 27 und 32 kDa, zum anderen bei
ca. 40 kDa. Anhand der berechneten Molekulargewichte der Isoformen (s. Tab. 3.2) l1aBt
sich daraus schlieBen, dafB es sich bei der Gruppe von Banden im Bereich um 30 kDa
um cytosolische Ascorbat Peroxidasen handelt, wahrend das Signal bei 40 kDa einer
chloroplastidar lokalisierten Form zuzuordnen ist. Unter Kontrollbedingungen angezoge-
ne Pflanzen zeigen ein typisches Bandenmuster, in dem die Bande 2 (s. Abb. 3.17) am
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starksten ausgepragt ist, die Banden 1 und 3 schwacher. Bande 4 ist in Kontrollproben
am schwachsten ausgepragt. Nach dem durch Salzbehandlung ausgeldsten Ubergang
zum CAM-Zustand andert sich dieses Bild dahingehend, daB das mutmaRlich chloro-
plastidare Signal (Bande 4) deutlich an Starke zunimmt, wahrend im cytosolischen Tri-
plett nun Bande 3 am starksten erscheint, wahrend Bande 2 an Starke abnimmt und Ban-
de 1 véllig verschwindet. Setzt man die Pflanzen CO,-freier Luft aus, so zeigt sich keine
derartige Verschiebung der Signalstarken untereinander, vielmehr nehmen die Starken
aller Banden zu, ohne daf3 sich die Verhéltnisse untereinander verandern. Ein &hnliches
Bild ergibt sich bei starkerer Beleuchtung der Pflanzen (650 umol Quanten m—2 s~ ! bzw.
1200 umol Quanten m~2 s~ 1 ). Hier nehmen ebenfalls die auch unter Kontrollbedingun-
gen starksten Banden 2 und 3 an Starke zu. AuBerdem kommt es hier zu einer Induktion
des als Bande 4 detektierten chloroplastidaren Proteins. Bei massivem Lichtstress, wie
ihn eine mehrtagige Dauerbeleuchtung unter Hochlichtbedingungen zur Folge hat, ist
dieses Protein jedoch nicht mehr zu detektieren, wahrend die Banden 2 und 3 weiter an
Stérke zugenommen haben. Dies 1aBt sich vermutlich durch eine Schadigung der Chlo-
roplasten aufgrund der extremen Beleuchtungsbedingungen erklaren. Die Tatsache, daB
offensichtlich oxidativen Stress auslésende Bedingungen wie starke Beleuchtung oder
CO,-Mangel zu unterschiedlichen Veranderungen im Expressionsmuster der verschie-
dener Isoformen der Ascorbat Peroxidase fihren wie Salzbehandlung legt nahe, daB
hier unterschiedliche Mechanismen zum Tragen kommen. Da eine CAM-Induktion auch
durch Hochlichtbedingungen erfolgen kann [23], ist es mdglich, daB die Isoform, die als
Bande 3 detektiert wird (vermutlich APX 5), sowie die chloroplastidare Isoform (Ban-
de 4) generell bei der Umstellung auf den Crassulaceen-Saure-Stoffwechsel verstarkt
exprimiert wird, ohne daB dies tatsédchlich eine direkte Reaktion auf oxidativen Stress
ist. Dies wére eine Erklarung flr die Tatsache, daB nach acht Stunden CO,-Mangel kei-
ne erkennbare Veranderung in der Signalstarke dieses Proteins zu erkennen ist, obwohl
diese Behandlung insbesondere im Chloroplasten oxidativen Stress auslésen sollte. So-
wohl Dauerlicht, als auch CO;-Mangel, zwei Behandlungen, die die Pflanze mit Sicher-
heit einer erhéhten Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies aussetzen, fiihren zu
einer Induktion der als Bande 2 und 3 detektierten cytosolischen Isoformen, wahrend
die aufféllige Verschiebung der Signalintensitat von Bande 2 zu Bande 3 nur bei Salzbe-
handlung auftritt. Die starke Abnahme der Proteinmenge von APX 1 (Bande 2) korreliert
mit der Abnahme der Transkriptmenge der APX 1 (s. Abschn. 4.2.2) und ist als direkte
Folge der Salzbehandlung, nicht der Umstellung zum CAM zu betrachten [13]. Offenbar
I6st dieser Mangel an APX1-Protein bei gleichzeitig erhdhter Aktivitat der SOD einen
Anstieg an der Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies aus, meBbar als erhdhte
Konzentration an H,O, (A. Haag-Kerwer, nicht veréffentlichte Daten). Dieser Anstieg ist
dagegen bei Pflanzen, die CO,-Mangel ausgesetzt waren, was keine Verringerung der
APX1-Menge nach sich zieht, nicht nachweisbar. Dies spricht daftir, daB die Isoform 1
unter normalen Bedingungen einen maBgeblichen Anteil an der H,O;-Detoxifizierung
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leistet. Da beides, sowohl Salzstress, als auch der Ubergang zum CAM die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies ebenso wie Hochlichtbedingungen oder CO,-Mangel
beginstigen kann [64, 28, 105], muB die Salzbehandlung auf anderem Wege in die
Regulation der APX1-Transkription eingreifen. Da nur diese eine Isoform hiervon betrof-
fen ist, missen sich deren Regulationsmechanismen deutlich von denen der anderen
Isoformen unterscheiden. Betrachtet man die Aminosduresequenz der Isoform APX1,
so fallt im Vergleich mit den ansonsten sehr homologen anderen cytosolischen Formen
eine C-terminale Verlangerung auf, die in der Literatur als Hinweis auf eine mdgliche
Membranbindung des Proteins gedeutet wird [75]. Dies hebt die Isoform 1 von den rest-
lichen cytosolischen Isoformen ab und 1&Bt eine unterschiedliche Regulation ebenfalls
wahrscheinlicher erscheinen. Die Induktion der anderen Isoformen, deren Expression
offenbar nicht durch NaCl-Einwirkung beeintrachtigt wird, kdbnnte entweder aufgrund ei-
nes Anstiegs an ROS Uber einen noch zu klarenden Signaltransduktionsweg ausgeldst
werden, oder ein generelles Merkmal der Umstellung zum CAM sein und damit nur se-
kundar eine Folge oxidativen Stresses.
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5. Ausblick

Priméares Ziel dieser Arbeit war es, die experimentellen Grundlagen fir weitere mole-
kulare Untersuchungen auf dem Gebiet der oxidativen Stressabwehr bei Mesembryan-
themum crystallinum zu schaffen. Mit der Gewinnung von Sequenzinformation flr die
wichtigsten an dieser Aufgabe beteiligten Enzyme, steht nun das Handwerkszeug zur
Verfigung, um die zugrundeliegenden Regulationsmechanismen aufzuklaren. Ausge-
hend von den Sequenzen der Transkripte wird es méglich sein genomische Sequenz-
information vor allem in 5’-Richtung zu erheben, um Promotoranalysen durchfiihren zu
kénnen. Durch Herstellung von Promotor/Reportergenkonstrukten und mit Hilfe der bal-
listischen Transformation von Zellkulturen besteht die Mdglichkeit interessante Einblicke
in die Regulation der flr die oxidative Stressabwehr relevanten Gene zu erhalten. Insbe-
sondere die offensichtlich recht komplexe Regulation der verschiedenen Isoformen der
Ascorbat Peroxidase verdient weitere Aufmerksamkeit. Arbeiten in dieser Richtung wur-
den bereits begonnen. Eine genauere Zuordnung der bekannten Isoformen zu den in
Western Blot Analysen immunodetektierten Signalen wird Gegenstand detaillierter zu-
kinftiger Untersuchungen sein. Die Identifikation der korrespondierenden Polypeptide
kdnnte durch den Einsatz der zweidimensionalen Gelelektrophorese in Kombination mit
massenspektrometrischer Proteinanalytik erreicht werden. Eine genauere Analyse der
Transkriptmengen der einzelnen Isoformen der Ascorbat Peroxidase wird durch Verwen-
dung von isoformspezifischen Primern aus den nichttranslatierten Bereichen der Tran-
skripte in der quantitativen RT-PCR mdglich. Weiterhin von Interesse ist die Betrachtung
der Vorgéange wahrend der Umstellung des Stoffwechselmodus auch auf den Ebenen
der Proteinmengen und Aktivitdten anderer an der oxidativen Stressabwehr beteiligter
Enzyme. Zu diesem Zweck ist die Herstellung weiterer Antiseren fur den Einsatz in der
Western Blot Detektion nétig, sowie die Etablierung von Methoden zur Aktivitdtsmessung
der in Frage kommenden Enzyme in Zellextrakten. Mit Ausnahme der Glutathion Reduk-
tase, fur die in Pflanzen in der Regel nur ein Gen kodiert, ist auBerdem zu erwarten, daf
von den meisten der in Frage kommenden Enzymen weitere Isoformen existieren, die
isoliert und in die Untersuchungen miteinbezogen werden miBten. Insbesondere von
Monodehydroascorbat Reduktase und Glutathion Peroxidase sind aus anderen Pflan-
zenspezies chloroplastidare Isoformen bekannt.
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A. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Veranderungen im Antioxidativen
Verteidigungssystem der fakultativen CAM-Pflanze Mesembryanthemum crystallinum zu
untersuchen. Der Crassulaceen-Saure-Stoffwechsel (CAM) zeichnet sich dadurch aus,
daB die Photosynthese teilweise hinter geschlossenen Stomata stattfindet, was zum
einen ermdglicht, die Ribulosebisphosphat Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) durch
einen erhéhten CO,-Partialdruck aufgrund der Decarboxylierung gespeicherten Malats
mit hoher Effizienz zu betreiben, zum anderen flhrt es jedoch mit der Zeit zu einer An-
reicherung des photosynthetisch gebildeten Sauerstoffs im Gewebe. Dieser Stoffwech-
selmodus stellt deshalb besondere Anforderungen an Regulation und Kapazitat des an-
tioxidativen Verteidigungsystems. Um Untersuchungen zur Expression der beteiligten
Enzyme durchfihren zu kénnen mussten zuerst die entsprechenden cDNA-Sequenzen
ermittelt werden. Aus den hierflr durchgefiihrten Arbeiten gingen Vollangensequenzen
der Monodehydroascorbat Reduktase (MDHAR), Glutathion Reduktase (GR) und Phos-
pholipidhydroperoxid Glutathion Peroxidase (PHGPX) hervor, sowie der beiden an der
Glutathion Biosynthese beteiligten Enzyme y-Glutamycystein Syntheatase und Glutathi-
on Synthetase (GSH I+1l). Alle erhaltenen Sequenzen wiesen hohe Homologie zu ent-
sprechenden in den Sequenzdatenbanken veréffentlichten Eintragen aus anderen Pflan-
zenspezies auf. Fir die PHGPX konnte auBerdem der kodierende Bereich der genomi-
schen Sequenz ermittelt werden, deren Exon-/Intron-Struktur groBe Ahnlichkeit mit ei-
nem vergleichbaren Enzym aus Arabidopsis thaliana aufwies. Zusammen mit den bereits
bekannten Sequenzen von flinf Isoformen der Ascorbat Peroxidase (APX), Katalase und
Cu/Zn-Superoxid Dismutase (SOD) stand damit das Instrumentarium fiir Expressions-
analysen am Uberwiegenden Teil der beteiligten Enzyme zur Verfigung. Bei Pflanzen,
die Salzstress ausgesetzt waren ergaben sich im Vergleich zu unbehandelten Pflanzen
drastische Zunahmen bei den Transkriptmengen der PHGPX, der GR und der Cu/Zn-
SOD. Keine Veranderung war bei der Expression der MDHAR festzustellen. Ebenfalls
keine signifikanten Veranderungen lieBen Katalase und GSH | erkennen. Die Transkript-
menge der cytosolischen Isoform 1 der APX nahm ab, was sich auch in der Proteinmen-
ge widerspiegelte. Die Proteinmengen anderer cytosolischer APX-Isoformen sowie einer
chloroplastidaren Isoform nahmen dagegen zu. Differentielle Reaktionen der Protein-
mengen verschiedener APX-Isoformen auf unterschiedliche Stressbedingungen deuten
auf komplexe Regulationsmechanismen hin. Dartberhinaus konnte die subzellulare Lo-
kalisation einer chloroplastidaren APX-Isoform, sowie einer cytosolischen MDHAR durch
den Einsatz von GFP-Fusionsproteinen aufgeklart werden.
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B. Abklirzungen
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