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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Biosynthese verzweigtkettiger AminosauremiArabidopsisthaliana

Die Aminoséauren Valin, Leucin und Isoleucin werdmufgrund ihrer kurzen, verzweigten
Kohlenstoff-Reste als verzweigtkettige Aminosdureezeichnet. Sie sind von grofem
Interesse, da es sich um essentielle Aminosauneaetiadie vom Menschen und von Tieren
nicht selbst synthetisiert werden konnen. Die am Besynthese dieser Aminosauren
beteiligten Enzyme stellen zudem das Ziel wirtstiichf relevanter Herbizide dar. Im
Rahmen der Etablierung neuer Herbizid-Klassen wulideBiosynthese von Valin, Leucin
und Isoleucin bereits 1980 charakterisiert [SitPO9; Singh und Shaner, 1995; Wittenbach
und Abell, 1999].

Ein Merkmal der Biosynthese von Valin und Isoleuisit) dass die einzelnen Reaktionen von
den gleichen Enzymen katalysiert werden, die uadtéeslliche Substrate umsetzen (Abb.
1.1). Bei diesen Enzymen handelt es sich um digohgeroxyacid Synthase (AHAS), die
Ketolacid Reductoisomerase (KARI), die DihydroxyghdDehydratase (DHAD) und die
Branched-Chain Aminotransferase (BCAT) [Singh, 198thgh und Shaner, 1995]. Eine
Ausnahme bildet die Threonin Deaminase (TD), die iersten Schritt der
Isoleucinbiosynthese Threonin aeKetobutyrat umsetzt.

a-Ketobutyrat bzw. Pyruvat werden in drei Schrittem den entsprechenden Ketosauren
Ketomethylvalerat bzw. Ketoisovalerat umgesetz¢, idi einer letzten von Branched-Chain
Aminotransferasen katalysierten Reaktion mit Glgtals Co-Substrat zu den Aminosauren
Isoleucin bzw. Valin transaminiert werden.

Die Biosynthese von Leucin zweigt von der Valingimhese ab (Abb. 1.1). Als
Ausgangssubstrat dient die Ketosaure von Valinpisetalerat, die in drei Reaktionen zu
Ketoisocaproat umgesetzt wird. In einer Branchedi@hAminotransferase katalysierten
Transaminierungsreaktion wird Ketoisocaproat zudiwmgesetzt. In diesem terminalen

Schritt dient ebenfalls Glutamat als Co-Substrat.
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Threonin

| Threonin Deaminasel l

2 x Pyruvat a-Ketobutyrat + Pyruvat
2-Isopropylmalat Acetohydroxyacid
Synthase
2-Acetolactat 2-Aceto-2-hydroxybutyrat
Isopropylmalat Isopropylmalat
Isomerase Synthase Ketolacid
Reductoisomerase
Acetyl CoA
3-Isopropylmalat 2,3-Dihydroxy-3-isovalerat ~ 2,3-Dihydroxy-3-methylvalerat
Isopropylmalat Dihydroxyacid
Dehydrogenase Dehydratase
Ketoisocaproat Ketoisovalerat Ketomethylvalerat
l Branched-Chain Aminotransferase l
Leucin Valin Isoleucin

Abbildung 1.1 Darstellung der Biosynthese verzweiggettiger Aminosauren in hoéheren Pflanzen.Die
Biosynthese von Valin und Isoleucin wird von defbea Enzymen katalysiert. Die Biosynthese von Leuci
zweigt auf Stufe des Ketoisovalerats vom Valinsgatdweg ab.

Die Regulation der Biosynthese verzweigtkettiger idosauren erfolgt maf3geblich tber
Feedback-Inhibitionen. Die Akkumulation von Valirgeucin und Isoleucin wirkt inhibierend
auf die Acetohydroxyacid Synthase, so dass die yBibgse aller verzweigtkettigen
Aminosauren verlangsamt ablauft bzw. gehemmt wirde[ and Duggleby, 2002; Singh,
1999]. Die Anhéaufung von Leucin fuhrt zur Hemmuner dsopropylmalat Synthase und
verhindert damit die weitere Produktion von Leuddird Isoleucin Gber ein gewisses Mal3
hinaus angehauft, wird die Threonin Deaminase iehilund somit die Isoleucinbiosynthese

unterdriickt.

Die an der Biosynthese von Valin, Leucin und Isoiewbeteiligten Enzyme sind in héheren
Pflanzen mit Ausnahme der Isopropylmalat Isomerg#eil) und der BCAT umfangreich

untersucht [Binder et al., 2007; de Kraker et 2007; Hagelstein et al., 1997; Singh et al.,
1999]. Diese Untersuchungen weisen sehr deutlichudlain, dass die Biosynthese dieser
Aminosauren in den Plastiden hoherer Pflanzenfisidt. Aus Spinat-Choroplasten wurden
zwei BCAT-Enzyme isoliert, wobei eine als Valin-Amotransferase aufgrund der hohen
Affinitat zu KIV bezeichnet wird und die andere logw/Isoleucin-Aminotransferase genannt
wird, da sie die Umsetzung von KIC und KMV katagrsi[Hagelstein et al., 1997]. In
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Arabidopsis thaliana gibt es sehr wahrscheinlich drei plastidare BradeGhain
Aminotransferasen, wobei die Funktion der Einzelbestang unbekannt ist [Diebold et al.,
2002].

1.2 Biosynthese und Abbau Methionin-abgeleiteter Gkosinolate inArabidopsis thaliana

Die Glucosinolate, auch Senfdlglycoside genanntnd sieine Gruppe pflanzlicher
Sekundarmetabolite. Es handelt sich hierbei um efdlw und stickstoffhaltige
Verbindungen, die sich von Aminosduren ableitennMadet sie fast ausschlie3lich in der
Ordnung Capparales, die einige wichtige Nutzpflann@erhalb der Familie der Brassicaceae
umfasst. Zu diesen zahlen beispielsweise KBhégsica oleracea), Senf Gnapis alba) und

Raps Brassica napus), aber auch die ModellpflanZeabidopsis thaliana.

Die mehr als 120 bekannten Glucosinolate weisee g@meinsame ,Core”-Struktur auf.
Diese chemische Struktur zeichnet sich durch ep®-Thioglucose-Gruppe, einen
sulfonierten Aldoxim-Rest und eine variable Seitik aus. Die Glucosinolate werden
grundsatzlich in aliphatische, aromatische und lisdbe Glucosinolate eingeteilt [Wittstock
und Halkier, 2002]. Die Einteilung ist abhangig waen Ausgangsaminosauren von denen sie
sich ableiten. Dabei werden die aliphatischen Gimmmate von Methionin, Alanin, Valin,
Leucin und Isoleucin, die aromatischen Glucosimolain Tyrosin und Phenylalanin und die

indolischen Glucosinolate von Tryptophan abgeleitet

Die Glucosinolatbiosynthese setzt sich grundsdtzlemus drei unabhangigen Phasen
zusammen. Im ersten Schritt wird die Ausgangsardamm@s in der sogenannten
Kettenverlangerung durch eine oder mehrere Metlgylgapen verlangert. Die verlangerten
Aminosauren werden im zweiten Abschnitt in mehréReaktionen in Thiohydroximinsauren
dberfuhrt und ein Glucose- und Sulfatrest angehé@Dgise Glucosinolate werden in der
dritten Phase sekundéar modifiziert [Wittenbach Abéll, 1999].

In der Abbildung 1.2 ist die Methionin-Kettenvenjimung ausgehend von Methionin
dargestellt, da sich die wichtigsten aliphatisch@lucosinolate von dieser Aminosaure
ableiten und sie im Focus dieser Arbeit stehen. ¥de&thionin-Kettenverlangerung beginnt
mit einer initialen Transaminierung, in der Methiorzu a-Ketomethylthiobutyrat (MTOB)
deaminiert wird. MTOB wird anschlie3end in einemgdensationsreaktion dehydriert und mit
Acetyl-CoA verknipft. Nach einer Isomerisierung ueither oxidativen Decarboxylierung
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entstehta-Ketomethylthiopentanoat (MTOP), das entweder ineeiTransaminierung zu
Homomethionin reaminiert wird, oder aber in weiteréyklen um eine oder mehrere
Methylengruppen verlangert wird. Aus Homomethioriaw. den weiter verlangerten
Methionin-Derivaten werden in den nachfolgenden sBidheseschritte Glucosinolate
gebildet.

Mit Ausnahme der an der Kondensationsreaktion lgten Methylthioalkylmalat Synthasen
(MAM) sind die Enzyme der Methionin-Kettenverlangeg noch nicht ndher untersucht. In
Arabidopsis wurden die zwei MAM-Enzyme, MAM1 und MAM3 identiiert, die sich
aufgrund ihrer Substratspezifitat unterscheidenx{dreet al., 2004; Textor et al., 2007].
Wahrend MAML1 lediglich die KondensationsreaktiomwdTOB und MTOP im ersten und
zweiten Durchgang der Methionin-Kettenverlangerwagalysiert, akzeptiert MAM3 auch
alle langerkettigen Ketosauren und ist somit edenfan den weiteren Durchgangen der

Methionin-Verlangerung beteiligt.

Transaminierung Kondensation
Methionin «¢ » MTOB / P 2-Alkylmalat
Acetyl-CoA / "
Isomerisierung
Mgth_ioni”'< P Ketosiure <« 3-Alkylmalat
erivat Transaminierung (MTOP) Oxidative

Decarboxylierung

Abbildung 1.2 Methionin-Kettenverlangerung in der Biosynthese Methionin-abgeleiteter Glucosinolate

Der Abbau der Glucosinolate ist von grol3er Bedaytwia die Abbbauprodukte dieser
Sekundarmetabolite die eigentlich biologisch akti®ubstanzen darstellen. Die Degradation
der Glucosinolate erfolgt durch Hydrolyse der Sdelw&lucose-Bindung des Thioglucose-
Rests (siehe Abb. 1.3). Diese Reaktion wird von @eFhioglucosidase Myrosinase
katalysiert, die im Pflanzengewebe von Glucosimmatiumlich getrennt ist. lArabidopsis
thaliana scheinen die Glucosinolate unter anderem in soggea S-Zellen (schwefelreiche
Zellen), die sich zwischen Phloem und Endodermifinben, gespeichert zu werden
[Koroleva et al.,, 2000]. Die Myrosinase hingegenrdwiin speziellen Myrosinzellen
gespeichert, die im an die Endodermis angrenzeldetiexgewebe verstreut vorliegen. Wird

das Pflanzengewebe beispielsweise durch Insekfemtravundet, kommen die Glucosinolate
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mit der Myrosinase in Berihrung und werden zu elfielzahl von Stoffen hydrolysiert. Den
grofdten Anteil an diesen Produkten haben Isothizatga Thiocyanate und Nitrile [Smith et
al., 2003; Wittstock and Halkier, 2002]. Diese $paldukte scheinen dem Schutz gegen den
Befall von Herbivoren und Pathogenen zu dienen.eBudhaben diese sowohl toxische als
auch protektive (z.B. Krebsvorbeugende) Wirkungem Ihdheren Tieren und Menschen
[Wittstock and Halkier, 2002]. Epidemiologische &®n ergaben, dass eine erhohte
Aufnahme der Isothiocyanate, Sulphoraphan und {8e©brbinol zu einer Reduktion des
Krebsrisikos fuhrt [Keck and Finley, 2004]. Ihre Nlingsweise besteht in der Aktivierung
von ,Phase II-Detoxifikations-Enzymen®, die zur Mbblisierung der Xenobiotika beitragen.
AulRerdem scheinen sie den Zellzyklus von Krebsaaleunterbrechen und die Apoptosis zu

induzieren, was zu einem verminderten Tumorwachgtinm [Keck and Finley, 2004].

R S:Glu
T

N
~0-S0;

Myrosinase
Glucose

Glucosinolat

R—N=C=8 R—CN + S
) R—S-CN
Isothiocyanate Nitrile

R’ \(\ Thiocyanate
NH
o& \7/HH\CN
S

S

Oxazolidin-2-thione Epithionitrile

Abbildung 1.3 Abbau der Glucosinolate durch die3-Thioglucosidase Myrosinasdverandert nach Wittstock
and Halkier, 2002]. Die Glucosinolate werden dusglaltung der Schwefel-Glucose-Bindung hydrolysiert.

1.3 Die Familie der Branched-Chain Aminotransferase in Arabidopsisthaliana

Branched-Chain Aminotransferasen (BCAT) (EC 2.1 <ind sowohl an der Biosynthese,
wie auch am Abbau verzweigtkettiger Aminosaurereibigt. So katalysiert das Enzym den

jeweils letzten Schritt im Aufbau, sowie die ini@alransaminierungsreaktion im Abbau der
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verzweigtkettigen Aminosauren. Es handelt sichd@eum eine Pyridoxal-5-Phosphat (PLP)-
abhangige Aminotransferase, die zur Entfaltungrilwmalen Aktivitat den Co-Faktor PLP
bendtigt. Dieser geht hierfuir eine kovalente Binglamt dem Lysin-Rest im aktiven Zentrum
des Enzyms ein [Mehta und Christen, 2000].

In Arabidopsis thaliana sind die Branched-Chain Aminotransferasen in ei@enfamilie
codiert, die sieben Gene @BCAT1-7) umfasst. Sechs Mitglieder dieser Genfamilie
(AtBCAT1-6) werden transkribiert. Bei BCAT7 handelt es sich vermutlich um ein
Pseudogen. Umfangreiche Untersuchungen zur Expresir BCAT-Gene inA. thaliana
ergaben, dass die einzelnen Vertreter sehr unteddicih in den untersuchten Geweben und
Entwicklungsstadien exprimiert sind [Schuster et, &005; Schuster et al., 2006].
Verschiedene Experimente zur Untersuchung der fuldmen Lokalisation der AtBCATs
zeigten, dass die BCAT-Proteine in unterschiedhchéompartimenten lokalisiert sind
[Diebold et al., 2002; Schuster et al., 2006; Ketllal., 2008]. AtBCAT1 scheint demnach als
einziges Mitglied der Genfamilie in den Mitochodridokalisiert zu sein. Fur die drei
weiteren Mitglieder, AtBCAT2, -3 und -5 ergab sieime plastidéare Lokalisation. AtBCAT4
und AtBCAT6 scheinen im Cytosol zu verbleiben unchhin Organellen transportiert zu
werden. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Lokalisiey und sehr unterschiedlicher
Expressionsmuster scheinen die BCATs an verschead@&toffwechselwegen beteiligt zu
sein. Der mitochondriale Vertreter AtBCAT1 ist dabm Kandidat fir den Leucin-Abbau, da
dieser Stoffwechselweg sehr wahrscheinlich in deilodiondrien stattfindet. Erste Hinweise
dafur wurden durch die Charakterisierung eibeatl-1 Mutante gefunden [Schuster und
Binder, 2005]. Fiur die plastidar lokalisierten \etér liegt es nahe, dass sie an der
Biosynthese verzweigtkettiger Aminosauren mitwirkela dieser Stoffwechselweg in den
Plastiden ablauft [Hagelstein et al., 1997]. Damsglische AtBCAT4 zeigt ein verandertes
Substratspektrum verglichen mit den anderen Amamatierasen der Genfamilie [Diebold et
al., 2002; Schuster et al., 2006]. Untersuchungen WAtBCAT4-Knock-Out-Mutanten
sprechen daftir, dass AtBCAT4 an der Biosynthesehidein-abgeleiteter Glucosinolate
beteiligt ist [Schuster et al., 2006]. Die exakignktion von AtBCAT4 in der Methionin-
Kettenverlangerung ist hierbei unklar. Die Funktaes zweiten cytosolischen Mitglieds der
BCAT-Familie, AtBCATG ist bislang unbekannt.

10
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1.4 Isomerisierungsreaktionen in der Biosynthese vawveigtkettiger Aminosauren und
dem Kettenverlangerungszyklus von Glucosinolan

Eine zweite Genfamilie ist fir diese Arbeit von twederer Bedeutung, die Genfamilie der
Aconitasen. Aus Untersuchungen in Bakterien isiabek dass Isomerisierungsreaktionen in
verschiedenen Stoffwechselwegen vorkommen. In deaten Mitochondrien stattfindenden
Citrat-Zyklus ist eine Isomerisierungsreaktion ettégn, in der Citrat zu Iso-Citrat umgesetzt
wird. Bei der Gewinnung von Oxalacetat im Glyoxyfaklus findet ebenfalls die
Umsetzung von Citrat zu Iso-Citrat statt. Die Isoisierungsreaktion im Glyoxylat-Zyklus
findet im Cytoplasma statt, wahrend alle weiterehrite in den Glyoxysomen ablaufen. In
beiden Stoffwechselwegen ist hierfur die Beteiliguginer Aconitase nétig. Diese Enzyme
wurden in hoheren Pflanzen bislang wenig untersufidem ist die zweite Reaktion in der
Leucinbiosynthese eine Isomerisierung, in der pgpylmalat zu 3-Isopropylmalat
umgesetzt wird. Die Leucinbiosynthese ist in deastiien hoherer Pflanzen lokalisiert. In
diesem Kompartiment ~ wird  auch die Methionin-Kettert&ngerung  der
Glucosinolatbiosynthese vermutet, die ebenfalle dsomerisierungsreaktion beinhaltet. In
dieser Reaktion wird 2-Alkylmalat zu 3-Alkylmalaimgewandelt. Auch in diesen beiden
Stoffwechselwegen ist die Isomerisierungsreaktion hbheren Pflanzen bisher wenig
untersucht. In Bakterien wird die Isomerisierung&tn der Leucinbiosynthese von
Isopropylmalat Isomerasen katalysiert. Die bakbere Isopropylmalat Isomerasen stellen
Heterodimere dar und weisen eine groRe Ahnlictikeilen bakteriellen Aconitasen auf.

Erste Untersuchungen zur Leucinbiosynthese und iblathKettenverlangerung der
Glucosinolatbiosynthese in héheren Pflanzen weieaufhin, dass diese Stoffwechselwege
einen vermutlich einen gemeinsamen Vorlaufer hgBamder et al., 2007]. So umfasst die
Familie der Isopropylmalat Synthasen #rabidopsis thaliana Proteine, die an der
Kondensationsreaktion im Methionin-Kettenverlangegszyklus beteiligt sind
(Methylthioalkylmalat-Synthasel und —3), sowie gveei Isopropylmalat Synthasen (IPMS1
und IPMS2), die die Kondensationsreaktion in dexdiebiosynthese katalysieren [de Kraker
et al., 2007; Textor et al., 2004; Textor et al0?]. Interessant ist nun, ob die Isopropylmalat
Isomerasen der Leucinbiosynthese und der MethiKeitenverlangerung ebenfalls in einer

Proteinfamilie organisiert sind.
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1.5 Zielsetzung der Dissertation

In Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit wurde dassgtische Mitglied der AtBCAT-Familie,
AtBCAT4 néaher charakterisiert. In erstem vitro-Enzymaktivitatstest wurde das besondere
Substratspektrum dieser Aminotransferase beobaclhtet Gegensatz zu den anderen
AtBCAT-Vertretern setzt AtBCAT4 lediglich Leucin dndie entsprechende Ketosaure,
Ketoisocaproat um. Zudem wurde gezeigt, dass AtBCABubstrate aus dem
Kettenverlangerungszyklus Methionin-abgeleitetend@kinolate akzeptiert. Die Umsetzung
dieser Verbindungen und die 50 %-ige Reduktion ineh&@t Methionin-abgeleiteter
Glucosinolate in zwei unabhangigen AtBCAT4-Knockt®Mutanten deuteten auf eine
Beteiligung von AtBCAT4 an der Biosynthese dieseki@darmetabolite hin. Mit Hilfe von
in vitro-Aktivitatstest sollen nun Deaminierungskinetikenit nMethionin und Leucin
durchgefihrt werden, um Aussagen Uber die Affinid& Aminotransferase zu diesen
Substraten treffen zu koénnen. Um herauszufinden, welchem Kompartiment der
Pflanzenzelle die Funktion von AtBCAT4 eine wicletiRolle spielt, soll die subzellulare
Lokalisation in Arabidopsis thaliana in einem weiteren Experiment untersucht werden.
Hierfur soll ein Zellfraktionierungsexperiment mianschlielBender Immunodetektion
durchgefihrt werden. Diéen vitro-Enzymtests und die genaue Lokalisierung sollenedab
helfen die Bedeutung und die Funktion von AtBCABhguer zu bestimmen.

Zudem soll die Funktion eines weiteren Mitglieds AEBCAT-Familie naher charakterisiert
werden. Das plastidare AtBCAT3 zeigte in erstanvitro-Aktivitatstests, dass es sowohl
Substrate aus der Biosynthese verzweigtkettigernas@uren, als auch Substrate aus dem
Kettenverlangerungszyklus der Glucosinolatbiosysgh@msetzt. In Aminierungskinetiken
mit den Ketosauren der verzweigtkettigen Aminosawed mit Ketomethylthiobutyrat soll
die Affinitdit von AtBCAT3 zu den unterschiedlicheéBubstraten bestimmt werden. Die
bevorzugte Umsetzung eines Substrats liefert Hissvean welchem Stoffwechselweg
AtBCAT3 maligeblich beteiligt sein konnte. Um dienktion dieser Aminotransferase
ebenfallsin vivo zu untersuchen, soll eine entsprechende T-DNAHiossmutante etabliert
und molekulargenetisch charakterisiert werden. Metabolit-Analyse dieser Mutante soll
weitere Aufschlisse Uber die Bedeutung von AtBCAIf Primar- und/oder im
Sekundarstoffwechsel liefern. Die Etablierung eidgBCAT3/AtBCAT4-Doppel-Knock-
Out-Mutante und anschlieBende Metabolit-Analysderolzudem weitere Hinweise zur
Funktion von AtBCAT3 und AtBCAT4 liefern.
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Zudem sollen in GieRversuchen die Auswirkungen sidberschuss an verzweigtkettigen
Aminosauren auf das Metabolit-Spektrum beobachtetrden. Die biotechnologische
Relevanz der Glucosinolate soll in einem Fral3vdrsomt Spodoptera littoralis Raupen
untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Identifimidg der Aconitasen, die an der
Isomerisierungsreaktion im Kettenverlangerungszyklar Glucosinolatbiosynthese und/oder
in der Leucinbiosynthese beteiligt sind. Diese Emeysind bislang irArabidopsis thaliana
nicht naher untersucht. Metabolit-Analysen von Miga potentieller Kandidatengene sollen

zur Identifizierung dieser Isopropylmalat Isomeradenen.
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2. Material

2.1 Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a (Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland)
Escherichia coli AD494(DE3)pLys (Novagen, Madison, USA)
Agrobacterium tumefaciens GV2260 (Deblaere et al., 1985)

2.2 Pflanzenlinien

Die Pflanzen werden generell bei 21 °C, 50 % Luftfge und einer Lichtintensitat von 200
HE in einer Klimakammer (Fa. Votsch) unter LangBaglingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel)
auf Erde angezogen.

Nachfolgend sind die verwendeten Pflanzenliniemyeiifhrt:

Nicotiana tabacum Var. Pet. Havanna
Arabidopsis thaliana, Okotyp Columbia (Lehle Seeds, Round Rock, USA)
AtBCATS3 T-DNA-Insertionsmutante: GABI Kat 002A1bdat3-1)
AtBCAT4 T-DNA-Insertionsmutanten: SALK 01362Bcat4-1) und GABI Kat 163D11
bcat4-2)
AtBCAT3/AtBCAT4-Doppel-Knock-Out-Mutante: Kreuzuraps GABI Kat 002A11 und
GABI Kat 163D11
Isopropylmalat-Isomerase kleine Untereinheit (At20€I0) T-DNA Insertionsmutanten:
SALK 11385 ({pmi ssul-1) und SALK 111666ipmi ssul-2)
Isopropylmalat-Isomerase kleine Untereinheit (A2d0) T-DNA-Insertionsmutante:
SALK 048320ipmi ssu2)
Isopropylmalat-Isomerase kleine Untereinheit (A3@®0) T-DNA-Insertionsmutante:
Flag_149F10pmi ssu3-1)
Isopropylmalat-Isomerase grof3e Untereinheit T-DMAertionsmutanten: SALK 029510
ifdmi Isu-1); SAIL 369G04 {pmi Isu-2); GABI Kat 452D03 {pmi Isu-3)
Aconitase 1 T-DNA-Insertionsmutante: SALK 026148d1-1)
Aconitase 2 T-DNA-Insertionsmutante: SALK 01466&q2-1)
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Aconitase 3 T-DNA-Insertionsmutante: SALK 00953¢q3-1) ; SALK 054196 éco3-2);
SALK 031352a¢03-3); SALK 037286 &co3-4)

Die SALK Mutanten wurden vom , The Salk Institute #iological Studies” (San Diego,
Kalifornien, USA), die GABI Kat Mutanten von GABI& (Universitat Bielefeld,
Deutschland), die FLAG Mutanten von INRA (Versasll€&rankreich) und die SAIL

Mutanten von Syngenta (Arabidopsis Insertion Lipr&reutschland) bezogen.

2.3 Oligonukleotide

bcat3ue.BamHlI 5 -ggatcctgcaacgctgtttcgted- RT-PCR

3314.2 5 -attccgttcctccacctg-3° RT-PCR

UBQ10.H 5’-gatctttgccggaaaacaattg-3° RT-PCR
UBQ10.R 5’-cgacttgtcattagaaagaaagag-3” RT-PCR
bcat3N.1 5’-gagagaaagcctccgtctce-3° Northern Bluddyse
bcat3N.2 5’-ggaagaagaatgctgaagc-3° Northern Blatyse

At4913430.GFP.H

5’-gctgatcacgaagaagaagaagacg-3°

nti@tise RT-PCR

At4913430.GFP.R

5’-gctgatcaactgcaagaactcccttg-3°

an@@ative RT-PCR

B-tub2.H 5-gactgtctccaagggttccady- Quantitative RT-PCR

B-tub2.R 5’-gtactgctgagaacctcttgago- Quantitative RT-PCR

DTXSC 5"-gatcgagtcgacatcgatttttttttttttttttd” | Quantitative RT-PCR

Ipi.GFP.H 5-attctagaacaatggcgtattctc-3° Subzetuldkalisation von
IPMI SSU (At2g43100)

Ipi.GFP.R 5’-tacccgggagctaatgatggaatc-3” Subzedillékalisation von
IPMI SSU (At2g43100)

2.4 Antikorper

AtBCAT4-Peptid-Antikorper (erkennt C-terminales oanpeptid des pflanzlichen Proteins;

Pineda, Berlin, Deutschland)

UDP-Glucose-pyrrophosphorylase (UGPase) Antiko(pgrisera, Schweden)
Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR) Antikorper (A. Sokolenko, UniveisMiinchen,
Deutschland)

Porin-Antikorper (H.P. Braun, Universitat HannovBgutschlanjl
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2.5 Losungen und Puffer
2.5.1 Puffer zur Herstellung pflanzlicher Proteinerakte

Cellulase und Mazerozym (10 ml)
1 g Cellulase/Mazerozym

1,37 g Saccharose

Die Lésungen werden fiir 5 bis 10 min bei 4800 U/omid 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wird sterilfiltriert (0,2um) und bei —20 °C gelagert.

MMC Medium (400 ml)
CaCbx2H,0 588 mg
MES 780 mg
Mannitol 359

Die Mannitol-Zugabe dient der Einstellung der Osanitht von 550 mOsm. Der pH-Wert
wird auf 5,8 mit einer 1 M NaOH Ldsung eingestdliie Losung wird anschlie3end

autoklaviert.

Puffer B

0,4 M Mannit

50 mM Tris-HCl pH 7,5
3 mM EDTA

Nach dem Autoklavieren Zugabe von 2 mM DTT und%,BSA (beide sterilfiltriert).

2.5.2 Loésungen zur Herstellung und Aufreinigung rebkmbinanter pflanzlicher Proteine

Aufreinigungspuffer
200 mM Tris-Puffer (pH 7,4)

1,5 M NacCl
1 % (v/v) Triton X-100
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S-Protein-Aufreinigungs-Kit (Novagen, Madison, USA)

In dem Kit sind folgende Losungen enthalten:

S-Protein-Agarose-LAsung (I6sen durch vorsichtlgesrtieren; mit abgeschnittener
Spitze pipettieren)

Ekapture-Agarose (I6sen durch vorsichtiges Inveatiemit abgeschnittener Spitze
pipettieren)

Rekombinante Enterokinase

10x Rekombinante Enterokinase-Puffer
200 mM Tris-HCI (pH 7,4)

500 mM NacCl

20 mM CaC}

2.5.3 Losungen zur Bestimmung freier Aminosauren ir\rabidopsis thaliana

Kaliumborat Puffer
0,5 M Borsaure

pH 11 mit 5 M KOH einstellen
der Puffer wird filtriert und entgast

Eluent A
0,02 M Natriumcitrat-Puffer pH 5,5

0,02 % (w/v) Natriumazid
die L6sung wird filtriert und entgast

Eluent B

Methanol:Acetonitril 65:35 (HPLC gradient grade;rld@oth GmbH & Co.,
Katbke, Deutschland)
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3. Methoden

3.1 Herstellung pflanzlicher Proteinextrakte

3.1.1 Extraktion l6slicher Proteine ausArabidopsis Keimlingen und Blattern

Zur Herstellung von Gesamtlysaten l6slicher Prateaus Arabidopsis Pflanzen werden
zunachst Keimlinge bzw. Rosettenblétter geerntdtinrilissigem Stickstoff schockgefroren.
Etwa 1-2 g Pflanzenmaterial werden dann mit Motsed Pistill zerkleinert, um die Zellen
aufzuschlie3en. Das Pulver wird unverztglich in28a1l 100 mM Tris-HCI Puffer (pH 8,0)
aufgenommen, ohne dass das Pflanzenmaterial auBabei ist wichtig, dass ausreichend
Puffer verwendet wird, um das gesamte Pflanzenmat@nzufeuchten. Die anschlieRende
Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C fur 10 miremi zur Trennung der l8slichen
Bestandteile von den unléslichen. Ohne das Palieterstoren, wird der klare Uberstand in
ein 50 ml Falcon-Réhrchen Gberfuhrt. Der Zentritimasschritt wird einmal wiederholt, um
die restlichen Pflanzenpartikel zu pelletieren. M#verstand wird mittels Amicon Ultra
Rohrchen (10 kD; Millipore) eingeengt, so dass iysdt Proteine mit einer Gréf3e von mehr
als 10 kD vorliegen. Die Ausbeute betragt bei eifgnsatz von 1-2 g Pflanzenmaterial 1,6-
2,5 mg Protein.

3.1.2 Isolierung von Cytosolextrakten mittels Zellfaktionierung

Die nachfolgend beschriebene Methode geht auf Satkaet al. (2000) und Doyzhenko et al.
(2003) zurtick. Sie beinhaltet die Praparation soabidopsis Protoplasten aus Blattmaterial
und die Isolierung der Cytosolfraktion aus Protefga mittels differentieller Zentrifugation.
Die fur die Protoplastierung benétigténabidopsis Pflanzen werden auf Erde bei 21°C unter
Langtag Bedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkel) ineeirKlimakammer angezogen. Die
genauen Anzuchtbedingungen sind im Detail unter 2\aterial aufgefihrt.
Zur Protoplastierung wurden Rosettenblatter vorbis321 Tage alterabidopsis Pflanzen
verwendet.

Durch einen Verdau der Zellwand werden die Prosipla gewonnen. Hierflr wird das
Blattmaterial mit der Cellulase und Pectinase in&rtb Um das Material fir die Enzyme
zuganglicher zu machen, werden dieabidopsis Blatter in ca. 1 mm breite Stlicke

geschnitten. Sie werden mit der Blattunterseit® ml MMC Medium (siehe Material 2.5.1)
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gelegt und jeweils 50l der Cellulase- sowie Macerozymlésung (siehe Maite2.5.1)
zugegeben. Der Verdau findet nun fir 12-16 h bainRamperatur im Dunkeln statt. Zur
Abtrennung von grol3eren Blattbestandteilen filtrrean den Ansatz durch einen Metallfilter
mit einer Porengrél3e von 1@dn. Durch Zentrifugation bei 100 x g und Raumtemperir

10 min werden die Protoplasten pelletiert. Die &ptasten werden in 2 ml Puffer B (siehe
Material 2.5.1) resuspendiert und 30 min auf Eisubiert, um diese aufzuschliel3en. Die
Trennung des Cytosols von den Zellorganellen efrfoittels differentieller Zentrifugation.
Dabei fuihrt der erste Zentrifugationsschritt (b@0x g und Raumtemperatur fur 5 min) zur
Abtrennung der Zelltrimmer und Zellkerne. Der Uksand wird abgenommen und bei 2.000
x g und Raumtemperatur fir 10 min zentrifugiertsDa zweiten Schritt entstehende Pellet
enthalt die Chloroplasten. Wieder wird der Uberdtaantrifugiert. Dieser Schritt erfolgt bei
16.000 x g und Raumtemperatur fur 20 min, woduriehMitochondrien abgetrennt werden.
Der Uberstand enthalt nun die gewiinschte Cytosditna.

3.2 Herstellung und Aufreinigung rekombinanter pflanzlicher Proteine

Fur die Uberexpression des AtBCAT3- und des AtBCAFdteins wurde das pET-
Uberexpressionssystem der Firma Novagen (MadisonSA)U verwendet. Die
Uberexpressionskonstrukte wurden mit dem pET32adrdkergestellt und in deg. coli-
Stamm AD494(DE3)pLys transformiert. Das bei der t€imbiosynthese entstehende
rekombinante Protein zeichnet sich durch einen ritealen ,S-Tag" (Peptid aus 15
Aminosauren) aus, der eine spezifische Aufreiniguiiger Affinitatschromatographie
ermoglicht. Die Aufreinigung beruht auf der spestiien Wechselwirkung zwischen dem ,S-
Tag“ und der so genannten S-Protein-Agarose. BEiomponenten leiten sich von dem
Ribonuklease S Enzym ab [Kim et al., 1993]. In emeschlielRenden Enterokinase-Reaktion
wird der ,S-Tag" von dem rekombinanten Protein emtf. Die Enterokinase wird durch eine
so genannte Ekapture-Agarose abgefangen. Der ars-#imtein-Agarose gebundene ,S-
Tag“, sowie die mit der Ekapture-Agarose assozidfnterokinase werden zuletzt vom

gewinschten Protein in einer Ausschlusschromatbgraibgetrennt.
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3.2.1 Uberexpression eines rekombinanten Proteins E. coli

Die folgende Beschreibung der Uberexpression vaBiCAT-3 und AtBCAT-4 bezieht sich
auf eine Hauptkultur mit einem Volumen von 1 Litddie E. coli-Kulturen werden
grundsatzlich in Erlenmeyerkolben mit Schikane B-Medium bei 37 °C und 200 rpm
hergestellt. Fur die Selektion werden die AntiltkatiKanamycin, Chloramphenicol und
Carbenicillin verwendet, da der verwendete coli-Stamm AD494(DE3)pLys eine
chromosomale Kanamycin-Resistenz besitzt, das HkkdfeEmMid eine Chloramphenicol-
Resistenz und der pET32a-Vektor eine Carbenidiigsistenz vermittelt. Die Antibiotika
werden dem LB-Medium in den folgenden Endkonzeioingnh zugesetzt: 34 mgll
Chloramphenicol, 100 mg/l Carbenicillin, 15 mg/In&mnycin.

Fur die Uberexpression stellt man zunachst einemb0/orkultur her, die mit mehreren
Einzelkolonien angeimpft und etwa 16 h kultiviefitav Diese Vorkultur wird vollstandig fir
die Animpfung der Hauptkultur eingesetzt, die ddns zu einer OBvo von 0,4 bis 0,6
inkubiert wird. AnschlieRend induziert man die Eegsion des Transgens durch die Zugabe
von IsopropylB-D-thiogalactosid (IPTG) zu der EndkonzentratiomM. In der folgenden
vierstiindigen Inkubation findet die Biosynthese sd®mbinanten Proteins statt.
Anschlie3end erfolgt die Ernte der Bakterienzetieinch Zentrifugation bei 4.500 x g und 4
°C fur 7 min. Der Uberstand wird abgegossen und @&akterienpellet in 5 ml
Aufreinigungspuffer (4 °C) (siehe Material 2.5.8suspendiert. Fur alle weiteren Schritte
werden die Bakterien grundséatzlich auf Eis gehalzie Bakterien werden mit Hilfe einer
French-Press-Apparatur aufgeschlossen. Hierbeiemedie Zellwéande durch einen Druck
von 10,3 Pa in 4 Durchgdngen aufgeschlossen. dlregr Abtrennung der Zelltrimmer vom
Proteinlysat wird bei 37.500 x g und 4 °C fur 2thmentrifugiert. Der Uberstand wird dann
durch einen Filter der AusschlussgroRe O, filtriert, um grof3ere, stérende
Schwebeteilchen zu entfernen. Das Filtrat wird Ales@end in die Affinitats-Aufreinigung

eingesetzt.

3.2.2 Affinitats-Aufreinigung eines rekombinantenArabidopsis-Proteins

Die Aufreinigung des rekombinanten Proteins aus @Ga&samtproteinlysat erfolgt mit dem S-
Protein-Aufreinigungs-Kit der Firma Novagen (Madis@JSA).

Das Proteinlysat aus einer 4 x 1 Liter-Kultur wzd gleichen Teilen auf drei Ansatze
aufgeteilt und mit jeweils 1 ml S-Protein-Agarosarsetzt und fur 1 h bei Raumtemperatur
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auf einem Schdttler (50 rpm) inkubiert. Wahrendsdrelnkubation bindet das rekombinante
Protein Gber seinen ,S-Tag" an die S-Protein-Agaros

Die folgenden Angaben beziehen sich immer auf eidwesatz. Nun zentrifugiert man den
Ansatz bei 500 x g und 4 °C fir 2 min, um die St@ireAgarose mit gebundenem
rekombinanten Protein von den restlichen Proteiaerutrennen. Der Uberstand wird mit
einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Agaliesepechs Mal mit jeweils 5 ml
Aufreinigungspuffer gewaschen, um unspezifisch gebnes Protein zu entfernen. Das
Agarosepellet wird zuletzt in 70Qul 1 x Enterokinase-Puffer (siehe Material 2.5.2)
aufgenommen. Dann vereinigt man die drei Ansatzel gibt 10 U rekombinante
Enterokinase hinzu. In der darauffolgenden Inkwamafuir ca. 15 h bei 20 °C (klimatisierter
Raum) auf dem Schiuttler (50 rpm) wird durch die effokinase der ,S-Tag“ von dem
gewinschten rekombinanten Protein abgetrennt.

Dann wird die im nachsten Schritt notwendige Ekep#garose aquilibriert. Hierzu
zentrifugiert man 50@Q Ekapture-Agarose bei 1.000 x g und 4 °C fur 5 @ Der Puffer
im Uberstand wird abgenommen und die Ekapture-Aggain 5 ml 1 x Enterokinase-Puffer
durch vorsichtiges invertieren resuspendiert. Nacteuter Zentrifugation wird das Pellet in
500 ul 1 x Enterokinase-Puffer aufgenommen und kann eimgesetzt werden. Zur
Entfernung der rekombinanten Enterokinase wird diguilibrierte Ekapture-Agarose
zugegeben und das Gemisch fur 10 min bei 20 °Csanggeschuttelt (50 rpm). Das Enzym
bindet nun an die Ekapture-Agarose, so dass diegerokinase-Ekapture-Agarose-Komplex
und der S-Tag-S-Protein-Agarose-Komplex Uber einmss8hlusschromatographiesaule von
dem rekombinanten Protein abgetrennt werden kordemzu verwendet man eine Centrex
MF-5,0-Saule (0,2um; Schleicher& Schuell, Dassel, Deutschland) und zentrifugiert 3tr
min bei 4 °C und 500 x g. Um die Ausbeute an rekioariitem Protein zu erhéhen wird der
Zentrifugationsschritt nach Zugabe von 1,2 ml Aufigungspuffer wiederholt. Der
Durchfluss wird aufgenommen und bei einer Aussdgtie von 10 kDa auf ein Volumen
von 100-150 uyl eingeengt. Das rekombinante Proteinlysat wird chis3end mit
Dithiothreitol (5 mM Endkonzentration) versetzt,sddem Schutz des AtBCAT3- bzw.
AtBCAT4-Proteins vor Aktivitatsverlust dient. Daskombinante Proteinlysat wird bei 4 °C
gelagert und ist 48 h aktiv.
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3.31n vitro-Aminotransferase-Aktivitatstests

3.3.1 Photometrischer Branched-Chain Aminotransferae-Test zur Untersuchung der

Aminierungsaktivitat

Bei den Branched-Chain Aminotransferasen handekig@s um Enzyme die grundsatzlich
beide Reaktionsrichtungen der reversiblen Transaming katalysieren kénnen.

Zur Untersuchung der Aminierung von Ketosauren ldurdie Branched-Chain
Aminotransferasen wird ein photometrischer, kona@richer, gekoppelter Enzymassay
angewandt, der bereits 1996 von Schadewald undnfger etabliert wurde. Dieser Test
beginnt mit der Aminierungsreaktion einer Ketoséxue entsprechenden Aminosaure. Diese
Reaktion wird von der Branched-Chain Aminotranser&atalysiert. Das Co-Substrat L-
Glutamat dient hierbei als Aminogruppendonor undivgelbst zui-Ketoglutarat deaminiert.
o-Ketoglutarat fungiert wiederum als Co-Substrat dar anschlieenden Reaktion, der
Umsetzung von L-Aspartat zu Oxalacetat durch dipaftst-Aminotransferase. Das gebildete
Oxalacetat wird in einem NADH-abhangigen Schrithwier Malat-Dehydrogenase zu L-
Malat umgesetzt. In dieser Reaktion wird NADH zu DNPoxidiert, wobei der Verbrauch an
NADH durch eine Absortionsabnahme bei 340 nm amtdtheter verfolgt werden kann. Die
einzelnen Reaktionen laufen in einem 1:1 Verhakhisso dass die NADH-Abnahme mit der

Reaktionsgeschwindigkeit der initialen Aminierurayieliert.

Die Reaktion findet in einem 20 Ansatz statt, der folgende Komponenten enthalt:

0,1 M Tris-Puffer (pH 8,3)

0,3 M L-Glutamat

0,05 M L-Aspartat

10QM Pyridoxal-5-Phosphat (Co-Faktor PLP-abhangigelirimansferasen;
lichtempfindlich)

5 mM Dithiothreitol

0,5 U Aspartat-Aminotransferéiseliert aus Schweine-Herzen, Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Steinheim, Behland)
1 U Malat-Dehydrogenase (isvlsais Schweine-Herzen , Roche Diagnostics

Co., Mannheim, Deutschland)
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5@M NADH

zu testendes Substrat und rékoamtes Protein werden in entsprechender

Menge zugegeben
Die einzelnen Komponenten werden alle auf ihrenV@gétt kontrolliert und pH 7-9
eingestellt.
Die Enzymtests wurden an einem Ultrospec 3100-Pheter (von Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland) mit temperiertefivé&ttenhalter (37 °C) durchgefiihrt. Die
Absorptiosmessung erfolgt bei 340 nm.
Die einzelnen Komponenten des Reaktionsansatzedewdbis auf das NADH und das
rekombinante Protein auf Eis vorgelegt. Dieser Ansaird in eine 1 ml-Quarzkivette
dberfuhrt und fir 2 min im temperierten Kivettemndal des Photometers inkubiert.
Anschlie3end wird das NADH zugegeben und der Andatzh Auf- und Abpipettieren gut
durchmischt. Nun wird die Absorption fiir 50 sec Bhotometer verfolgt. In dieser Zeit darf
es zu keiner Absorptionsédnderung kommen. Falls dbed der Fall sein sollte, deutet es auf
eine schlechte Durchmischung des Ansatzes hinbBthie Extinktion konstant, wird das
Proteinlysat hinzugegeben und der Ansatz durchmisd¢in wird die Absorptionsabnahme
fur 250 sec gemessen. Nach jedem Schliel3en desrRétetrdeckels wird grundsatzlich 15
sec mit dem Fortfahren der Messung gewartet, @afggund des Lichts im Klvettenraum zu
Artefakten kommen kann.
Am Ende der Messung zeigt das Photometer die Bigimkabnahme\E pro Minute an.
Ausgehend von diesem Wert kann man die Aktivitad dekombinanten Proteins mit der

nachfolgenden Formel berechnen:

(AE * Reaktionsvolumen)
Aktivitat = 0O00000O0O0OO0O0O0OO0OO0OO0OOO0OOOOOOO0OO0OO00d
(NADH-Extinktionskoéffent * Schichtdicke * Enzymvolumen)

Extinktionsabnahme AE [1 / min]
Reaktionsvolumen 0,2 [ml]
Extinktionskoeffizient fir NADH 6,42/ mmol * cm]
Schichtdicke der Kivette 1 [cm]

Volumen des Enzyms w [ml]
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Aktivitat X fimol / min * ml]

Bezieht man nun die Konzentration des Enzyms mit@ihalt man die Spezifische Aktivitat
des Enzyms. Diese entspricht der Reaktionsgescighigitl und ist damit ein Mal3 fur die
Aktivitat des Enzyms. Hierfir wird die Konzentratiodes Proteinlysats photometrisch

bestimmt.

Aktivitat
Spezifische Aktivitat = 0000000 0OO0O0OOOOOOOOO

Kaamtration des rekombinanten Proteins

Aktivitat xmol / min * ml]
Konzentration des rekombinanten Proteins y [mg / ml]
Spezifische Aktivitat Zdmol / min * mg = U / mg]

3.3.2 HPLC-unterstitzter Enzymtest zur Deaminierungaktivitat

Die Analyse der Deaminierungsaktivitdt der Brancldwhin Aminotransferase erfolgt mit
einem Testverfahren, das von Jones und Gilligai3 E#&oliert wurde.

Bei diesem Verfahren handelt es sich um einen diskaierlichen Test, da die Reaktion nach
einer bestimmten Zeit gestoppt wird und der Umsktz Co-Substrats bestimmt wird. Von
diesem ausgehend kann auf den Substratumsatz dgsn&meschlossen werden, der zur
Berechnung der Enzymaktivitat dient.

Der verwendete Enzymtest umfasst nur eine ReakdignTransaminierung der Aminosaure
zur entsprechenden Ketosaure maiKetoglutarat als Co-Substrati-Ketoglutarat dient
hierbei als Aminogruppenakzeptor und wird zu L-@ioat aminiert. Nach Ablauf der
Reaktion wird die L-Glutamatmenge nach Auftrennumder HPLC bestimmt. Die gebildete
Glutamatmenge entspricht dem Substratumsatz degntSnzda die Deaminierung der
Aminosaure und die Aminierung des Co-Substiketoglutarat in dem Verhéaltnis 1:1

ablaufen.
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Mit diesem Test kann grundsatzlich die Deaminierjgtier Aminosaure untersucht werden,
da sich keine gekoppelten Enzyme an diese Realdisthliel3en, die unterschiedliche
Affinitaten zu der gebildeten Ketosaure aufweiserdnrken und somit die

Reaktionsgeschwindigkeit beeinflussen wirden.

Der Reaktionsansatz umfasst ein Gesamtvolumen @0mulLlund setzt sich aus den folgenden

Komponenten zusammen, die jeweils in der angegebieéndkonzentration vorliegen:

0,3 M Tris-Puffer (pH 8,3)

5 mMi-Ketoglutarat

100M Pyridoxal-5-Phosphat (Co-Faktor der PLP-abhangige
Aminotransferasen; lichtemgfioh)

5 mM Dithiothreitol

Die zu testende Aminosaure dasl rekombinante Protein werden in

entsprechender Menge zugegeben

Alle Bestandteile des Ansatzes wurden filtrier2(@m), ihr pH-Wert kontrolliert und dieser

gegebenenfalls zwischen pH 7-9 eingestellt.

Die einzelnen Komponenten der Deaminierungsreaktienden bis auf das rekombinante
Protein auf Eis zusammengegeben. Dieser Ansatz deinth 4 min bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Danach wird das rekombinante Enzym ze@jeg und der Reaktionsansatz durch
Invertieren gemischt. Nun folgt eine 20-mindtig&ubation bei 37 °C, in der die Aminoséaure
durch das rekombinante Protein zur entsprechendetosKure umgesetzt wird. Die
Transaminierung wird durch eine Hitzeinaktivierubgi 94 °C fir 10 min gestoppt. Die
Reaktion muss sofort und dauerhaft beendet westeass sich die Messgrol3e nicht mehr
andert. Die Proben kénnen mehrere Wochen bei —2@etagert werden und ohne weitere
Behandlung in die HPLC eingesetzt werden.

Der zweite Schritt dieser Methode setzt sich ausvBgsierung, Auftrennung und Detektion
zusammen und wurde im Rahmen einer Kooperation ax-Rlanck-Institut fur Chemische
Okologie in Jena in der Arbeitsgruppe von Prof.9Benzon durchgefiihrt. Im ersten Schritt
der Analyse, der Vorsaulenderivatisierung wird L@mat mit dem Derivatisierungsreagenz

ortho-Phthaldialdehyd (OPA) zu einem Isoindol-Dativumgesetzt. Diese Aminoséaure-
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Derivate werden in einer Reversed-Phase-High-Rednce-Liquid-Chromatographie
aufgetrennt und mit einem Fluoreszenzdetektor strf&&e Aminosaure wird aufgrund ihrer
Retentionszeit identifiziert. Durch die Bestimmudgr Peakflache (entsricht der absoluten
Glutamatmenge) kann auf die Glutamatkonzentratiogsclglossen werden, die zur

Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit bzw. deiviét notwendig ist.

absolute Glusamenge in 100ul Reaktionsansatz
Aktivitat = 000000000000 ODOOOOOOO0ODOODOOOO0

Rdakszeit * Reaktionsvolumen

Glutamatmenge in 100ul Reaktionsansatz vy [umol]

Reaktionszeit 20  [min]
Reaktionsvolumen 0,1 [mi]
Aktivitat X [Lmol / min*ml]

Bezieht man in die Berechnung die eingesetzte Mangekombinantem Protein mit ein, so
erhalt man wiederum die  Spezifische  Aktivitdt. [@ies entspricht  der

Reaktionsgeschwindigkeit und ist damit ein Maldig Aktivitat eines Enzyms.

Aktivitat
Spezifische Aktivitat = 0000000000 OO0O0OOOOO

Kaamtration des rekombinanten Proteins

Aktivitat X [umol / min*ml]
Konzentration des rekombinanten Proteins y [md]/ m
Spezifische Aktivitat z [umol / min*mg = U /gh
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3.4 Futterungsversuche mit verschiedenen Aminosaune

Die Gabe von Aminosauren fuhrt zu Veranderungemghalt und in der Zusammensetzung
der freien Aminosauren und GlucosinolateArabidopsis thaliana. Zudem fuhren gréRere
Mengen an Aminosauren zu einer starken Beeinflgssdes Pflanzenwachstums. Um
genauer herauszufinden, wie sich die Gabe bestimArtenosauren auf das Aminosaure-
und Glucosinolat-Profil auswirkt, wurden ,Futtersfig/ersuche durchgefihrt.

Hierfir wurdenArabidopsis thaliana Pflanzen auf Erde in einer Klimakammer bei 21 °C
angezogen. Die genauen Anzuchtbedingungen kénrten Material 2.2 enthnommen werden.
Die Auswirkungen kurzzeitiger, langerer und largfiger Gabe von Aminosauren wurde in
drei verschiedenen Anséatzen untersucht.

In dem kurzzeitigen Futterungsversuch werden 3 Wiodhte Pflanzen einmalig mit einer
Aminosaure-Losung gegossen. 4,5 h nach der Amimesaabe (2 mM) werden die Rosetten
in fliussigem Stickstoff schockgefroren.

Fur den mittelfristigen GielRversuch wird 2 Wochdiera Pflanzen jeden zweiten Tag und
insgesamt dreimal mit 2 mM Aminosaurelésung behindde 20 Tage alten Pflanzen
werden 48 h nach der letzten Applikation der Améos-Losung in flissigem Stickstoff
geerntet.

Bei dem Langzeit-Giel3versuch werden Amabidopsis Pflanzen 3 Wochen unter normalen
Bedingungen angezogen und anschlie3end bis zur risaiiee mit Aminoséure versetztem
GieRwasser gegossen. Die Samen werden von etwaot@en alten Pflanzen 3-4 Wochen
nach der letzten Verabreichung von Giel3wasser minAsaure-Zusatz geerntet.

Diese drei Ansatze ermoglichen eine Untersuchungr ilen gesamten Lebenszyklus der
Pflanzen und zeigen, ob diese schnelle und/odgretéistige Anpassungsmechanismen an
die veranderten Bedingungen besitzen. Als Kontrollerden mehrere Pflanzen jeder
Pflanzenlinie grundsatzlich mit bidestilliertem V8as ohne Aminosaure-Zusatz gegossen.
Unterschiede im Aminosaure- und Glucosinolatgehaischen den Kontrollpflanzen und den
Aminosdure behandelten Pflanzen sind somit auf d&rsatz der Aminosauren
zuriickzufuihren.

Die Analyse des Blattmaterials und der Samen aufenih Aminoséaure- bzw.
Glucosinolatgehalt erfolgt nach den unter 3.5 utdb@schriebenen Methoden.
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3.5 Bestimmung und Quantifizierung freier Aminosauen in Arabidopsis thaliana

Die Auftrennung freier Aminosauren aAsthaliana Blattmaterial und Samen erfolgt mittels
Reversed-Phase-High-Performance-Liquid-ChromatdgeagRP-HPLC) nach Sarwar und
Botting (1993). Die fluormetrische Detektion der #wmsduren erfolgt zuvor in einer
Vorsaulenderivatisierung mit dem Derivatisierunggienz ortho-Phthaldialdehyd [Roth, M.
1971].

3.5.1 Aufschluss pflanzlicher Gewebe fur die Amin@sire-Analyse

Die in dieser Arbeit untersuchteArabidopsis-Pflanzen wurden unter standardisierten
Bedingungen auf Erde in einer Klimakammer angezogalen (siehe Material 2.2).

Fur die Analyse der Aminosauren aus Blattmatenadtden die Rosettenblatter 3 Wochen
alter Pflanzen verwendet. Diese werden zunachsiissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend gefriergetrocknet. Die Rosettenblatter5 Pflanzen werden jeweils zu einem
Pool vereinigt und durch Edelstahlkugeln in einerspBrgiergeréat (Ultra-TURRAX Tube
Drive; IKA® Werke GmbH & Co KG, Deutschland) aufgeschlossem &fem Pulver werden
20 mg zur Extraktion freier Aminosauren verwendiéerzu wird die Pflanzenprobe mit 800
ul 0,1 N HCI versetzt und zur gleichmafigen Relgrdng des Materials gut gemischt. Nach
einer 15minutigen Inkubation bei Raumtemperatuolgtfeine Zentrifugation bei 16.100 x g
und Raumtemperatur fur 5 min zur Abtrennung derdsiidhen Pflanzenpartikel. Der
Uberstand, der die I6slichen Aminosauren enthaty abgenommen. Davon werden und 100
ul zur Neutralisierung mit Kaliumborat Puffer (seeNMaterial 2.5.3) in einem Verhéltnis 1:1
versetzt. Das Puffergemisch wird fir 15 min bei Remperatur inkubiert und anschlie3end
bei 16.100 x g und Raumtemperatur fiir 5 min zargiért. Der Uberstand wird fiir die HPLC
Analyse verwendet.

Fir den Aufschluss freier Aminosauren aus Samewnlevedie Samen 8-10 Wochen alger
thaliana Pflanzen verwendet. Die Extraktion der freien Aoséuren erfolgt aus 20 mg
Samenmaterial. Die Aufreinigung und Bestimmung Algrinoséauren in Samen wurde in der

Arbeitsgruppe von Prof. Gershenzon (MPI, Jena) wéem genannter Methode durchgeflhrt.
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3.5.2 Qualitative und quantitative Bestimmung freie Aminosauren mittels High-
Performance-Liquid-Chromatographie (HPLC)

Zur Identifizierung und Quantifizierung der Aminosén werden diese in einer
Vorsaulenderivatisierung mit ortho-Phthaldialdelzgd Derivaten umgesetzt, die mittels der
Reversed-Phase Chromatographie aufgetrennt undeim&m Fluoreszenzdetektor erfasst
werden kdnnen.

Zur Durchfihrung der Methode wurde eine High-Penfance-Liquid-Chromatographie
Anlage (HPLC) (LC-10A VP Serie, Shimadzu Deutscdl&@mbH, Duisburg) eingesetzt. Die
Auftrennung erfolgte an einer Supelc8%ilLC-18-DB Saule (5 um PartikelgroRe; AusmaRe
der Saule: 25 cm x 4,6 mm; Supelco, Bellefonte, YSA

Von dem hergestellten Aminosaure-Extrakt werdenwei Verdiinnungen angesetzt upd
Aminobutyrat als interner Standard hinzugefugt. Milfe des internen Standards kann nach

der HPLC-Analyse die Qualitat der Derivatisierumgdtion bewertet werden.

Dieser Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

5 bzw. 40 pl Aminosaure-Extrakt

10 pl 0,5 mBtAminobutyrat (interner Standard)
300 pl 0,5 M Kaliumborat Puffer (pH 11)

ad 600 Il mit 0,2 N HCI

Die Analyse beginnt zunadchst mit der Vorsaulendgisierung, bei der das
Derivatisierungsreagenz  ortho-Phthaldialdehyd (OPA)Gebrauchslosung mit  2-
Mercaptoethanol; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, SteimheDeutschland) verwendet wird.
Die Aminosaure wird mit ortho-Phthaldialdehyd inwesenheit von 2-Mercaptoethanol zu
einem Isoindolderivat umgesetzt. Diese Aminosaueenate sind durch die Kopplung mit
einem aromatischen Rest stabiler und hydrophobdrlassen sich somit gut an Reversed-
Phase-Materialien auftrennen. Die Einfuhrung eifésiorophors erhéht zudem die
Nachweisempfindlichkeit.

Der Probengeber wird fur die Vorsaulenderivatisigriso programmiert, dass erst 9 pl der
Derivatisierungslosung (OPA-Reagenz), dann 10 pl zie analysierenden Aminosaure-
Verdinnung und anschlie3end nochmals 9 pl des Ofagéhz mit der Nadel aufgenommen
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werden. Diese Losungen werden in der Probenscldeirfi@scht. Nach einer Wartezeit von 1
min, in der die Derivatisierungsreaktion stattfipdeird das Gemisch vollstandig injiziert.

Die Aminosaure-Phthaldialdehyd-Derivate (Isoindolkge) werden in der mobilen Phase
an der stationaren Phase der Reversed-Phase Sildagetransportiert, wobei sie mit
unterschiedlicher Affinitdt an deren hydrophoben 8®&ktten aufgrund ihrer
unterschiedlichen Hydrophobizitdt binden. Die mebithase besteht aus dem organischen
Losungsmittel-Gemisch Methanol/Acetonitril (ElueB) und dem Natrium-Citrat-Puffer
(Eluent A) (siehe Material 2.5.3). Damit werden diBerivate wahrend einer
Gradientenelution von der Saule gewaschen, indesmPdiaritat der mobilen Phase durch
Zumischen des organischen Losungsmittels verringaat damit die Elutionskraft gesteigert
wird. Anschlieend werden die Aminosdure-Derivataorimetrisch detektiert. In der
Abbildung 3.1 ist ein Chromatogramm der freien Aas@uren beispielhaft dargestellt.
Nachfolgend ist das Programm der Gradientenelutiomd die Einstellungen am

Fluoreszenzdetektor aufgefuhrt.

Gradienten-Programm zur Elution der Aminosauren:

Zeit Anteil Eluent A | Anteil Eluent B | Flussmenge
[min] [%] [%] [mI/min]
0,01 85 15 1,0

42 62 38 1,0

43 55 45 1,0

63 38 62 1,0
63,5 0 100 1,0

67 85 15 1,0

75 85 15 1,0
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Einstellungen am Fluoreszenzdetektor:

Anregungswellenlange: 330 nm

Emissionswellenlange: 300-500 nm (Scangeschwindigiehnell)
Gain: 4 (Sensitivitat in der Software)

Sensitivitat: mittel

Response: 3 (Sensitivitdt des Detektors)

Der Detektor misst die Absorption im Abstand void 5Asec.

Die Aminosauren werden im Chromatogramm anhand Retentionszeit identifiziert. In der

folgenden Tabelle sind die Aminosauren mit ihreteReonszeiten aufgefuhrt:

Aminosaure Retentionszeit
[min]
Asparaginsaure 10,6
Glutaminsaure 16,5
Asparagin 17,9
S-Methylmethionin 18,4
Histidin 19,3
Serin 20,6
Glutamin 23,5
Arginin 27,7
Glycin 28,4
Threonin 29
Alanin 37
Tyrosin 40
B-Aminobutyrat 44,8
Methionin 52,5
Valin 52,7
Tryptophan 53
Phenylalanin 55,2
Isoleucin 57,7
Leucin 59,1
Lysin 68
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Abbildung 3.1 Chromatogramm freier Aminosauren. Dargestellt ist das Profil freier Aminosaure innde
Samen der AtBCAT3/AtBCAT4-Doppel-Knock-Out-Mutaniie mit * gekennzeichneten Peaks konnten bisher
nicht identifiziert werden.

Als interner Standard wurde die AminosaupeAminobutyrat gewdahlt, da diese in
Arabidopsis thaliana Pflanzen nicht vorkommt und sie aufgrund ihrereR&bnszeit (44,8
min) eine gunstige Lage im Chromatogramm aufwé&tr Standard ist notwendig, um die
Qualitat der Derivatisierung bewerten zu kénnersHadb wird jeder zu analysierende Ansatz
mit B-Aminobutyrat in einer Endkonzentration von 5 pMsedzt. Die zur Quantifizierung
verwendete Software ,Class VP* (Version 5.03x; Sidiru Deutschland GmbH, Duisburg)
verrechnet grundsatzlich die Peakflache des inte®t&andards mit der Peakflache der zu
analysierenden Aminosaure, so dass sich Fehlerusmdgunterschiedlicher Derivatisierung
minimieren lassen. Um nun die Peakflache der jegexil Aminosdure einer bestimmten
Menge zuordnen zu kénnen, wird im Vorfeld fir je&lminosaure eine eigene Kalibrierreihe
erstellt. Hierfur wurden 5 unterschiedliche Verdiingen eines Aminosaure-Mix (1 mM,;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschlamdich dem hier beschriebenen
Verfahren analysiert. Fur die Etablierung dieserlibifeerreihen wurden Aminosaure-
Konzentrationen zwischen 0,17 und 3,3 uM eingesBliet Software ,Class VP* erméglicht
dann die Herstellung einer linearen Beziehung ZvdacPeakflache und Aminosduremenge,

indem diese gegeneinander aufgetragen werden.

3.6 Bestimmung und Quantifizierung der aliphatischa Glucosinolate inArabidopsis

thaliana

Die Extraktion und Bestimmung aliphatischer Gluootate in Rosettenblattern und Samen

von Arabidopsis Pflanzen erfolgt nach einer von Brown et al. 2@@blierten Methode. Die
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Analyse wurde im Rahmen einer Kooperation am Maaek-Institut fur Chemische
Okologie in Jena in der Arbeitsgruppe von Prof.gBenzon durchgefiihrt.

Zur Gewinnung des Pflanzenmaterials wurd&rabidopsis Pflanzen auf Erde in einer
Klimakammer angezogen. Die genauen Anzuchtbedirggungind unter Material 2.2
aufgefuhrt.

Fur die Analyse werden Rosettenblatter 3 Wochegr &flanzen und die Samen von 8-10
Wochen alten Pflanzen verwendet. Die gesamten ®Rodddtter von 5 Pflanzen werden beim
Ernten in flissigem Stickstoff zu einem Pool veigtirund anschliel3end gefriergetrocknet.
Das gefriergetrocknete Blattmaterial und die Sameerden mittels Stahlkligelchen
zerkleinert. Jeweils 20 mg des pulverisierten, gépa Blattmaterials und der Samen werden
zur Extraktion der Glucosinolate verwendet. Zurlissang der Glucosinolate aus dem
Pflanzenmaterial wird die Probe in einem Methanal®#dér-Gemisch aufgenommen und
anschlieBend bei 13.000 x g zentrifugiert. Die @sicolate im I6slichen Uberstand werden
in einer Anionenaustausch-Chromatographie angesdgieind durch Zugabe einer Sulfatase
als Desulfoglucosinolate eluiert. Anschlie3end weerddiese in einer RP-HPLC-Analyse

aufgetrennt und Uber UV-Absorption detektiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Branched-Chain Aminotransfease 4 aus\. thaliana

Die Branched-Chain Aminotransferasen (BCAT) weréassisch dem Aufbau oder Abbau
der verzweigtkettigen Aminosauren Valin, Leucin usdleucin zugeordnet. Das cytosolische
Mitglied der BCAT-Familie inA. thaliana, AtBCAT4, fiel bereits sehr friih durch eine
veranderte Substratspezifitat auf. In Komplemeotatiudien mit einer Hefemutante, in der
beide endogenen Scbcat-Gene ausgeschaltet sinotekoalle AtBCATs mit Ausnahme des
AtBCAT4 Ketomethylvalerat und Ketoisovalerat zulé&secin und Valin umsetzen [Diebold
et al., 2002]. Dieses verdnderte Substratspektrwmdev in in vitro-Aktivitatstests mit
rekombinantem  AtBCAT4  bestatigt.  Zusatzlich  stelltesich  heraus, dass
Ketomethylthiobutyrat, die Ketosaure von Methiomlas Hauptsubstrat von AtBCAT4 ist
und das Enzym eine hohe Affinitat zu Methionin zeKgetoisocaproat und Leucin werden als
einzige der getesteten verzweigtkettigen Ketosalmam. Aminosduren umgesetzt [Knill,
2005]. Methionin und dessen entsprechende Ketos&imel Substrate aus dem
Kettenverlangerungszyklus, dem ersten AbschnitGlacosinolatbiosynthese. Dies flhrte zu
der Annahme, dass AtBCAT4 an der Synthese von Meitiabgeleiteten Glucosinolaten
beteiligt sein konnte. Die Reduktion der Methioningeleiteten Glucosinolate unb0 % in
zwei unabhangigen AtBCAT4-Knock-Out-Mutanten untigid eine Funktion von AtBCAT4
in der Glucosinolatbiosynthese. Erste Ergebnisse ivovitro-Substratspezifitatstests mit
Verbindungen aus dem Kettenverlangerungszyklus tesollin einem verbesserten
Testverfahren Uberprift werden. Deshalb wurderSeiostratvergleichstest mit verschiedenen
Aminosauren undn vitro-Aktivitatstests fur Deaminierungskinetiken mit Mgnin und
Leucin mittels einem HPLC-gekoppelten Assay duréingse.

Das verwendete AtBCAT4-Uberexpressionskonstrukiziadgeginn dieser Arbeit bereits vor
und umfasst das gesamte AtBCAT4-Leseraster (354ndsiiuren). Die Uberexpression des
rekombinanten AtBCAT4-Proteins wurde Excoli Stamm AD494(DE3)pLys nach der unter
3.2.1 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die defdnde Aufreinigung des
rekombinanten Proteins aus dem coli-Gesamtproteinlysat erfolgte mit dem S-Protein-
Aufreinigungs-Kit der Firma Novagen (Madison, USA)ie Vorgehensweise ist unter dem
Punkt 3.2.2 ausfuhrlich beschrieben. In einer Ekiease-Reaktion wurde der gesamte ,Tag-

Bereich” vom rekombinanten Enzym abgeschnitten.
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4.1.1 Aktivitat von AtBCAT4 mit verschiedenen Aminsauren

Eigentlich handelt es sich bei den von BCATs kaialyen Reaktionen um
Transaminierungen. Um jedoch eindeutig die Reaktiohtung im Bezug auf das getestete
Substrat anzugeben, werden die Reaktionen hier De@minierung und Aminierung
bezeichnet. Die Charakterisierung der Deaminierdeg Aminosauren erfolgte mit dem
HPLC-unterstutzten Enzym-Aktivitatstest nach Joued Gilligan (1983) (siehe 3.3.2). Mit
Hilfe dieses Tests (Abb. 4.1) kann die Umsetzurgrjebeliebigen Aminosaure untersucht
werden. In diesem Enzymtest erfolgt die Transamimig der zu testenden Aminosaure zur
entsprechenden Ketosaure. Die abgespaltene Amippgruwvird auf das Co-Substrat
Ubertragen, das dadurch zu L-Glutamat aminiert .wbeér Reaktionsansatz wird nach
Abstoppen der Reaktion durch HPLC aufgetrennt unel gebildete Glutamatmenge
quantifiziert. Nachdem sich die Deaminierung deridosaure und die Aminierung des Co-
Substratsi-Ketoglutarat aquimolar verhalten, kann anhandgedildeten Glutamatmenge die
Enzymaktivitat des rekombinanten AtBCAT4-Proteiesdthnet werden.

In dem friher verwendeten Test wurde der Umsatarshider noch vorhandenen Menge an
Aminosaure nach der Reaktion bestimmt. Dieses Wezfa fuhrt jedoch zu hohen
Schwankungen.

BCAT
Aminosaure g Ketosaure

a-Keto-

glutarat L-Glutamat

Abbildung 4.1 Ablauf des Enzymtests fur die Deamimrung von Aminosauren. Die Branched-Chain
Aminotransferase (BCAT) deaminiert die Aminosauue entsprechenden Ketosaure. Gleichzeitig wird Clas
Substrati —Ketoglutarat zu Glutamat aminiert.

In die Transaminierungsreaktionen des Substrati¥iefgstests wurden 1 mM und 5 mM der
jeweiligen Aminosaure eingesetzt. Die Reaktionemden fiur jede Substratkonzentration der
jeweiligen Aminosaure dreimal durchgefuhrt. Pro tTesirden 48 pg AtBCAT4-Gesamt-
Proteinlysat eingesetzt. Im verwendeten AtBCATA4tEirdysat betrug der Anteil an
rekombinantem BCAT4 15,95 % bzw. 7,7 pg. Der Anteil rekombinantem AtBCATA4-
Protein im Gesamtproteinlysat wurde bestimmt, indis Lysat in einer SDS-PAGE (SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese) aufgetrennt und dntsprechende Proteinbande nach
Anfarbung mit Coomassie-Blau an einer Gel-Dokumsmaanlage (Fluor-S Multiimager)
mit Hilfe der Software ,Multi-Analyst* (Bio-Rad) cantitativ vermessen wurde.
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Um sicherzustellen, dass das aufgereinigte rekcemiben AtBCAT4 katalytisch aktiv ist,

wurde die Aktivitat in der Aminierungsreaktion nietomethylthiobutyrat am Photometer
Uberprift. Dabei wird aul3erdem die Menge an rekoariiem Protein so eingestellt, dass
hohe Substratumsétze erreicht werden koénnen. Drestéliung der Proteinmenge ist
notwendig, um genugend rekombinantes AtBCAT4 in d@aminierungsreaktionen zu
verwenden. So wird sichergestellt, dass eine zustiBenung ausreichende Menge an

Glutamat anfallt.

In der Tabelle 4.1 ist die Aktivitat und spezifiscAktivitat des rekombinanten AtBCAT4-
Proteins in den Transaminierungsreaktionen mitgktesteten Aminosauren aufgefuhrt. Die
Berechnung der Aktivitdt und spezifischen Aktivit@rfolgt nach den unter 3.3.2
beschriebenen Formeln. In der Abbildung 4.2 sirdsgiezifischen Aktivitaten des AtBCAT4
mit den verschiedenen Substraten bei den beidereggamen Konzentrationen in Relation
zueinander in einem Diagramm dargestellt. In dem3aminierungsreaktionen mit Methionin
wurden bei beiden Konzentrationen die hdchsten fRewgeschwindigkeiten erreicht, so
dass diese auf 100 % gesetzt werden. Die gemessaakiionsgeschwindigkeiten mit den
ubrigen getesteten Aminosauren werden in Relatiomizsem Standard angegeben. Bei 1
mM Substratkonzentration wird Leucin als einzige derzweigtkettigen Aminosauren vom
rekombinanten AtBCAT4 deaminiert. Die Reaktions@@gndigkeit erreicht dabei 29 %
verglichen mit dem Standard. Bei der Substratkoinagan von 5 mM katalysiert AtBCAT4
die in vitro-Deaminierung von Leucin und Isoleucin. Die Reak$igeschwindigkeit bei der
Umsetzung von Leucin betragt 62 %, in der Deamumgsreaktion mit Isoleucin erreicht
diese nur 8 % verglichen mit dem Standard. Die Dei@mung von Homomethionin, das um
eine  Methylengruppe  verldngerte  Methionin-Derivat rfolgt  bei  ahnlichen
Reaktionsgeschwindigkeiten wie sie fir Leucin geseaswurden. Homomethionin wurde
verglichen mit Methionin bei 1 mM Substratkonzetitma mit 37 % der Geschwindigkeit im
Test deaminiert. Bei 5 mM Substratkonzentration eiente die Umsetzung von

Homomethionin 65 % der Reaktionsgeschwindigkeitivtathionin.
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Substrat SubstratMittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat
konz. gemessenen [Lmol/min*ml] | [umol/min*mg]
[MmM] Glutamat-
konzentrationen
[uM]
Methionin 1 305 (+ 7/- 8) 0,0152 0,00191
Homomethionin 1 114 (+ 3/- 4) 0,0057 0,00071
Leucin 1 88 (+ 3/- 2) 0,0044 0,00055
Valin 1 0 (+0,3/-0,2) 0 0
Isoleucin 1 0 (+1,4/-2,2) 0 0
Methionin 5 491 (+ 30/- 51) 0,0245 0,00307
Homomethionin 5 320 (+ 28/- 17) 0,0160 0,00200
Leucin 5 305 (+ 18/- 10) 0,0153 0,00191
Valin 5 0 (+0,9/-0,9) 0 0
Isoleucin 5 39 (+ 3,6/- 2,7) 0,0020 0,00024

Tabelle 4.1 Ergebnisse des Deaminierungstests dekeombinanten AtBCAT4-Proteins mit verschiedenen
Aminosauren. Aktivitat = Glutamatmenge in 100 ul/(ReaktionszeReaktionsvolumen); Spezifische Aktivitat
(Spezif. Aktivitéat) = Aktivitat/Konzentration degkombinanten Proteins. Substratkonz. = Substratkaration.

[%] 159 -

O Methionin
100 100 B Homomethionin
100 A .
H Leucin
30 65 0O Valin
M Isoleucin
60 A
37
40 A 29
20 A
0 o0
0
1 mM 5mM

Abbildung 4.2 Ergebnisse des  Substrat-Vergleichstests. Die ~ Aminosauren  wurden in
Deaminierungsreaktionen mit dem rekombinanten AtB@AProtein eingesetzt. Die Umsetzung der
Aminosauren wurde bei 1 mM und 5 mM Konzentratiotieusucht. Die Fehlerbalken geben die Abweichung
zum gréRten und kleinsten Wert an.

4.1.2 AtBCAT4 zeigt in den Deaminierungskinetiken gpRRe Affinitat zu Methionin

Substrat-Vergleichstest mit rekombinantem AtBCAT4t hsich gezeigt, dass bei den

eingesetzten Substratkonzentrationen die hdchstezaktRnsgeschwindigkeiten mit

Methionin gemessen wurden. Zudem konnte das vorSdéstratspektren anderer Branched-
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Chain Aminotransferasen abweichende Spektrum vdICAT4 bestatigt werden. Leucin
wird als einzige der verzweigtkettigen Aminosaudeaminiert. Um nun genauere Aussagen
Uber die Affinitaten von AtBCAT4 zu Methionin undeucin treffen zu kénnen, wurde mit

beiden Substraten eine Transaminierungskinetikiayaftihrt.

Die Deaminierungskinetiken fir die BCAT4-Enzymak&t mit Methionin und Leucin
wurden mit dem unter Punkt 4.1.1 beschriebenenv@datren erstellt. In die Reaktionen
wurden jeweils 15 unterschiedliche Methionin- biwucinmengen eingesetzt. Fir Methionin
wurden 13 Doppelbestimmungen und 2 Dreifachbestingen durchgefihrt, fir Leucin
wurde bei 7 Substratkonzentrationen doppelt und@lueifach bestimmt. Es wurden pro Test
12 pg des AtBCAT4-Gesamtproteinlysats verwendeg ei@men Anteil von 15,95 % an
rekombinantem AtBCAT4 aufwies. Damit wurden im Tgsteils 1,9 ug des rekombinanten
Proteins eingesetzt. Der Anteil an rekombinanteBQ¥%T4-Protein im Gesamtproteinlysat
wurde, wie bereits unter Punkt 4.1.1 beschrieb@stitmmt. Zur Erstellung der Kinetiken
waren mehrere Praparationen des AtBCAT4-Gesamiplydats notwendig. Bei den
verschiedenen Aufreinigungen kann es zu geringém&akungen in der AtBCAT4-Aktivitat
kommen. Damit diese Schwankungen nicht zu eineféléahung der Ergebnisse fuhren,
wurde die Aktivitdt jedes AtBCAT4-Gesamtproteinligan einen Referenzwert angepasst.
Fur diesen Referenzwert wurde die gebildete Glutareage mit einem bestimmten Substrat
bei einer bestimmten Konzentration dreifach bestimmd als Standard 100 % gesetzt. Die
gemessenen Glutamatmengen mit den Lysaten ausreveifeufreinigungen wurden mit
diesem Standard verglichen und an diesen rechhesisgeglichen. Grundséatzlich waren die
eingesetzten Substrate in ausreichender Menge iaktlBesansatz vorhanden, so dass die
Voraussetzungen fur eine Michaelis-Menten-Kinetggben waren. Die ermittelte Aktivitat
und spezifische Aktivitdt des rekombinanten AtBCAHbteins bei den unterschiedlichen
Methionin- und Leucinkonzentrationen sind in derbd@lle 4.2 zusammengefasst. Die
Aktivitdt und spezifische Aktivitat wurden mit demter Punkt 3.3.2 angegebenen Formeln
berechnet. Die berechnete spezifische Aktivitasgmtht dabei der Aktivitat, die mit einem
Gesamtproteinlysat dessen Anteil an rekombinantéBCAT4 15,95 % betragt, gemessen
wird. In der letzten Spalte der Tabelle ist diezsjgche Aktivitat berechnet, die von 100%

rekombinanten Proteins hervorgerufen wird.
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Methionin- | Mittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat| Spezif.
konz. gemessenen [umol/min*ml] |[umol/min*mg] | Aktivitat
[MmM] Glutamat- (100%
konzentrationen AtBCAT4)
[uM]
0,25 236 & 16) 0,0118 0,00393 0,096
0,5 317 & 16) 0,0159 0,00529 0,129
0,75 376 & 4) 0,0188 0,00627 0,153
1,25 508 & 5) 0,0254 0,00847 0,206
1 406 & 30) 0,0203 0,00676 0,165
2 540 & 20) 0,0270 0,00901 0,220
2,5 605 (+ 43/- 76) 0,0303 0,01009 0,246
3 644 (+ 65/- 74) 0,0322 0,01074 0,262
4 653 & 4) 0,0327 0,01089 0,265
5 686 & 0) 0,0343 0,01143 0,279
6 731 (& 65) 0,0366 0,01219 0,297
7 740 (& 56) 0,0370 0,01233 0,301
8 787 ¢ 52) 0,0393 0,01312 0,320
9 778 & 17) 0,0389 0,01297 0,316
10 798 & 85) 0,0399 0,01331 0,325
Mittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat| Spezif.
Leucin- gemessenen [Lmol/min*ml] |[pmol/min*mg] | Aktivitat
konz. Glutamat- (100%
[MmM] konzentrationen AtBCAT4)
[uM]
0,25 44 (= 10) 0,002 0,00074 0,005
0,5 80 & 15) 0,004 0,00133 0,008
1 161 (+ 50/- 27) 0,009 0,00290 0,018
1,5 225 @ 10) 0,011 0,00375 0,024
2 302 (+ 9/- 13) 0,015 0,00507 0,032
2,5 380 (+ 63/- 44) 0,019 0,00635 0,040
3 395 (+ 41/- 23) 0,020 0,00651 0,041
4 446 (+ 64/- 38) 0,022 0,00733 0,046
5 543 (+ 35/- 28) 0,027 0,00903 0,057
6 539 (+ 22/- 19) 0,027 0,00897 0,056
7 609 (+ 17/- 11) 0,030 0,01011 0,063
8 666 (+ 106/- 56) | 0,033 0,01087 0,068
9 657 & 36) 0,033 0,01097 0,069
10 733 ¢ 17) 0,037 0,01223 0,077
15 751 @& 40) 0,038 0,01254 0,079

Tabelle 4.2 Aktivitat und spezifische Aktivitdt desAtBCAT4-Proteins in der Deaminierungskinetik mit
Methionin (oben) und Leucin (unten). Aktivitdt = Glutamatmenge in 100 pl / (Reaktionsze
*Reaktionsvolumen); Spezifische Aktivitdt (Spez#ktivitdt) = Aktivitdt/Konzentration des rekombinim
AtBCAT4-Gesamtproteinlysats. Spezif. Aktivitat (PBOAtBCAT4) = Spezif. Aktivitat bei einem Einsatz vo
100% rekombinanten AtBCAT4 Protein. Substratkor&ubstratkonzentration.
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Die ermittelten Substrat-Enzymaktivitats-Beziehungeerhalten sich wie die Michaelis-
Menten-Beziehungen, was sich in dem typisch hypediten Kurvenverlauf der Kinetiken
wiederspiegelt (Abb. 4.3 A und BRie K- und VihacWerte wurden mittels nichtlinearer
Regression unter Verwendung der ,Origin“-SoftwabgiginLab Corporation, Nordhampton,
USA) basierend auf der Michaelis-Menten-Gleichuvg (Vmax * [S])/(Km + [S])) berechnet.
Der Km-Wert entspricht der Substratkonzentration bei matkimaler
Reaktionsgeschwindigkeit und stellt ein Mal} fur Afénitat des zu untersuchenden Enzyms
dar. Ist der K-Wert hoch, so ist viel Substrat zum Erreichen dmlbmaximalen
Reaktionsgeschwindigkeit des Enzyms nétig, und taha Affinitat zu diesem Substrat
gering. Ein niederer KWert weil3t jedoch darauf hin, dass nur wenig Suabstur
Halbséattigung des Enzyms ben6étigt wird, und someitAdfinitdt zum Substrat hoch ist.

In der Deaminierungskinetik des rekombinanten AtB@Amit Methionin betragt der Km-
Wert 0,93 mM, in der mit Leucin 4,86 mM. Dies bet#udass AtBCAT4in vitro eine
hohere Affinitat zu Methionin aufweist als zu Lemcda eine geringere Substratmenge an
Methionin ausreicht, um die halbmaximale Reakti@sspwindigkeit zu erreichen. Die
relativen Maximalgeschwindigkeiten liegen mit 0,088 0l/min*mg fir Methionin und 0,11

pmol/min*mg fir Leucin etwa im gleichen Bereich.
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Abbildung 4.3 Darstellung der Deaminierungskinetikem mit Methionin (A) und Leucin (B). Es wurde
jeweils die Substratkonzentration gegen die Reakgeschwindigkeit aufgetragen. Fir beide Substegidt
sich eine typische Michaelis-Menten-Kinetik.

4.1.3 Subzellulare Lokalisierung der Branched-ChairAminotransferase 4 in einem

Zellfraktionierungsexperiment

Aus friheren Studien existieren Hinweise fur diézallulare Lokalisation der Branched-
Chain Aminotransferase 4 a#s thaliana [Knill, 2005; Schuster et al., 2006]. Dabei wurde
auf cDNA-Ebene das gesamte AtBCAT4-Protein (354 moséuren) mit dem N-Terminus
des grun fluoreszierenden Proteins smGB#&tulfle modified green fluorescent protein)
fusioniert und transient in Tabak-ProtoplasteNic¢tiana tabacum) exprimiert. Die
Fluoreszenz des AtBCAT4:.smGFP-Fusionsproteins wunggbei eindeutig im Cytosol

nachgewiesen.
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Um die Lokalisation in einem zweiten, unabhangigaperiment zu untersuchen, wurde nun
eine Zellfraktionierung mit anschlielender ImmurtelBon durchgefiihrt. Dabei wurden
verschiedene Zellfraktionen mit einem AtBCAT4-sfisehen Antikoérper untersucht. Ein
Detektionssignal deutet dann auf AtBCAT4 in dieZellfraktion hin. Fir den Versuch
wurden ldsliche Gesamtproteinlysate der AtBCAT4-8k@ut-Mutante lfcat4-1; SALK
013627) und degvrabidopsis Wildtyps verwendet. Zudem wurden Zellfraktionem,denen
cytosolische, chloroplastidare bzw. mitochondri@teteine angereichert wurden, eingesetzt.
Die Gewinnung der verschiedenen Proteinlysate ued @ytosolfraktion ist unter den
Punkten 3.1.1 und 3.1.2 ausfihrlich beschriebere Dihloroplasten wurden mittels
differentieller Zentrifugation und anschlieliendeufi®inigung Uber Percoll Gradienten
gewonnen [Aseeva et al. 2004]. Nach einem ahnlidhenfiahren, das fur die Aufreinigung
von Mitochondrien optimiert wurde, wurde eine Mitooidrien-Fraktion aug\rabidopsis
Zellsuspensionskultur isoliert [Klein et al., 1998]

Die verschiedenen Proteinlysate wurden in eineyd®oylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
(12,5% Polyacrylamid; 4 M Urea) aufgetrennt und Ereteine mit Hilfe des Western-Blot-
Verfahrens auf eine PVDF-Membran transferiert. Bigtrennung und der Transfer erfolgten
nach Standard Elektrophorese- und Transfer-Techni@ambrook et al., 1998). Die
Immunodetektion wurde nach Anleitung des Herstelletes ECL-Detektionssystems
(Amersham, Biosciences) durchgefihrt.

In der Abbildung 4.4 sind die Ergebnisse der Imnuetektion dargestellt. AtBCAT4 wird in
den Gesamtproteinlysaten aus Keimlingen und 3 Wodéltier Wildtyp-Pflanzen detektiert.
Zudem wurde ein eindeutiges Signal in der Cytoaktion nachgewiesen. In der
Chloroplasten- und Mitochondrien-Fraktion kann A#BIZ nicht nachgewiesen werden. Die
ausschlieRliche Detektion von AtBCAT4 in der CyteBmktion, bestétigt die cytosolische
Lokalisation von AtBCAT4.

Dieses Experiment bestatigt zudem den Knock-OutAMBTAT4 in derbcat4-1 Mutante auf
Proteinebene, da die Aminotransferase im Gesamgipfgdat dieser Mutante nicht
nachgewiesen werden kann.

Um die Reinheit der einzelnen Fraktionen zu Ubdegmriwurden diese mit den Antikérpern
gegen Proteine mit unterschiedlicher subzelluldrekalisation, die cytosolische UDP-
Glucose-Pyrophosphorylase (UGPase), die plastii@areedoxin-NADP-Reductase (FNR)
und das mitochondriale Porin (siehe 2.4 Materiaketsucht. Die Markerproteine wurden in
der jeweiligen Fraktion, ihrer Lokalisation entsgirend nachgewiesen. In der Mitochondrien-

Fraktion wird ausschlieBlich das mitochondriale Kkésprotein Porin und in der
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chloroplastidaren Fraktion das plastidar lokaltsieFNR-Markerprotein nachgewiesen. In
diesen Fraktionen liegen demnach keine oder sehigwéerunreinigungen mit Proteinen
anderer Fraktionen vor. In der Cytosolfraktion widdr cytosolische Marker, die UGPase,
aber auch das plastidare FNR-Protein detektiegs Dedeutet, dass die cytosolische Fraktion
in geringem Ausmalfd mit chloroplastidaren Proteikentaminiert ist. Die ausschliel3liche
Detektion von AtBCAT4 in der Cytosol-Fraktion sgric dennoch fir die eindeutig

cytosolische Lokalisation dieser Aminotransferase.

GP(K) GP(K) GP cy cp mt
wt bcat4d-1 wt

cecrt ) N
@Ucrase

@ Porin

E
@ FNR q-‘

Abbildung 4.4 Immunodetektionsanalyse subzelluldrer Protein-Fraktionen. Die Branched-Chain
Aminotransferase 4 aulrabidopsis thaliana wird ausschlie3lich im Cytosolextrakt detektiekbkirzungen:
GP(K) wt, Gesamtproteinlysat aus Wildtyp Keimling&P(K) bcat4-1, Gesamtproteinlysat aus Keimlingen der
AtBCAT4-Knock-Out-Mutante lfcat4-1); GP wt, Gesamtproteinlysat aus 3 Wochen alterdifilPflanzen; cy,
Cytosol; cp, Chlorplasten-Fraktion; mt, MitochoradriFraktion. Die verwendeten Antikdrper (@) richtoh
gegen AtBCAT4 (BCAT4), den cytosolischen Marker UBRicose-Pyrophosphorylase (UGPase), den
mitochondrialen Marker Porin und den plastidarerrkdaFerredoxin-NADP-Reduktase (FNR).

4.1.4 Fral3versuch mitSpodoptera-Raupen an AtBCAT4-Knock-Out-Pflanzen

Alle Pflanzen, die Glucosinolate enthalten, produan das Enzym Myrosinase, eifie

Thioglucosidase, die den Abbau der Glucosinolatéalysiert. Dieses Enzym wird in
Myrosinzellen, getrennt von den Glucosinolaten gegpert. Wird das Pflanzengewebe
jedoch durch Insektenfrald verwundet, kommen diec@inolate mit der Myrosinase in
Berithrung und werden zu einer Vielzahl von Stoffemrolysiert. Diese Abbauprodukte
(Isothiocyanate, Thiocyanate, Nitrile, Epithiorg)i sind fir die biologischen Aktivitaten der
Glucosinolate verantwortlich und dienen u.a. aleugc gegen den Befall von Herbivoren

(Pflanzenfresser).
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Die beiden AtBCAT4-Knock-Out-Mutantenbdat4-1 und bcat4-2; siehe Material 2.2)
enthalten in den Rosettenblattern etwa 50 % wemgthionin-abgeleitete Glucosinolate als
der Wildtyp. Um zu untersuchen, ob sich die Reduwktider Glucosinolate bzw. der
Hydrolyseprodukte auf das Fraldverhalten von Schgeli auswirkt, wurden die beiden
Mutanten in einem ,choice“-Test mit dem Generalis8podoptera littoralis (Agyptische
Baumwoll-Motte) untersucht. Dieser Schéadling eigsieh sehr gut fur diesen Fral3versuch,
da er sich von unterschiedlichen Nutzpflanzen (@dist) erndhrt. Darunter finden sich u.a.
Brassicaceen, zu denen ebenfé#llabidopsis thaliana gehért. In dem Versuch wurde den
Soodoptera-Raupen Pflanzen von 8 unterschiedlichen Pflanzemli angeboten. Neben den
bcat4-1 und bcat4-2 Mutanten und den dazugehdrigen Wildtypekrabidopsis thaliana
Columbia), wurde die AtBCAT3-Mutantebdat3-1) und die Isopropylmalat-lIsomerase-
Knock-Out-Mutante ipmi ssu2-1) (siehe Material 2.2) mit den entsprechenden \ijileli
eingesetzt. Diebcat3-1 Mutante weist in den Blattern 18 % mehr Methioabgeleitete
Glucosinolate auf als der Wildtyp. Dipmi ssu2-1 Mutante unterscheidet sich im Gesamt-
Glucosinolatgehalt nicht vom Wildtyp, weist jedospezifische Unterschiede in einzelnen
Glucosinolat-Spezies auf. Die Verwendung von P#anmit unterschiedlichen Glucosinolat-
Spektren soll nun zeigen, in wie weit sich gerisgezifische bzw. grofl3e Veranderungen im
Glucosinolat-Spektrum den Schutz der Pflanze g&géédlinge beeinflusst.

Fur diesen Fraldversuch wurden jeweils 36 Pflanaesr &inie in zufalliger Anordnung unter
Langtag-Bedingungen in einer Klimakammer angezoffnzuchtbedingungen siehe 2.2
Material). Die Raupen wurden auf drei Wochen allerRen gesetzt und nach 24 h wieder
abgesammelt. AnschlieRend wurde der durch den ¥ealdsachte Blattschaden geschatzt.
Der FralB3versuch wurde insgesamt dreimal an untedicdhen Tagen durchgefuhrt. Die
Schatzung des Blattschadens wurde von insgesamPeirgsonen durchgefihrt, so dass diese
verlasslich ist. Fur den ersten Versuch wurden dpea pro Pflanze verwendet, beim zweiten
3 Raupen und beim dritten Ansatz 2 Raupen pro Bflabas Ausmal des Fral3schadens wird

in Schadensklassen eingeordnet (siehe Tab. 4.3).
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SchadensklasseBlattschaden in Prozent %
0-4

5-10

11-20

21-30

31-40

41-50

51-60

61-70

71-80

81-90

91-100

Tabelle 4.3 Einteilung des Fraf3schadens in Schadétessen.

B@ooxloam.hool\n—\o

Die Fraf3-geschadigten Pflanzen wurden in die emerelSchadensklassen kategorisiert und
die Anzahl der Pflanzen einer Linie, die den glerciBlattschaden aufweisen bestimmt. Zur
Veranschaulichung der Verteilung der Schadensktasserde die jeweilige Anzahl der
Pflanzen und die Schadensklasse gegeneinander tragige Die Verteilung der
Schadensklassen fiir die Mutante wurde zudem mitveeeilung des jeweiligen Wildtyps
verglichen. In der Abbildung 4.5 ist die Verteilurgr Schadensklassen in den beiden
AtBCAT4-Mutanten und deren Wildtypen dargestellei Beiden Wildtypen sind die meisten
Pflanzen mit einem Fral3schaden von 11-20 % beirofiée meisten Pflanzen décat4-1
Mutante gehéren der Schadensklasse 4 (31-40 %) derbcat4-2 Mutante sind die meisten
Pflanzen in der Schadensklasse 3 (21-30 %) betroffér die Isopropylmalat-lsomerase-
Mutante ergibt sich eine Verteilung der Schaderssida wie im Wildtyp (Abb. 4.6, B). Die
Mehrzahl der Pflanzen dieser Linien haben einerit®lhaden von 11-20 %. Die meisten
Pflanzen der AtBCAT3-Knock-Out Mutante weisen eiridattschaden von 5-10 % auf und
werden deshalb in die Schadensklasse 1 eingeof(éidt 4.6, A). Betrachtet man den
entsprechenden Wildtyp, so weist die Mehrzahl diemen einen Blattschaden von 11-20 %
auf.

Der Fral3versuch zeigt, dass die Pflanzen der AtBE&Kmock-Out-Linien mit reduziertem
Glucosinolatgehalt einen grofReren Blattschaden eigém als die Wildtyp-Pflanzen. Die
spezifischen Verdnderungen im Glucosinolat-Spektdeampmi ssu2-1 Mutante scheint das
Frallverhalten des Schadlings nicht zu beeinflusBea.bcat3-1 Mutante mit erhéhtem

Glucosinolatgehalt zeigt einen leicht reduziertdéattB8chaden verglichen mit dem Wildtyp.
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Abbildung 4.5 Verteilung der Schadensklassen in dedtBCAT4-Mutanten. Die Zahl der Pflanzen der
bcat4-1 Mutante (A), derbcat4-2 Mutante (B) und demi\rabidopsis thaliana Wildtyp (A.t. Col0), die einen
bestimmten Blattschaden aufweisen, ist gegen dieilige Schadensklasse aufgetragen.
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Abbildung 4.6 Verteilung der Schadensklassen in ddvcat3-1 und ipmi ssu2-1 Mutante. Die Zahl der
Pflanzen debcat3-1 Mutante (A), deipmi SSU2 Mutante (B) und demrabidopsis thaliana Wildtyp (A.t.
Col0), die einen bestimmten Fra3schaden aufweisiegegen die jeweilige Schadensklasse aufgetragen.
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Um mathematisch beurteilen zu kdnnen, ob es sicludr@ unterschiedlichen Verteilungen
um signifikante Unterschiede handelt, wurde ein é${T(Signifikanztest nach Wilcoxon,
Mann, und Whitney) durchgefihrt. Ist die mit dies@est ermittelte Wahrscheinlichkeit P
kleiner als 0,001, dann sind die betrachteten Megswsignifikant unterschiedlich. Der U-
Test mit den Medianen (Zentralwert einer Datenned®r Versuchsergebnisse ergab, dass ein
signifikanter Unterschied im Blattschaden fur dB8AT4-Knock-Out-Linien nachgewiesen
wurde (Tab. 4.4). Fur die Isopropylmalat-lsomerased die AtBCAT3-Knock-Out-Mutante
ergeben sich keine signifikante Unterschiede in Beaf3schaden beim Vergleich mit dem
jeweiligen A. thaliana Wildtyp. Dies bedeutet, dass die Pflanzen mit mingeringeren

Glucosinolatgehalt von den Raupen signifikant nggiressen wurden.

Linie Median der U-Test
Schadensklasse

bcat4-1 3

At. Col-0 2 P <0,001
bcat4-2 4 P <0001
At. Col-0 2

bcat3-1 2 P = 0.004
At. Col-0 2

ipmi ssu2 2 _

At. Col-0 2 P=0182

Tabelle 4.4 Ergebnisse des U-Tests

4.2. Charakterisierung der Branched-Chain Aminotrarsferase 3 aug\. thaliana

Fur die plastidare Branched-Chain AminotransfefasesA. thaliana gibt esin vitro bereits

Hinweise, dass diese an der Glucosinolatbiosynthes® gleichzeitig an der Synthese
verzweigtkettiger Aminosauren beteiligt ist (Knil2005). Aminierungskinetiken mit den
Ketosauren der verzweigtkettigen Aminosauren sollenachst das Affinitdtsverhalten des
rekombinanten AtBCATS3 in der Biosynthese verzwestfiger Aminoséuren klaren. Um die
Funktion von AtBCAT3 im Aminosaure- und Glucosinotetabolismusn vivo ndher zu

analysieren, sollte eine entsprechende Knock-OutMa etabliert werden. Die Analysen
zum Glucosinolatgehalt und zur Konzentration frefe@ninosauren in der Mutante sollen

weitere Hinweise zur Rolle des AtBCAT3 in den bai&offwechselwegen liefern.
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4.2.11n vitro-Analysen zur Substratspezifitat des rekombinante\tBCAT3 Proteins

Substratvergleichstest vorangegangener Studien nhajgzeigt, dass das rekombinante
AtBCATS alle verzweigtkettigen Ketosauren zu dertsprechenden Aminosauren umsetzt
[Knill, 2005]. Um nun genauer zu untersuchen, welétffinitat AtBCAT3 zu den einzelnen
Substraten besitzt, wurde fiir jede verzweigtkettiyetosaure eine Aminierungskinetik
erstellt. Diese Experimente sollen weitere Erkeissetber die Funktion der Branched-Chain
Aminotransferase 3 in der Biosynthese der jewailigerzweigtkettigen Aminosaure liefern.
Das fur die Herstellung des rekombinanten Proteailyy  verwendete
Uberexpressionskonstrukt lag zu Beginn dieser Arber und umfasst das AtBCAT3-
Leseraster (353 Aminoséauren) ohne das potentiddistigare Signalpeptid am N-Terminus
(60 Aminoséauren). Die Uberexpression des rekomiamaAtBCAT-3-Proteins wurde irk.

coli Stamm AD494(DE3)pLys nach der unter 3.2.1 besbbrien Methode durchgefuhrt. Die
anschlieBende Aufreinigung des rekombinanten Metaus denk. coli-Gesamtproteinlysat
erfolgte mit dem S-Protein-Aufreinigungs-Kit derria Novagen (Madison, USA) und ist
unter dem Punkt 3.2.2 ausfihrlich beschrieben.imereEnterokinase-Reaktion wurde der
gesamte ,Tag-Bereich®, der ausschlieBlich fur dieifréinigung des rekombinanten
Proteinslysats dient, abgetrennt.

Zur Untersuchung der Aminierungsreaktion wurde Kastinuierliche Testverfahren nach
Schadewaldt und Adelmeyer verwendet (Abb. 4.7)s@sehotometrische Verfahren ist unter
3.3.1 Methoden ausfuhrlich beschrieben.

BCAT
Ketosaure verzweigtkettige Aminoséure

a-Keto-

L-Glutamat
glutarat

7
L-Aspartat »  Oxalacetat
Aspartat-Aminotransferase

NADH

Malat-
Dehydrogenase
NAD*

L-Malat

Abbildung 4.7 Ablauf des BCAT-Enzymtests nach Schalvaldt und Adelmeyer.Der Test untersucht die
Aminierung verzweigtkettiger Ketosauren. Es handéth um einen gekoppelten Enzymtest, in dem in der
letzten Reaktion der NADH-Verbrauch als Absorptamsahme am Photometer verfolgt werden. Aus dem
NADH-Verbrauch lasst sich die Branched-Chain Amiansferase-Aktivitat im Test berechnen.
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Es handelt sich hierbei um einen gekoppelten Engstntler mit der Transaminierung der zur
untersuchenden Ketosaure zu der entsprechendenosaure beginnt. Dieser Schritt wird
von der BCAT katalysiert. Gleichzeitig wird das Sabstrat L-Glutamat in dieser Reaktion
Zu a-Ketoglutarat deaminiert. Auf diese Reaktion folderwird L-Aspartat durch die
Aspartat-Aminotransferase zu Oxalacetat umges®at im ersten Schritt gebildetes-
Ketoglutarat dient hierbei als Aminogruppenakzep@xalacetat wird in der nachfolgenden
NADH-abhangigen Reaktion durch die Malat-Dehydragen zu L-Malat umgesetzt. Der
NADH-Verbrauch fiihrt zu einer messbaren Absorpimahme bei 340 nm, die mit der
Reaktionsgeschwindigkeit der initialen Aminierungrieliert. Da sich die einzelnen
Reaktionen in diesem Enzymtest dquimolar verhalterd die Geschwindigkeit der BCAT-
katalysierten Reaktion anhand der NADH-Abnahme dieret.

Fur die Kinetiken mit Ketomethylthiobutyrat (MTOBWwurde das Substrat in 10
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Fur 9 z&wnationen wurde eine
Doppelbestimmungen durchgefihrt, ein Wert wurdefatth bestimmt. Die Umsetzung von
Ketoisocaproat (KIC) und Ketomethylvalerat (KMV)em Ketosauren von Leucin und
Isoleucin, wurde bei jeweils 13 unterschiedlichemb$ratkonzentrationen getestet. Im Falle
des Ketoisocaproats wurden dabei 3 Doppel- und dfdahbestimmungen durchgeflhrt.
Fur Ketomethylvalerat waren es 7 Doppel- und 6 fachibestimmungen. In den
Aminierungsreaktionen mit Ketoisovalerat (KIV), dé&etosdure von Valin wurden 14
unterschiedliche Konzentrationen verwendet. Dahede bei 7 Konzentrationen des KIV die
Absorptionsabnahme jeweils doppelt bestimmt und7b&onzentrationen dreifach. In jede
Einzelreaktion der Enzymtests wurde 4,64 pg des genainigten AtBCAT3-
Gesamtproteinlysats eingesetzt. Der Anteil an rdkoemten AtBCAT3 betragt in diesem
Lysat 13,7 % bzw. 0,64 pug. Der Anteil an rekombtean AtBCAT3 wurde bestimmt, indem
nach Auftrennung des Gesamtproteinlysats in eifi@8-BAGE und Anfarben der Proteine
mit Coomassie-Blau, die entsprechende Proteinbanué Hilfe einer Gel-
Dokumentationsanlage und der Software ,,GenToolgh¢®ne) quantifiziert wurde.

Fur die Aminierungskinetiken waren mehrere AtBCAG8samtproteinlysat-Aufreinigungen
notig. Bei den verschiedenen Aufreinigungen kannzesgeringen Schwankungen in der
AtBCAT3-Aktivitat kommen. Damit diese Schwankungeitht zu einer Verfalschung der
Ergebnisse fihren, wurde die Aktivitat jedes AtBGAGesamtproteinlysats an einen

Referenzwert angepasst. Fur diesen Referenzwedendie Extinktionsabnahme mit einem
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bestimmten Substrat bei einer bestimmten Konzeotraireifach bestimmt und als Standard
100 % gesetzt. Die gemessenen Extinktionsabnahmigndem Lysaten aus weiteren
Aufreinigungen wurden mit diesem Standard vergiichend an diesen angeglichen. Die
berechnete Aktivitat und spezifische Aktivitdt dekombinanten AtBCAT3-Proteins in den
Aminierungsreaktionen mit den getesteten Ketosaigtem der Tabelle 4.5 dargestellt. Die
Formeln fur die Berechnung der Aktivitat und deezdfischen Aktivitat ist dem Punkt 3.3.2
zu entnehmen. Die berechnete spezifische Aktiatitspricht dabei der Aktivitat, die ein
Gesamtproteinlysat mit einem Anteil an rekombinan#&tBCAT3 von 13,7 % aufweist. In
der letzten Spalte der Tabelle ist die spezifiséidivitat berechnet, die von 100%
rekombinanten Proteins hervorgerufen wird.

Die eingesetzten Substrate waren im Reaktionsagsatmsatzlich in ausreichender Menge
vorhanden, so dass die Voraussetzungen fir einkadiis-Menten-Kinetik gegeben war. Die
ermittelten Substrat-Enzymaktivitat-Beziehungenhaéien sich wie die Michaelis-Menten-
Beziehungen, was sich in dem typisch hyperbolischamvenverlauf der Kinetiken
wiederspiegelt (siehe 8.2 im Anhang ). Dig-Kind VihaxWerte wurden mittels nichtlinearer
Regression unter Verwendung der ,Origin“-SoftwabgiginLab Corporation, Nordhampton,
USA) basierend auf der Michaelis-Menten-Gleichuvg (Vmax * [S])/(Km + [S])) berechnet.
Die Ergebnisse der Aminierungskinetiken des rekowafien AtBCAT3-Proteins sind in der
Tabelle 4.6 zusammengefasst. In den Kinetiken mietolsocaproat (KIC) und
Ketomethylvalerat (KMV) wurde jeweils ein KWert von 0,14 mM ermittelt. Die
berechneten K-Werte in den Aminierungskinetiken mit den zwei wween Ketosauren
Ketomethylthiobutyrat (MTOB) und Ketoisovalerat {Klliegen mit 1,92 mM und 1,38 mM
hoher. Nachdem der KWert die Substratkonzentration angibt, die zumeiehen der
halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit eines Enayéitsg ist, sind die Substrate KIC und
KMV bereits in einer geringeren Konzentration fie éHalbsattigung des AtBCAT3-Proteins
ausreichend. AtBCAT3 zeigt die hochste Affinitdt den Ketosduren von Leucin und
Isoleucin. In der Aminierung von Ketoisocaproat dvizudem die doppelte maximale

Reaktionsgeschwindigkeit erreicht verglichen mit téeiden weiteren Kinetiken.
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MTOB- Mittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat | Spezif.
konz. gemessenefAE/min [Lmol/min*ml] |[umol/min*mg] | Aktivitat
[MmM] [1/min] (100%
AtBCAT3)
0,1 0,009 & 0,000) 0,30 0,07 0,48
0,5 0,084 & 0,000) 2,71 0,58 4,26
1 0,128 ¢ 0,000) 4,13 0,89 6,50
15 0,180 & 0,003) 5,79 1,25 9,10
2 0,199 ¢ 0,001) 6,41 1,38 10,09
3 0,259 ¢ 0,010) 8,34 1,80 13,12
4,5 0,305 & 0,009) 9,80 2,11 15,42
7 0,364 (& 0,012) 11,71 2,52 18,42
10 0,334 { 0,005) 10,74 2,32 16,90
20 0,358 ¢ 0,008) 11,50 2,48 18,09
KIC- Mittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat | Spezif.
konz. gemessenefAE/min [Lmol/min*ml] |[umol/min*mg] | Aktivitat
[MmM] [1/min] (100%
AtBCAT3)
0,05 0,113 & 0,009) 3,63 0,78 572
0,1 0,158 (+ 0,005/- 0,008%,08 1,09 7,99
0,15 0,186 ¢ 0,006) 5,98 1,29 9,40
0,175 0,197 & 0,000) 6,34 1,37 9,97
0,2 0,386 (+ 0,015/- 0,022)12,40 2,67 19,51
0,25 0,432 (+ 0,019/- 0,01013,89 2,99 21,86
0,3 0,450 (+ 0,022/- 0,04514,47 3,12 22,77
0,4 0,430 €& 0,003) 13,84 2,98 21,77
0,5 0,499 (+ 0,018/- 0,014)116,04 3,46 25,24
1 0,494 (+ 0,006/- 0,005)%6,15 3,42 24,99
2 0,484 (+ 0,020/- 0,012)15,89 3,35 24,47
4 0,488 (+ 0,033/- 0,019)15,56 3,38 24,66
10 0,485 (+ 0,008/- 0,012)15,68 3,36 24,52
KMV- Mittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat | Spezif.
konz. gemessenefAE/min [Lmol/min*ml] |[umol/min*mg] | Aktivitat
[MmM] [1/min] (100%
AtBCAT3)
0,05 0,038 ¢ 0,001) 1,23 0,26 1,93
0,1 0,088 (+ 0,007/- 0,009p,83 0,61 4,45
0,15 0,115 ¢ 0,000) 3,68 0,79 5,80
0,2 0,142 (+ 0,007/- 0,005%,58 0,99 7,21
0,25 0,188 (+ 0,013/- 0,008%,04 1,30 9,51
0,3 0,203 (+ 0,016/- 0,018%,53 1,41 10,26
0,4 0,220 & 0,007) 7,07 1,52 11,12
0,5 0,236 € 0,005) 7,59 1,64 11,94
1 0,236 (& 0,014) 7,57 1,63 11,91
2 0,234 ¢ 0,020) 7,52 1,62 11,83
4 0,240 (+ 0,018/- 0,020)7,71 1,66 12,13
10 0,244 & 0,015) 7,84 1,69 12,33
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KIV- Mittelwert der Aktivitat Spezif. Aktivitat | Spezif.
konz. gemessenefAE/min [umol/min*ml] | [umol/min*mg] | Aktivitat
[mM] [1/min] (100%
AtBCAT?3)

0,1 0,024 ¢ 0,002) 0,76 0,16 1,20
0,2 0,037 & 0,000) 1,20 0,26 1,88
0,3 0,056 (+ 0,003/- 0,004)1,81 0,39 2,84
0,4 0,068 & 0,003) 2,17 0,47 3,42
0,5 0,079 (+ 0,006/- 0,004P,55 0,55 4,02
0,75 0,105 (+ 0,009/- 0,0068,37 0,73 5,31

1 0,142 ¢ 0,006) 4,55 0,98 7,16
1,5 0,144 (+ 0,011/- 0,008}%,62 1,00 7,27

2 0,160 ¢ 0,015) 5,13 1,11 8,07
2,5 0,183 (+ 0,007/- 0,005)%,87 1,27 9,24

4 0,209 ¢ 0,019) 6,71 1,45 10,55
7 0,252 (+ 0,017/- 0,014)8,10 1,75 12,74
10 0,258 ¢ 0,003) 8,29 1,79 13,04

Tabelle 4.5 Aktivitat und spezifische Aktivitdit des rekombinanten AtBCAT3-Proteins in den
Aminierungsreaktionen mit verschiedenen KetosaurenAktivitat = Glutamatmenge in 100 pl / (Reaktiongzei
*Reaktionsvolumen); Spezifische Aktivitat (SpezAktivitat) = Aktivitat/Konzentration des rekombintm
AtBCATA4. Spezif. Aktivitat (100% AtBCAT4) = SpezifAktivitat bei einem Einsatz von 100% rekombinanten
AtBCAT4  Protein. MTOB-konz., Ketomethylthiobutyratkonzentration; kkonz., Ketoisocaproat-
konzentration; KMV-konz., Ketomethylvaleratkonzexniton; KIV-konz., Ketoisovalerat-konzentration.

Substrate Km [MM] V max [Hmol/min*mg]
MTOB 1,92£027  21,0#0,93
KIC 0,14+ 0,04 27,42 2,09
KMV 0,14+ 0,03 13,33 0,68
KIV 1,38+ 0,10 14,7% 0,35

Tabelle 4.6 K,- und V-Werte der Aminierungskinetiken des rekombinanten ABCAT3. Es wurden die
folgenden Substrate getestet: MTOB, Ketometyhlthipiat; KIC, Ketoisocaproat; KMV, Ketomethylvalerat
und KIV, Ketoisovalerat.

4.2.2 Etablierung und Molekulargenetische Charakteisierung einer AtBCAT3-T-DNA-

Insertionslinie furin vivo-Untersuchungen

Um Hinweise auf die Funktion der Branched-Chain Aotiansferase 8 vivo zu erhalten,
wurde eine homozygote AtBCAT3-Knock-Out-Mutante bditxt. Die Arabidopsis-Linie
(GABI Kat 002A11) des GABI-Kat Konsortiums weishei T-DNA-Insertion im ABCAT3-

Gen auf. PCR-Analysen Pglymerase Chain Reaction = Polymerase-Kettenreaktion)
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genomischer DNA aus dieser Linie mit genspezifiscReimern und Oligonukleotiden, die
spezifisch an die Border-Sequenzen der T-DNA bindggaben, dass sich die T-DNA-
Insertionsstelle in Exon 4 befindet (Abb. 4.8 Aje[3equenzierung des PCR-Fragments, das
mit einem T-DNA-spezifischen und einemB&AT3-spezifischen Primer amplifiziert wurde,
identifizierte die Insertion an der Position 128 dDNA (Transkriptionsstart ATG = +1).
Durch Genotypisierung von Nachkommen dieser T-DNgeltionslinie wurde eine
homozygote T-DNA-Pflanze (#2) und eine Wildtyp-ifte (#1) etabliert.

Um herauszufinden, ob die Transkription deB@AT3-Gens in der homozygoten T-DNA-
Pflanze ausgeschaltet ist, wurde gesamt RNA vorhké&anmen der homozygoten und der
Wildtyp-Pflanze in einem Northern Blot-Experimenitersucht (Abb. 4.8 B). Das Wildtyp-
Transkript wurde mit einer MBICAT3-spezifischen Sonde detektiert, die mit den
Oligonukleotiden bcat3N.1 und bcat3N.2 amplifizrtirde. Um sicherzustellen, dass gleiche
RNA-Mengen verwendet wurden, wurde die konstitutexprimierte 18S rRNA
nachgewiesen. In der Wildtyp-Pflanze #1 wurde das kb groRe ABCAT3-Transkript
detektiert (Abb. 4.8 B, #1), wahrend in der Pflandie dasbcat3-T-DNA Allel homozygot
tragt (pcat3-1), kein entsprechendes Transkript detektierbarlistlieser Pflanze wird kein
nachweisbares BCAT3-Transkript gebildet, so dass es sich um eine AtB&Knock-Out-
Mutante handelt.

Dieses Ergebnis wurde mit einer zweiten Methode, RIE-PCR Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) Uberprift. Hierzu wurde die gesamt RNA von Nachkeen der
homozygoten und der Wildtyp-Pflanze in eine cDNAiBgese eingesetzt. Die cDNA-
Synthese wurde hierbei durch den Primer DTXSC,afe85-Bereich aus 17 Thymidinbasen
besteht, initiilert. Damit werden vorwiegend kernieste mMRNAs mit einem Poly-A-Schwanz
am 3"-Ende zu cDNAs transkribiert. AnschlieBenddeudie cDNA als Ausgangsmaterial far
die Amplifikation des BCAT3-spezifischen PCR-Produkts mit den Oligonukleotiden
bcat3ue.BamHI und 3314.2, die den T-DNA Inserti@nslzh flankieren, eingesetzt (Abb.
4.8 A). In einer Kontroll-PCR wurde das konstituexprimierte Ubiquitin 10 amplifiziert
(UBQ10.H und UBQ.10.R), um die Qualitat der cDNAR8ese zu Uberprufen. Die PCR-
Produkte der RT-PCR sind in der Abbildung 4.8 Cgdatellt. Mit der RNA der Wildtyp-
Pflanze wurde dastBCAT3-spezifische Transkript mit einer erwarteten GréBa 854 bp
amplifiziert, hingegen wurde mit der RNA decat3-1 Mutante kein PCR-Produkt generiert.
Das Kontroll-Gen Ubiquitin wurde mit der RNA beideflanzen gleichermalRen amplifiziert

und wird durch ein 500 bp-Fragment reprasentieit.Hilfe dieser Methode wurde ebenfalls
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kein AtBCAT3-spezifisches Transkript in décat3-1 Mutante nachgewiesen und damit der
AtBCAT3-Knock-Out bestéatigt.

A
bcat3ue.BamHI
bcat3NA1|> P
5 3
< beaan 2 @33142
B C
BCAT3 UBQ10
| [ |
wt bcat3-1
4 1 9 [kb] Moowt 31wt 31
1.0 —
1.5kb — 0.75 —
05 —
18S rRNA —
0.25 —

Abbildung 4.8 Etablierung und molekulargenetische Wtersuchung einer AtBCAT3-T-DNA-
Insertionsmutante. A Die Skizze zeigt die genomische Struktur @BCAT3-Gens. Schwarze Boxen stellen
die Exons dar, die dazwischen liegenden Striche sitrons. Die Lage der T-DNA-Insertion in der GAR&t-
Linie 002A11 ist durch die Dreiecke angegeben. Bleile zeigen die Lage von Oligonukleotiden an, zlie
Sondenherstellung (bcat3N.1l/bcat3N.2) fur die Nawth Blot-Analyse und fur die RT-PCR
(bcat3ue.BamHI/3314.2) verwendet wurdBriNorthern Blot-Experiment mit gesamt RNA der Wildtpflanze
#1 und derbcat3-1 Mutante #2. Im Wildtyp wird das 1,5 kb gro#¢BCAT3-Transkript detektiert. Als
Ladekontrolle dient die 18S rRNAC RT-PCR-Analyse derBCAT3 mRNA mit Oligonukleotiden
(bcat3ue.BamHI/3314.2) (BCAT3), die die Insertiaais flankieren. Ein etwa 850 bp groRes PCR-Fragme
das der erwarteten GroRRe entspricht, wird mit deNA& des Wildtyps (wt) amplifiziert, mit der cDNA de
Pflanze #2 nicht, da diese homozygot fur tdeat3-1 Allel (3-1) ist. In der Kontroll-PCR wurde das 50p-
Fragment des Ubiquitin-Gens (UBQ10) amplifiziertieDLdnge der DNA-Marker-Fragmente (M) sind in
Kilobasenpaaren (kb) angegeben.

4.2.3 Die Metabolit-Analyse der AtBCAT3-Knock-Out-Linie zeigt eine Beteiligung von

AtBCAT3 im Priméar- und Sekundarmetabolismis

Die Nachkommen der etablierten Wildtyp-Pflanze w®t bcat3-1 Mutante, die beide aus
dem Samenpool des GABI Kat-Konsortiums stammendamunun fir die Metabolit-Analyse
verwendet. Hierbei wurde jeweils die Konzentratidreier Aminosauren und der
Glucosinolatgehalt in den Rosettenblattern drei Méocalter Pflanzen und in den Samen
bestimmt. Die Extraktion und Bestimmung der frefaminosauren ist unter 3.5.1 und 3.5.2
im Methodenteil beschrieben. Die Isolierung und Qiii@ierung der Glucosinolate ist dem

Punkt 3.6 zu entnehmen.
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FUr eine statistische Auswertung wurden die frdemnosduren und Glucosinolate (GS) aus
sieben Pools mit Rosettenblattern von je 5 Einkagken bestimmt. Fir die Bestimmung der
Aminosauren und Glucosinolate in Samen wurden jevii€ Wildtyp-Pflanzen und Bcat3-1
Mutanten untersucht. Die Ergebnisse der Metabaii#lpsen des Wildtyps und der Mutante
wurden miteinander verglichen und der Signifikares(T t-Test angewendet, um signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Pflanzenlinietstiden zu konnen. Die signifikanten
Unterschiede im Aminosaure- und Glucosinolatgetait Wildtyp-Pflanzen und ddacat3-1
Mutante sind in den Tabellen 4.7-4.9 aufgefuhrt.

In der AtBCAT3-Knock-Out-Mutante ist der Gesamt-Atmsauregehalt in Blattern nicht
signifikant verandert (Tab. 4.7). Jedoch sind SE& %), Threonin (10 %) und Valin (32 %)
eindeutig reduziert. Die Samen-Analysen ergabenekeinterschiede zwischen dem Wildtyp
und der AtBCAT3-Knock-Out-Mutante (siehe 8.1.1).e8# Ergebnisse deuten darauf hin,
dass AtBCAT3 moglicherweise an der Biosyntheseveerweigtkettigen Aminosaure Valin
beteiligt ist.

Der Gesamt-Glucosinolatgehalt und der Gesamtgehaft Methionin-abgeleiteten
Glucosinolaten im Blattmaterial sind schwach erh@rgb. 4.8). Das mengenmaliig in den
Blattern dominierende Glucosinolat 4AMSOB ist unwelgrt. SMSOP ist in der Knock-Out-
Mutante 5-fach erhoht, 7MSOH 2-fach und 8MSOO (17 dring erhéht. 3SMSOP ist das
einzige der Methionin-abgeleiteten Glucosinolats deduziert ist. 1IMOI3M ist als einziges
der indolischen Glucosinolate schwach reduzierebésh den Methionin-abgeleiteten
Glucosinolaten wurden in den Rosettenblattern d=at31 Knock-Out-Mutante Leucin-
abgeleitete Glucosinolate detektiert. Diese Gluaaaispezies sind in Arabidopsis Wildtyp-
Pflanzen fast nicht nachweisbar und daher nichenéimtersucht. Das Auftreten und die
Funktion dieser Glucosinolate ist bislang ungekiBie Daten aus ddscat3-1 Knock-Out-
Mutante zeigen, dass der Verlust des AtBCAT3 Genginem signifikanten Auftreten an
Leucin-abgeleiteten Glucosinolaten fuhrt (Tab. 4.8)

Der Gehalt an Glucosinolaten in den Samen der Wilétflanze und ddbocat3-1 Mutante ist

in der Tabelle 4.9 dargestellt. In den Samen ucdieiget sich der Gesamt-Glucosinolatgehalt
nicht signifikant zwischen Wildtyp und Knock-Out-Munte. Die Glucosinolate 40HB (25
%), 4BZO (11 %) und 3BZO (14 %) sind in den SamenMutante reduziert. Hingegen sind
5MSOP 3-fach, 5MTP 2,8-fach und 7MTH um 31 % in Baock-Out-Mutante erhéht. Das
einzig detektierbare Indolglucosinolat I3M ist irerdMutante um 50% reduziert. Die

Ergebnisse aus den Analysen mit Blattmaterial usnthéh weisen darauf hin, dass AtBCAT3
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am Stoffwechsel der Methionin-abgeleiteten Glucolsite in Arabidopsis beteiligt sein

konnte.

Aminosauregehalt in Rosettettbia [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]
Aminosaure bcat3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 147,92+ 7,73 158,82+ 8,13 0,02445
Ser 7,37t 0,52 9,21+0,32 0,00000
Thr 5,70+ 0,42 6,32+ 0,31 0,00832
Val 0,67 +£0,03 0,98+ 0,07 0,00000

Tabelle 4.7 Aminoséauregehalt im Wildtyp (Col-0) ausder GABI Kat-Kollektion und der AtBCAT3-

Mutante (bcat3-1). Der Aminosauregehalt ist signifikant unterschielllzwischen Wildtyp und Mutante, wenn

im t-Test <0,01. Abkirzungen: Total, Aminoséauregehalt gesamt.

GlucosinolatgehalRosettenblattern [umol/g getrocknetes Blattmaiterial

Glucosinolat Typ bcat3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 41,25 5,57 33,93+ 3,66 0,01321
Total 46,51+ 6,13 37,38t 3,98 0,00626
3MSOP 2,26+ 0,33 2,87+ 0,34 0,00542
4AMTB 0,05+ 0,03 0,09+ 0,02 0,01481
5MSOP 6,97+ 0,98 1,20+ 0,12 0,00000
6MSOH 0,46+ 0,05 0,15+ 0,02 0,00000
7MSOH 1,34+ 0,14 0,56+ 0,08 0,00000
4MP 1,32+ 0,16 0,04+ 0,01 0,00000
5MH 0,54+ 0,06 0,02+ 0,00 0,00000
1MOI3M 0,54+ 0,07 0,89+ 0,25 0,0037

Tabelle 4.8 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) as der GABI Kat-Kollektion und der AtBCAT3-
Mutante (bcat3-1). Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tihte signifikant unterschiedlich, wenn
im t-Test K0,01.

Abkurzungen: 3MSOP, 3-Methylsulfinylpropylglucosiah 4MTB, 4-Methylthiobutylglucosinolat; 5MSOP, 5-
Methylsulfinylpentylglucosinolat; 6MSOH, 6-Methyléimylhexylglucosinolat; 7TMSOH, 7-
Methylsulfinylheptylglucosinolat; 4MP, 4-Methylpsfglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexylglucosinolat;
1MOI3M, 1-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat; TdfaGlucosinolate gesamt; Total Met GS, von Methioni
abgeleitete Glucosinolate gesamt.

56



Ergebnisse

Glucosinolatgehalt ian$en [umol/g Samen]

Glucosinolat Typ bcat3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 73,4% 6,79 75,66+ 7,97 0,54308
Total 78,59+ 6,89 85,84t 8,57 0,07038
3BZO 4,63+ 0,43 5,37+ 0,60 0,00984
40HB 2,85+ 0,22 3,81+ 0,59 0,00054
4BZ0O 14,31+ 0,84 16,15+ 0,52 0,00003
4MSOB 0,71+ 0,17 0,90+ 0,32 0,14931
5MTP 8,21+ 0,76 2,95+ 0,28 0,00000
5MSOP 0,43t 0,07 0,15+ 0,04 0,00000
7MTH 5,43+ 0,95 4,13+ 0,78 0,00571
7TMSOH 1,23+ 0,28 0,90+ 0,25 0,01555
I3M 5,14+ 2,65 10,19 1,18 0,00006

Tabelle 4.9 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-O)aus der GABI Kat-Kollektion und der AtBCAT3-
Mutante (bcat3-1). Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tihte signifikant unterschiedlich, wenn
im t-Test 0,01.

Abkurzungen: 3BZO, 3-BenzoyloxypropylglucosinolagOHB, 4-Hydroxybutylglucosinolat; 4BzO, 4-
Benzoyloxybutylglucosinolat; 4MSOB, 4-Methylsulfilwtylglucosinolat; 5MTP, 5-
Methylthiopentylglucosinolat; 5MSOP, 5-Methylsulfipentylglucosinolat; 7TMTH, 7-
Methylthioheptylglucosinolat; 7MSOH, 7-Methylsulfitneptylglucosinolat; 13M, Indol-3-ylmethylglucotat;
Total, Glucosinolate gesamt; Total Met GS, von Nt&ihn abgeleitete Glucosinolate gesamt.

4.3 Untersuchung einer AtBCAT3/AtBCAT4-Doppel-KnockOut-Mutante

Die Reduktion des Gesamt-Glucosinolatgehalts inbdat4-1 und bcat4-2 Mutante umCb0

% weist deutlich auf eine Beteiligung der cytosdiisn Branched-Chain Aminotransferase 4
an der Glucosinolatbiosynthese hin [Schuster ¢P@D6]. Die Metabolit-Analyse décat3-1
Mutante im vorangegangenen Abschnitt 4.2.3 ergafiss dAtBCAT3 aufgrund der
Veranderungen im Glucosinolat-Spektrum der Mutarg®y weiterer Kandidat fur die
Katalyse der Transaminierungsreaktionen im Kettdamgerungszyklus der Biosynthese
dieser Sekundarmetabolite sein kbnnte. Weitere Rgankte zur Funktion des AtBCATS3-
Proteins sollte eine AtBCAT3/AtBCAT4-Doppel-KnockiGMutante liefern.
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4.3.1 Etablierung und Charakterisierung einer homoygoten AtBCAT3/AtBCAT4-
Doppel-Knock-Out-Mutante

Die Kreuzung debcat3-1 Mutante (GABI Kat 002A11) mit ddvcat4-2 Mutante (GABI Kat
163D11) wurde bereits vor dem Beginn dieser Arbleitchgeflihrt. Die Nachkommen der
gekreuzten Knock-Out Mutanten wurden zunédchst Hitt@CR-Analysen auf das
Vorhandensein der beiden T-DNA-Insertionen untérsulm der F1-Generation wurde eine
Pflanze identifiziert, die wie erwartet, flir beideDNA-Allele heterozygot ist. Nach einer
Selbstung wurden die Nachkommen dieser Pflanze deit genspezifischen Primern
beziglich der Zygotie der BCAT3 und 4-Gene untersucht. Dabei wurde die Pflanze #12
identifiziert, die fur die T-DNA-Insertion in ACAT4 homozygot und fir die T-DNA-
Insertion in ABCAT3 heterozygot ist. Diese Pflanze wurde vermehrt diedNachkommen
dann mit ABCAT3-spezifischen Primern in einer PCR analysiert. b#erwurden die
Pflanzen #2 und #3 gefunden, die auch homozygodigirT-DNA-Insertion in ABCAT3
sind. Diese beiden Pflanzen sind homozygot fur ddieDNA-Allele. Abschlie3end wurden
die T-DNA-Insertionen in ABCAT3 und -4 nochmals Uber PCR nachgewiesen. Diese
Analysen bestétigten, dass es sich bei den Pfla#2ennd #3 um ARCAT3/AtBCAT4-
Doppel-Knock-Out Mutanten handelt.

4.3.2 Metabolit-Analyse der Doppel-Knock-Out-Mutane

Die Nachkommen der AtBCAT3/AtBCAT4-Doppel-Knock-OMiutante #3 und die
Nachkommen deArabidopsis Wildtyp-Linien, die jeweils aus dem Samenpool teat3-1
und bcat4-2 Mutante aus der GABI Kat-Kollektion etabliert werd wurden hinsichtlich
ihres Aminosaure- und Glucosinolatgehalts untersuch

Die Herstellung der Aminosaure- und Glucosinolatgge, sowie die quantitative
Bestimmung dieser Metabolite ist unter den PunBt&und 3.6 ausfuhrlich beschrieben. Fir
eine statistische Auswertung wurden die Rosettéteildon 52 AtBCAT3/AtBCAT4-Knock-
Out-Pflanzen und jeweils 36 Wildtyp-Pflanzen unters. Fur die Metabolit-Analyse der
Samen wurden 10 Mutanten und je 6 Wildtyp-Pflanzerwendet. Die Aminosaure- und
Glucosinolatkonzentrationen der Doppelmutante wurgveils mit denen der Wildtyp-
Pflanzen in einem t-Test verglichen. Ist die Wahesalichkeit P kleiner als 0,01, so handelt

es sich um einen signifikanten Unterschied.
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In der Tabelle 4.10 sind die Aminosaurekonzentreio in Rosettenblattern der Doppel-
Knock-Out-Pflanze und der Wildtyp-Pflanze aus deam&npool debcat4-2 Mutante (GABI
Kat 163D11) gegenibergestellt. Der Vergleich detdelit-Daten der Doppel-Mutante mit
denen des Wildtyps aus dem Samenpool lzt3-1 Mutante (GABI Kat 002A11) hat
ahnliche Ergebnisse ergeben.

Das Aminosaure-Profil der Doppel-Mutante weist @islgnifikante Verdnderungen auf. Die
starksten Erhohungen zeigen sich im Methioningel@®-fach) und im Gehalt des S-
Methylmethionins (SMM). SMM entspricht einem Methio mit einer zusatzlichen
Methylengruppe am Schwefelatom. Fir SMM, das imdyp in kaum detektierbaren
Mengen enthalten ist, wurde in der Mutante eine z€oitration von 1,1& 0,33 nmol/mg
gemessen. Der Gesamt-Aminosauregehalt erreicht ein AiBCAT3/AtBCAT4-Doppel-
Knock-Out Mutante 88 % des Gehaltes im Wildtyp. D&t hauptsachlich auf die Reduktion
von Glutamin uniB0 % zurlckzufiihren, da diese Aminosaure mengergmildien Blattern
Uberwiegt. AulRerdem ist Valin, ahnlich wie in deat3-1 Mutante, uniR21 % reduziert.

In den Samen fuhrt der Ausfall der Aminotransfena8&8CAT3 und AtBCAT4 zu einem 4-
fachen Anstieg des Gesamt-Aminosauregehalts (Tabl).4 Es sind alle analysierten
Aminosauren, ausgenommen Glutaminsdure und Phanilakind in der Mutante erhdht.
SMM bildet mit einer Konzentration von 15,%72,08 umol/g Samen den Hauptanteil der
freien Aminosauren in den Samen. Die Aminosauregirdm (10-fach), Histidin (18,4-fach)
und Isoleucin (22,8-fach) sind in der Doppel-Muebenfalls sehr stark angereichert.
Deutliche Veranderungen sind ebenfalls im GlucdsirSpektrum sowohl in den
Rosettenbéattern als auch in den Samen der Mutantgkennen (Tab. 4.12 und 4.13). Der
Gehalt an Methionin-abgeleiteten Glucosinolaten iist beiden Pflanzengeweben stark
reduziert. In den Blattern erreichen die Methioabgeleiteten Glucosinolate nur 44 % und in
den Samen 28 % des Wildtyp-Gehalts.

In den Rosettenblattern sind bis auf 5SMSOP, daslen Mutante 3-fach erhoht ist, alle
Methionin-abgeleiteten Glucosinolate reduziert (Tahl12). Die im Wildtyp kaum
nachweisbaren Leucin-abgeleiteten Glucosinolate 4MB 5MH weisen in der Doppel-
Mutante hohere Konzentrationen als in deat3-1 Einzel-Mutante auf. 5MH erreicht dabei
75 % des Gehaltes an 4MSOB, dem mengenmalig hiéufigSlucosinolat in den
Rosettenblattern. Unter den indolischen Glucostealan der Mutante gibt es Spezies, deren
Gehalte in der Mutante leicht reduziert sind (1MK218nd 4MOI3M). AulRerdem sind einige
Spezies bis zu 2,6-fach erh6ht (I3M und 40HI3M).
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In den Samen derbcat3-1/bcat4-2 Mutante ist 4MTP, das den Hauptanteil des
Glucosinolatgehalts in diesem Gewebe bildet, bik 18u% des Gehalts in den Wildtyp-
Pflanzen reduziert (Tab. 4.13). Die KonzentratiodenMethionin-abgeleiteten Glucosinolate
sind in der Doppel-Mutante mit Ausnahme von 2MSQid der C5-Glucosinolate reduziert.
Das Glucosinolat 2MSOE wird direkt ohne Kettenvegkérung von Methionin abgeleitet und
erreicht in der Mutante eine Konzentration von 1353,20 umol/g Samen. Aul3erdem findet
man in den Samen der Mutante das Leucin-abgeléiieigosinolat 5SMH. Im Wildtyp-Samen
hingegen sind 2MSOE und 5MH in nicht ausreichendlderbaren Mengen vorhanden.

Die verglichen mit debcat4 Einzel-Mutante starkere Reduktion des Glucosigelaaltes in
der bcat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante deutet daraufhin, dass AtBCAT3 belusfall von
AtBCAT4 die initiale Transaminierung zur Gewinnumges Grundbausteins MTOB der

Glucosinolatbiosynthese katalysiert und somit anGlacosinolatbiosynthese beteiligt ist.

Aminosauregehalt in Rosettenblatfemol/mg getrocknetes Blattmaterial]

Aminosaure bcat3-1/bcat4-2 A. thaliana Col-0 t-Test

Total 236,76 + 20,88 270,04 + 13,51 0,00832
Ala 9,16 +1,45 10,00+ 0,81 0,24389
Arg 1,74 + 0,46 0,82+ 0,09 0,00072
Asn 10,08 +1,01 10,56+ 0,86 0,39513
Asp 22,24 +1,41 18,88+ 1,16 0,00115
GIn 113,12+ 11,92 159,84+ 10,23 0,00003
Glu 44,64 + 3,14 43,68+ 1,80 0,53032
Gly 548 +1,12 6,24+ 1,08 0,25931
His 1,02 + 0,26 0,40+ 0,06 0,00020
lle 0,36 +0,19 0,24+ 0,00 0,14493
Leu 0,60+0,11 0,36+ 0,00 0,00027
Lys 0,82 +0,14 0,70+ 0,09 0,10861
Met 3,04 +0,79 0,12+ 0,00 0,00000
Phe 0,58+ 0,09 0,38+ 0,05 0,00076
Ser 13,76+ 0,78 11,52+ 0,61 0,00025
SMM 1,16 + 0,33 0,00+ 0,00 0,00001
Thr 7,48 +1,44 4,84+ 0,51 0,00174
Trp 0,02 + 0,05 0,00+ 0,00 0,34089
Tyr 0,18 +£0,10 0,14+ 0,05 0,40103
Val 0,82 +0,09 1,04 +0,10 0,00235

Tabelle 4.10 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) as der GABI Kat-Kollektion 163D11 und der
AtBCAT3/AtBCAT4-Doppel-Knock-Out-Mutante. Der Aminosauregehalt ist signifikant unterschieullic
zwischen Wildtyp und Mutante, wenn im t-TestOR01. Abkirzungen: Total, Aminosduren gesamt; SNEM,
Methylmethionin.
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Arosauregehalt in Samen [umol/g Samen]

Aminosaure bcat3-1/bcat4-2 A. thaliana Col-0 t-Test
Total 51,41 +6,09 13,13 + 1,42 0,00000
Ala 1,44 +0,41 0,90+ 0,51 0,03173
Arg 6,82 +1,48 0,68+ 0,09 0,00000
Asn 5,89 +0,87 2,81+0,32 0,00000
Asp 2,01 £0,26 1,34+ 0,22 0,00006
GIn 2,38 +1,85 0,43+0,21 0,01438
Glu 3,90 + 0,68 4,46+ 0,72 0,11948
Gly 1,40 £0,40 0,37+0,11 0,00001
His 1,84 +0,38 0,10+ 0,02 0,00000
lle 3,64 +0,98 0,16+ 0,03 0,00000
Leu 0,69 +0,16 0,09+ 0,03 0,00000
Met 0,22 +0,06 0,05+ 0,02 0,00001
Phe 0,31 +0,04 0,31+ 0,05 0,99727
Ser 2,64 +0,49 0,52+ 0,06 0,00000
SMM 15,57 + 2,08 0,00+ 0,00 0,00000
Thr 0,76 +0,44 0,25+ 0,05 0,00871
Trp 0,44 +£0,13 0,27+ 0,05 0,00644
Tyr 0,18 + 0,03 0,08+ 0,03 0,00000
Val 1,29 + 0,24 0,29 +0,05 0,00000

Tabelle 4.11 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) as der GABI Kat Kollektion (163D11) und der
AtBCAT3/AtBCAT4- Doppel-Mutante. Der Aminosauregehalt ist signifikant unterschieldli zwischen
Wildtyp und Mutante, wenn im t-Test<B,01. Abkirzungen: Total, Aminosauren gesamt; SM$4,

Methylmethionin.

Glucosinolatgehalt in Rosettéttern [umol/g getrocknetes Blattmaterial]

%I/l;co& nolat bcat3-1/bcat4-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 17,32 3,61 39,57+ 3,09 0,00000
Total 40,42+ 9,52 46,45+ 2,94 0,16554
3MSOP 1,17+ 0,27 3,47+ 0,25 0,00000
4AMTB 0,59+0,12 1,65+ 0,21 0,00000
4MSOB 11,69+ 2,45 29,24+ 2,21 0,00000
5MSOP 3,01+ 0,64 0,91+ 0,08 0,00001
7MSOH 0,09+ 0,02 0,57+ 0,06 0,00000
8MSOO 0,65+ 0,17 3,68+ 0,42 0,00000
AMP 3,91+1,10 0,00+ 0,00 0,00000
5MH 8,76+ 2,59 0,00+ 0,00 0,00001
I3M 8,89+1,82 4,91+ 0,19 0,00026
1IMOI3M 0,92+ 0,39 1,26+ 0,50 0,20083
4MOI3M 0,62+0,11 0,72+ 0,03 0,05991
40HI3M 0,12+ 0,05 0,05+ 0,02 0,00962
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Tablle 4.12 Glucosinolatgehalt in den Rosettenbl&tn des Wildtyps (Col-0) aus der GABI Kat-Kollektion
(163D11) und der bcat3-1/bcat4-2 Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tihte
signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@®01.

Abkurzungen: 3MSOP, 3-Methylsulfinylpropylglucosiah 4MTB, 4-Methylthiobutylglucosinolat; 4MSOB, 4-
Methylsulfinylbutylglucosinolat; 5MSOP, 5-Methyldinylpentylglucosinolat; 7TMSOH, 7-
Methylsulfinylheptylglucosinolat; 8MSOO, 8-Methyléinyloctylglucosinolat; 4MP, 4-
Methylpentylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexylglucaosilat; 13M, Indol-3-ylmethylglucosinolat; 1MOI3M, -1
Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat; 4MOI3M, 4-Methkyindol-3-ylmethylglucosinolat; Total, Glucosintda
gesamt; Total Met GS, von Methionin abgeleiteted@4inolate gesamt.

Glucodeigehalt in Samen [umol/g Samen]

%I/l;co& nolat bcat3-1/bcat4-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 23,51+ 4,34 84,14+ 9,99 0,00000
Total 29,70+ 4,75 86,60+ 9,73 0,00000
2MSOE 1,53+ 0,20 0,00+ 0,00 0,00000
30HP 0,22+ 0,07 1,00+ 0,28 0,00000
3BzO 0,54+ 0,17 4,55+ 0,46 0,00000
40HB 1,17+ 0,31 5,18+ 0,36 0,00000
4MTB 3,30+ 0,83 34,00+ 5,49 0,00000
4BZO 2,75+ 0,68 14,37+ 1,47 0,00000
4MSOB 2,70+ 0,72 1,64+ 0,38 0,00901
5MTP 5,00+ 0,71 3,34+ 0,48 0,00043
5BZ0 0,20+ 0,04 0,11+ 0,02 0,00059
5MSOP 3,02+ 0,51 0,24+ 0,07 0,00000
6MSOH 0,09+ 0,01 0,10+ 0,04 0,36608
7MTH 0,38+ 0,05 4,00+ 0,74 0,00000
7TMSOH 0,11+ 0,03 0,94+ 0,33 0,00000
8MTO 0,81+ 0,16 6,73+ 1,01 0,00000
8MSOO 1,68+ 0,23 7,92+ 1,66 0,00000
5MH 2,30+ 0,37 0,02+ 0,00 0,00000
I3M 3,71+ 0,42 2,36 0,46 0,00007
4AMOI3M 0,18+ 0,04 0,10+ 0,03 0,00146

Tabelle 4.13 Glucosinolatgehalt in den Samen des Mftyps (Col-0) aus der GABI Kat-Kollektion
(163D11) und der bcat3-1/bcat4-2 Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tihte
signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@01.

Abkurzungen: 2MSOE, 2-Methylsulfinylethylglucosiatl 30HP, 3-Hydroxypropylglucosinolat; 3BZO, 3-
Benzoyloxypropylglucosinolat; 40HB, 4-Hydroxybutilgosinolat; 4MTB, 4-Methylthiobutylglucosinolat;- 4

BzO, 4-Benzoyloxybutylglucosinolat; 4MSOB, 4-Methylfinylbutylglucosinolat; 5MTP, 5-
Methylthiopentylglucosinolat; 5BZ0O, 5-Benzoyloxypgiglucosinolat; 5MSOP, 5-
Methylsulfinylpentylglucosinolat; 6MSOH, 6-Methyléimylhexylglucosinolat; 7TMTH, 7-
Methylthioheptylglucosinolat; 7TMSOH, 7-Methylsul§ilneptylglucosinolat; 8MTO, 8-

Methylthiooctylglucosinolat; 8MSOO, 8-Methylsulfilpctylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexylglucosinolat;
I3M, Indol-3-ylmethylglucosinolat; 4MOI3M, 4-Methgindol-3-ylmethylglucosinolat; Total, Glucosinolate
gesamt; Total Met GS, von Methionin abgeleitetedBtinolate gesamt.
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4.4 Fatterungsversuche an verschiedenen AtBCAT-KndéeOut-Mutanten

In der bcat3-1 Knock-Out-Mutante wurde gezeigt, dass der Vertdles ABCAT3 Gens zu
einem signifikanten Auftreten von Leucin-abgelatetGlucosinolaten fihrt (Tab. 4.5).
Zudem lasst der reduzierte Valinehalt in deat3-1 Mutante darauf schlielen, dass BCAT3
an der Valin-Biosynthese beteiligt ist. Betrachtetan die Biosynthesewege der
verzweigtkettigen Aminosauren, so wirde man in Bettante eine Zunahme an Leucin
erwarten, da Ketosauren aus der nicht vollendet@m5ynthese zusatzlich fur die Leucin-
Synthese zur Verfligung stehen. In der Mutante wyedech kein erhdhter Leucingehalt
detektiert. Diese Beobachtung fuihrt zu der Annahdess in der AtBCAT3-Knock-Out-
Mutante insgesamt zwar mehr Leucin gebildet wirgk, dberschuss an dieser Aminosaure
jedoch zu Leucin-abgeleiteten Glucosinolaten untgeseird. Zudem ist bekannt, dass die
Gabe verschiedener Aminosauren zu Wachstumshemmuibeg. Um zu untersuchen, ob
und wie sich diArabidopsis-Pflanzen an solche veranderten Bedingungen anpasseden
Futterungsversuche nach der unter 3.4 beschriebdethode durchgefiihrt. In den
Versuchen wurden drei Ansatze gewabhlt, bei denervdrabreichung der Aminosauren tber
unterschiedliche Zeitraume erfolgte. Die anschil3ebestimmten Glucosinolate und
Aminosauren sollen Aufschluss dartber geben, olPflenzen Uberschiissige Aminoséuren
in entsprechende Glucosinolate umsetzen und oBfthazen schnelle und/oder langerfristige
Anpassungsmechanismen an diese veranderten Bedmguwesitzen. Die Extraktion und
Bestimmung der freien Aminosauren und Glucosinodafelgte nach den unter 3.5 und 3.6

beschriebenen Methoden.

4.4.1 Aminosaure- und Glucosinolatgehalt in Blattem nach einmaliger Gabe von

Aminosauren

Fur diesen Kurzzeit-Gief3versuch wurden 3 Wochen\Wlildtyp- und AtBCAT3-Knock-Out-
Pflanzen einmalig mit einer 2 mM Aminosaure-Losu@eweils Valin, Leucin, Isoleucin und
bidestilliertes Wasser als Kontrolle) gegossen diedRosettenblatter 4,5 h nach der Zugabe
geerntet. Die Aminosaure-Profile beider Linien teny dass die jeweils verabreichten
verzweigtkettigen Aminosauren akkumulieren und iallé=der Fltterung mit Leucin eine
geringe Abnahme an Valin zu beobachten ist (Tab4 4nd Tab. 4.15). Der Gehalt weiterer

proteinogener Aminosauren ist nicht verandert. [@dacosinolat-Spektrum weist kaum
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signifikante bzw. substantielle Veranderungen atdb( 4.16 und Tab. 4.17). Die Leucin-
abgeleiteten Glucosinolate sind aufgrund der Armédnos-Gabe nicht starker akkumuliert. Die
Anreicherung der jeweils verabreichten Aminosaunel das Nichtauftreten (im Wildtyp)

bzw. der gleichbleibende Gehalt an Leucin-abgetmiteGlucosinolaten in der AtBCAT3-

Mutante deutet darauf hin, dass Leucin und Isofebis zu einer bestimmten Konzentration
akkumuliert werden konnen. Eine verstarkte Biosgaéh von Leucin-abgeleiteten
Glucosinolaten wurde in den Pflanzen nach einmallg&terung mit Aminosauren nicht
ausgelost.

Die Ergebnisse dieses Kurzzeit-Giel3versuchs wetkmmauf hin, dass in den Pflanzen
aufgrund des beschrankten bzw. kurzzeitigen Ubesschn verzweigtkettigen Aminosauren

die jeweils verabreichte Aminoséaure verstarkt akiient wird.

Aminosauregehalt in Rosettattbrn [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]

Aminosaure Col-0 lle Col-0 Leu EbVal ColO Kontrolle
Total 139,18 + 30,94 133,90 +12,87 143,86 +8,41 135,72 +2,79
lle 3,67 +1,06 0,28 £ 0,07 0,30 £0,03 0,25 £0,01
Leu 0,27 + 0,05 1,50 £0,33 0,36 + 0,07 0,20 + 0,03
Ser 7,42 £1,57 7,68 0,81 9,00 £0,31 8,02 £ 0,30
Val 0,85 +0,12 0,61 + 0,06 2,23 +0,30 0,86 + 0,02

Tabelle 4.14 Aminosauregehalt in Rosettenblattern ek Arabidopsis Wildtyps Columbia (Col-0) 4,5 h nach
Verabreichung der Aminoséauren lle, Leu und Val.Die Tabelle zeigt deesamt-Aminosauregehalt (Total),
sowie den Gehalt an Aminosauren, die signifikarméetschiede zur Kontrolle aufwiesen.

Aminosauregehalt in Bitasnblattern [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]

Aminosaure  bcat3-1 lle bcat3-1 Leu bcat3-1 Val bcat3-1 Kontrolle
Total 178,03+ 10,73 174,45+ 8,73 169,61 + 6,63 153,87 + 9,01
Gin 77,70 6,17 79,64+ 5,70 78,54+ 3,00 68,22+ 4,45
Gly 3,65 +0,74 3,31+0,54 2,49+ 0,24 2,24+ 0,16
lle 6,53 + 1,86 0,34+ 0,06 0,37+ 0,07 0,30+ 0,03
Leu 0,64 + 0,09 3,28+1,08 0,48+ 0,15 0,40+ 0,08
Met 0,03 £ 0,00 0,06+ 0,01 0,04+ 0,01 0,04+ 0,01
SMM 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Thr 9,82 +0,38 6,47+ 0,35 6,50+ 0,29 6,32+ 0,25
Val 0,69 + 0,06 0,50 £0,11 2,55 +0,44 0,70 + 0,04

Tabelle 4.15 Aminoséuregehalt in Rosettenblattern ek bcat3-1 Mutante 4,5 h nach Verabreichung der
Aminoséauren lle, Leu und Val. Die Tabelle zeigt de@esamt-Aminoséuregehalt (Total), sowie den Gelmalt a
Aminosauren, die signifikante Unterschiede zur Kaolie aufwiesen. SMM, S-Methylmethionin.
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Glucosinolatgehalt in Bttienblattern [umol/g getrocknetes Blattmaterial]

%‘;COS'“O'“ Col-0 lle Col-0 Leu Col-GV Col-0 Kontrolle
Total Met GS21.93 + 1.35 1877 £ 177 2098 087 1941 + 1.83
Total 2412+111  2111+1.83  2326+101 2117 + 112
AMP 0,03 + 0,01 0,05 + 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,00
5MH 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Tabelle 4.16 Glucosinolatgehalt in RosettenblatterdesArabidopsis Wildtyps Columbia (Col-0) 4,5 h nach
der Verabreichung von lle, Leu, Val. Die Gesamt-Glucosinolatgehalte sind unveradnderé Gabe der
verzweigtkettigen Aminosduren fiihrt zu keiner Arflufig der Leucin-abgeleiteten Glucosinolate, 4MP und
5MH.

Abkurzungen: 4MP, 4-Methylpentylglucosinolat; 5SMBLKMethylhexylglucosinolat; Total Met GS, Methionin-
abgeleitete Glucosinolate gesamt; Total, Glucoaieojesamt.

Glucosinolatgehalt in Bttienblattern [umol/g getrocknetes Blattmaterial]

Glucosinolat

Typ bcat3-1 lle bcat3-1 Leu bcat3-1 Val bcat3-1 Kontrolle
Total Met GS 22,73+ 1,32 20,82 + 0,95 19,93 + 0,63 19,80 + 0,31
Total 25,98 + 1,40 24,22 + 1,24 22,81 + 0,68 22,93 +£0,48
3MSOP 1,19+ 0,06 1,09 + 0,07 0,99 +0,09 1,01 +0,05
AMSOP 15,22+ 0,90 13,90 + 0,79 12,98 + 0,78 12,99 + 0,36
5MSOP 3,80+ 0,26 3,52 +£0,20 3,44 £ 0,22 3,29 + 0,04
7MSOH 0,66 + 0,04 0,62 +0,01 0,68 + 0,05 0,67 +£0,02
AMP 0,64 +£0,10 0,79 +0,13 0,63 +0,04 0,65 +0,11
5MH 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Tabelle 4.17 Glucosinolatgehalt in Rosettenblattermler bcat3-1 Mutante 4,5 h nach der Verabreichung
von lle, Leu, Val. Die Gesamt-Glucosinolatgehalte sind kaum verandei¢ Gabe der verzweigtkettigen
Aminosauren fuhrt zu keiner Anhaufung der Leucigelbiteten Glucosinolate, 4MP und 5MH in der Mugant
Abkirzungen: 3MSOP, 3-Methylsulfinylpropylglucosia 4MSOB, 4-Methylsulfinylbutylglucosinolat;
5MSOP, 5-Methylsulfinylpentylglucosinolat; 7MSOH, -Methylsulfinylheptylglucosinolat; 4MP,  4-
Methylpentylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexylglucosilat; Total Met GS, Methionin-abgeleitete
Glucosinolate gesamt; Total, Glucosinolate gesamt.

Die einmalige Gabe von Aminosduren wurde in eineeitesen Futterungsversuch an der
bcat4-2 Mutante untersucht. Der Funktionsverlust des AtB@A°roteins in der Mutante
fuhrt zu einer Reduktion des Gesamt-Glucosinolatijelum etwa 50 %. Gleichzeitig sind
Methionin und dessen Transportform S-Methylmetmo(SMM) stark erhéht. Nachdem
Methionin eine zentrale Rolle im Zellstoffwechs@hremmt, wére es denkbar, dass freies
Methionin nicht unbegrenzt akkumuliert werden kardm die Homdostasis dieser
Aminosaure wiederherzustellen, konnte das angehaMfethionin fir die Biosynthese

Methionin-abgeleiteter Glucosinolate genutzt werdéim die Auswirkungen auf das
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Metaboliprofil der Pflanzen bei einer erhdhten Metm-Zufuhr ndher zu untersuchen,
wurde Wildtyp-Pflanzen unbcat4-2 Mutanten Methionin im Gieldwasser verabreicht.

Fur diesen GielRversuch wurden 3 Wochen alte Wildtyp bcat4-2 Knock-Out-Pflanzen
einmalig mit einer 2 mM Aminosaure-Losung (Methionind bidestilliertes Wasser als
Kontrolle) gegossen und die Rosettenblatter 4,&dhmer Verabreichung geerntet.

Beide Pflanzenlinien zeigen eine etwa 4-fach emdkitkumulation von freiem Methionin
verglichen mit den Kontrollpflanzen (Tab. 4.18).<Didethionin-Derivat S-Methylmethionin
ist ebenfalls im Wildtyp und in der Mutante erhdint.derbcat4-2 Mutante findet man einen
um 70 % gesteigerten Gehalt an SMM und im Wildtgeieht der SMM-Gehalt, der in der
Kontrollpflanze in nicht detektierbarer Menge vedt, 0,63 + 0,11 nmol/mg
gefriergetrocknetes Blattmaterial. Der Gehalt amirSen Wildtyp um 27 % und in der
Mutante um 47 % erhoht. Zudem ist in der Mutantgc@®lum 44 % starker akkumuliert. Der
Gehalt weiterer Aminosauren ist unverandert. Dasic@inolat-Spektrum der beiden
untersuchten Pflanzen weil3t keine signifikantenadderungen auf (Daten nicht gezeigt).
Sowohl derA. thaliana Wildtyp als auch didocat4-2 Mutante akkumulieren Methionin und
SMM als unmittelbare Antwort auf die Methionin-Gabe

Aminosauregehalt in Rogditattern [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]

Aminosaure Col-0 Met Col-0 Kontrolle  bcat4-2 Met bcat4-2 Kontrolle
Total 225,15 + 24,34 207,09 £9,80 208,92 + 7,46 205,53 + 11,46
Gly 1,74 +0,21 1,92 +0,35 2,16 +0,17 1,50 +0,21
Met 0,84 +0,26 0,12 + 0,00 1,65+ 0,46 0,45 +0,11
Ser 15,12 + 2,13 11,28 + 0,92 18,00 + 1,44 12,24 + 1,64
SMM 0,63 +0,11 0,00 + 0,00 0,87 +0,18 0,51 +£0,15

Tabelle 4.18 Aminosauregehalt in Rosettenblattern ek Arabidopsis Wildtyps (Col-0) und der bcat4-2
Mutante 4,5 h nach der Methionin-Gabe Die Tabelle zeigt debesamt-Aminosauregehalt (Total), sowie den
Gehalt an Aminoséauren, die signifikante Untersobiear Kontrolle aufwiesen. SMM, S-Methylmethionin.

4.4.2 Metabolit-Analysen an Blattern nach mehrmaligr Gabe von Aminosauren

Um die Auswirkungen einer mehrfachen Gabe von Asiinioen auf das Glucosinolat- und
Aminosaure-Spektrum zu untersuchen, wurde ein ewa&iersuchsansatz gewahlt. Hierfur
wurden in einem zweiten Gieldversuch 2 Wochen aliietyyp- und AtBCAT3-Knock-Out-

Pflanzen eine Woche lang jeden zweiten Tag mitrefminosdure-Losung (jeweils 2 mM
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Valin, Leucin, Isoleucin und bidestilliertes Wassals Kontrolle) gegossen und die
Rosettenblatter 24 h nach der letzten AminosautgeGpeerntet. Zudem wurde in diesem
Giel3versuch diebcat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante untersucht, da in dieser eine stérk
Akkumulation der Leucin-abgeleiteten Glucosinolate in derbcat3-1 Mutante beobachtet
werden kann (Tab. 4.12 und Tab. 4.13). Dies lasstnuten, dass in ddicat3-1/bcat4-2
Mutante ein starkerer Uberschuss an Leucin votliggeinem weiteren Experiment wurde
die Doppel-Mutante und die Wildtyp-Pflanzen mit Kienin-versetztem Giel3wasser

gegossen.

Die mehrmalige Gabe von Valin und Leucin fiihrt gr dcat3-1 Mutante und im Wildtyp zu
einer Erh6hung des Gesamt-Aminosauregehalts, waer icat3- 1/bcat4-2 Mutante nicht der
Fall ist (Tab. 4.19-4.21). Die Erhdhung des GesAmtnosauregehalts im Wildtyp ist auf
den Anstieg der Aminosauren Ala, Asn, Asp, GIn @ld zurlckzufiuhren (Tab. 4.19). Dies
verhalt sich in derbcat3-1 Mutante &hnlich, wobei keine signifikanten Andegen im
Glutamat- und Aspartatgehalt zu beobachten sind.(®Ba20). Die Akkumulationen der
jeweils verabreichten verzweigtkettigen Aminosasned im Wildtyp und in derbcat3-1
Mutante sehr geringflugig erhoht. Hingegen fuhrt dhétterung der verzweigtkettigen
Aminosauren in der Doppel-Mutante jeweils zur siganten Erh6hung von Val, lle und Leu
(Tab. 4.21). AuRBerdem ist jeweils der Lysingehach der Gabe der verzweigtkettigen
Aminosauren erhoht. Die Futterung von Leucin fifuteiner Reduktion von Methionin um
63 % in der Doppel-Mutante.

Der Gesamt-Glucosinolatgehalt ist nur in der Dogyetante durch die Gabe von Isoleucin
und Leucin reduziert. Die Abnahme im Gesamt-Gluamatgehalt resultiert vor allem aus
der Reduktion  von 3MSOP (3-Methylsulfinylglucosiat)] 4MSOB (4-
Methylsulfinylglucosinolat) und 5MSOP (5-Methylsumiylglucosinolat) (Tab. 4.24).
Betrachtet man die Leucin-abgeleiteten Glucosieolat den Wildtyp-Pflanzen, so wird
ausschlieBlich durch die Zugabe von Leucin eineOBuhg der Leucin-abgeleiteten
Glucosinolate, 4MP und 5MH (4-Methylpentyl- und Setlylhexylglucosinolat) erzielt. Hier
steigt der Gehalt von nicht detektierbar in der Kolfpflanze auf 0,25 bzw. 0,20 pumol/g
(Tab. 4.22). In debcat3-1 Mutante fihren Leucin und Isoleucin zu erhéhterP4tvhd 5SMH
Mengen (Tab. 4.23). Dies verhalt sich umgekehadanbcat3-1/bcat4-2 Mutante, in der man
einen signifikant reduzierten Gehalt an Leucin-déigeten Glucosinolaten beobachtet (Tab.
4.24). Die Wildtyp-Pflanzen weisen eine signifikantErhéhung von 7MSOH (7-
Methylsulfinylglucosinolat) und 8MSOO (8-Methylsuiflglucosinolat) nach Fitterung von
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Leucin und Isoleucin auf. Eine geringe, jedoch ifiggnte Erhohung dieser beiden
Glucosinolate ist ebenfalls in der Doppel-Mutantem Valin-Gabe zu beobachten. In der
bcat3-1 Mutante ist der Gehalt an 8MSOO nach Zusatz voielgin und Leucin erhoht.
Diese Ergebnisse deuten an, dass ein erhdhter tGeheérzweigtkettigen Aminosauren tber
einen langeren Zeitraum zur Bildung von Leucin-déigeten Glucosinolaten fuhrt.

Die mehrmalige Futterung von Methionin fuhrt in déhldtyp-Pflanzen zu einer Erh6hung
des Gesamt-Aminosauregehalts um etwa 44 % (Talb).4Riese Erhdhung resultiert
Uberwiegend aus dem Anstieg der Aminosauren HistidMethionin, Serin, S-
Methylmethionin (SMM) und Threonin. Die starksterkkdmulationen sind hierbei fir
Methionin und SMM zu beobachten. Methionin ist imldyp nach der Methionin-Gabe
186-fach erhoht verglichen mit der Kontrollpflanaed erreicht eine Konzentration von 48,48
+ 14,75 nmol/mg gefriergetrocknetes Blattmaterial.der bcat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante
fuhrt die Methionin-Fitterung zu keiner Anderung ®Besamt-Aminosauregehalt. Geringer
als Im Wildtyp ist in der Doppel-Mutante eine 12ti@ Erhéhung des Methioningehalts und
eine 4-fache Erh6hung des SMM-Gehalts aufgrundMighionin-Futterung zu beobachten.
Zudem erreichen diese Aminosauren mit den Konzeomen 37,10+ 8,33 nmol/mg
gefriergetrocknete Blatter fir Methionin und 3,14 1,82 fur SMM nmol/mg
gefriergetrocknete Blatter nicht die Absolutwerdés diese im Wildtyp aufweisen. Weitere
weniger starke Akkumulationen in der Doppel-Mutasted fiir die Aminosauren Histidin,
Lysin und Threonin zu beobachten. Die Aminosaurapakaginsaure, Glutaminsaure und
Glutamin sind in der Mutante reduziert, im Wildtigi dies ahnlich. Die verzweigtkettigen
Aminosauren sind in der Doppel-Mutante und im Witdthach mehrmaliger Gabe von
Methionin im Vergleich zur Kontrolle starker angereert. Hierbei wird in debcat3-1/bcat4-

2 Mutante und im Wildtyp Isoleucin (16-fach bzw. feth) am starksten angehéauft, Leucin
(3,5-fach bzw. 4,6-fach) und Valin (4,8-fach bzw8-fach) etwa im gleichen Ausmal3.

Die Glucosinolat-Spektren déacat3-1/bcat4-2 Mutante und des Wildtyps weisen &hnliche
signifikante Veranderungen auf. Der Gesamt-Gluanaigehalt ist 1,7-fach bzw. 2,7-fach
erhoht. Der Gehalt an Methionin-abgeleiteten Gluaalaten ist in der Doppel-Mutante 3,4-
fach erhoht, im Wildtyp 3-fach erhoht. Die Erhohugs Gesamt-Glucosinolatgehalts ist in
der Mutante wie auch im Wildtyp auf die Akkumulaticaller Methionin-abgeleiteten

Glucosinolate zurtickzufiihren.
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Zusammengefasst fuhrt die mehrfache VerabreichuwmgMethionin in der Doppel-Mutante
und in den Wildtyp-Pflanzen zu einem Anstieg derabeeichten Aminosdure und des

Methionin-Derivats, SMM, sowie zu einer Erh6hung @ducosinolatgehalts.

Aminosauregehalt in Rosailattern [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]

Aminosaure Col-0 lle Col-Qeu Col-0 val Col-0 Control
Total 154,01 £13,30 170,93 +12,30 200,55+ 12,50 147,80 +7,32
Ala 6,80 + 0,85 7,10+ 1,27 8,28+ 1,08 5,92+0,85
Asn 6,12 + 0,70 6,36+ 1,06 9,14+ 0,57 5,26+ 0,46
Asp 20,48 £ 2,30 18,62+ 1,09 19,75+ 0,94 15,36+ 1,05
GIn 76,80 £ 12,66 90,43+ 11,63 109,30+ 10,94 71,68+ 3,42
Glu 29,87 + 3,61 32,06+ 2,21 34,42+ 1,51 26,40+ 0,80
lle 0,60 £0,10 0,38+ 0,05 0,39+ 0,06 0,44+0,12
Leu 0,63 £0,18 0,58+ 0,21 0,62+ 0,13 n.b.
Val 1,00 +0,13 0,94 +0,10 1,08 +0,10 1,10 + 0,14

Tabelle 4.19 Aminosauregehalt in Rosettenblattern desArabidopsis Wildtyps (Col-0) nach mehrfacher
Verabreichung der Aminoséauren lle, Leu und Val.Die Tabelle zeigt deesamt-Aminosauregehalt (Total),
sowie den Gehalt an Aminosauren, die signifikarméetschiede zur Kontrolle aufwiesen.

Aminosauregehalt in Rtsm#blattern [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]

Aminosaure bcat3-1 lle bcat3-1 Leu bcat3- 1 Val bcat3-1 Kontrolle
Total 165,90 + 19,14 186,19 + 7,02 197,26 + 23,42 165,11 +17,58
Ala 7,36 £0,62 10,01+ 0,52 9,80+ 0,29 7,01+ 0,66
Asn 6,18 £ 0,92 8,81+0,73 7,72+ 1,36 6,42+ 0,72
Asp 20,64 + 1,46 16,51+ 1,25 17,92+ 0,99 19,92+ 2,22
GIn 79,68 +9,43 100,22+ 4,97 107,68+ 19,22 82,44+ 12,43
Glu 32,32 £2,89 30,91+ 2,08 33,12+ 3,02 31,44+ 3,19
lle 0,65 +£0,18 0,43+0,11 0,44+ 0,15 0,42+ 0,06
Leu 0,80 +£0,33 0,82+0,10 0,70+ 0,05 0,66+ 0,16
Val 0,92 +0,15 0,98 +0,20 1,10 + 0,23 0,89 +0,11

Tabelle 4.20Aminosauregehalt in Rosettenblattern derbcat3-1 Mutante nach mehrfacher Verabreichung
der Aminoséauren lle, Leu und Val. Es sind ausschlie3lich der Gesamt-Aminosauregefiaital) und

Aminosauregehalte, die signifikante Unterschiedekantrolle aufweisen, aufgelistet.
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Aminosauregehalt in Rtmsblattern [nmol/mg getrocknetes Blattmaterial]
Amino- bcat3-1/bcat4-2  bcat3-1/bcat4-2 bcat3-1/bcat4-2 beat3-1/bcat4-2 beat3-1/bcat4-2

saure lle Leu Val Met Kontrolle
Total 187,23+ 15,12 178,10+ 20,35 176,88+ 16,31 171,59+ 61,68 172,52+ 10,61
Ala 9,75+ 0,55 8,86+ 0,37 9,28+ 0,67 4,01+0,84 9,36+ 0,89
Arg 1,30+ 0,15 1,03+ 0,07 1,06+ 0,14 3,58+ 4,24 1,03+ 0,07
Asn 6,17+ 0,56 5,47+ 0,57 5,84+ 0,59 241+ 1,75 551+0,51
Asp 17,28+ 1,75 16,70+ 1,61 16,16+ 1,76 4,18+0,94 1493+1,10
GIn 89,14+ 8,63 86,98+ 17,79 82,24+946 37,63+14,87 80,26+ 6,91
Glu 34,56+ 3,72 32,83+ 1,58 32,16+ 3,02 13,63+4,40 33,28+2,37
Gly 2,13+0,38 1,66+ 0,69 2,18+ 0,41 1,44+ 0,69 3,30+ 0,49
His 0,98+ 0,18 0,60+ 0,08 0,84+ 0,13 4,42+ 224 0,75+0,10
lle 0,74+ 0,09 0,60+ 0,00 0,60+ 0,08 6,00+ 2,69 0,37+ 0,03
Leu 0,77+ 0,09 0,72+ 0,08 0,70+ 0,09 1,70+ 0,66 0,49+ 0,04
Lys 0,33+ 0,09 0,43+ 0,07 0,34+ 0,09 0,52+ 0,22 0,20+ 0,03
Met 2,67+0,54 1,18+ 0,58 291+1,14 37,10+8,33 3,20+ 0,86
Phe 0,51+ 0,06 0,46+ 0,05 0,50+ 0,05 0,70+ 0,37 0,56+ 0,02
Ser 11,71+ 0,81 12,19+ 0,48 13,00+1,46 11,83+4,62 10,50+0,75
SMM 0,93+0,18 0,62+ 0,23 0,76+0,12 3,11+1,82 0,78+ 0,15
Thr 6,70+ 1,88 6,26+ 0,81 7,08+1,81 16,37+5,12 6,77+0,61
Trp 0,12+ 0,10 0,12+ 0,00 0,14+ 0,05 0,03+ 0,04 0,04+ 0,04
Tyr 0,33+ 0,06 0,29+ 0,07 0,28+ 0,06 0,39+0,12 0,29+ 0,04
Val 0,94+0,11 1,10+ 0,05 0,98+ 0,05 3,24+ 1,26 0,68+ 0,06

Tabelle 4.21Aminosauregehalt in Rosettenblattern derbcat3-1/bcat4-2 Doppel-Knock-Out-Mutante nach
mehrfacher Verabreichung der Aminosauren lle, Leu,Val und Met.
Abkurzungen: Total, Aminosduregehalt gesamt; SMNe&hylmethionin.

Glucosinolatgehalt indetienblattern [umol/g getrocknetes Blattmaterial]

Glucosinolat

Typ Col-0 lle Col-0 Leu Col-0 Vval Col-0 Control
Total Met GS 20,38 + 3,43 19,07 + 1,34 19,28 + 1,59 18,29 + 1,51
Total 23,07 + 3,83 21,87+ 1,49 22,01+ 1,67 20,92+ 1,61
7MSOH 0,34 +0,04 0,29+ 0,02 0,33+ 0,02 0,24+ 0,02
8MSOO 1,96 £0,21 1,66+ 0,09 1,59+ 0,10 1,25+ 0,20
4MP 0,00 + 0,00 0,25+ 0,05 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
5MH 0,00 + 0,00 0,20+ 0,03 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Tabelle 4.22 Glucosinolatgehalt in Rosettenblattermes Arabidopsis Wildtyps (Col-0) nach mehrmaliger
Verabreichung von lle, Leu und Val. Die Gesamt-Glucosinolatgehalte sind kaum veran@eet Fitterung mit
Leucin fuhrt zu einer Anh&ufung der Leucin-abgefeih Glucosinolate, 4MP und 5MH.

Abkurzungen: 7MSOH, 7-Methylsulfinylheptylglucosiag 8MSOO, 8-Methylsulfinyloctylglucosinolat; 4MP,
4-Methylpentylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexylglusimolat; Total Met GS, Methionin-abgeleitete
Glucosinolate gesamt; Total, Glucosinolate gesamt.
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Glucosinolatgehalt indettenblattern [umol/g getrocknetes Blattmaterial]

Glucosinolat

Typ bcat3-1 Ile bcat3-1 Leu bcat3-1 Val  bcat3-1 Kontrolle
Total Met GS 19,76 +1,03 19,08 £1,18 17,13 +1,71 18,15 +1,52
Total 24,23 +£1,16 23,43+ 1,40 21,09+2,44 21,97+1,81
7MSOH 0,64 +0,07 0,55+ 0,05 0,47+ 0,08 0,54+0,14
8MSOO 2,20 £0,18 1,69+ 0,09 1,31+0,21 1,33+ 0,13
4MP 1,11 £0,19 1,24+ 0,08 0,83+0,21 0,78+ 0,09
5MH 0,49 +0,04 0,57+ 0,05 0,42+ 0,08 0,41+ 0,05

Tabelle 4.23 Glucosinolatgehalt in Rosettenblattern der bcat3-1 Mutante nach mehrmaliger
Verabreichung von lle, Leu und Val. Die Gesamt-Glucosinolatgehalte sind kaum veran@eet Fitterung mit
Leucin und Isoleucin fuhrt zu einer Anh&ufung deudtin-abgeleiteten Glucosinolate, 4MP und 5MH.
Abkirzungen: 7MSOH, 7-Methylsulfinylheptylglucosiag 8MSOO, 8-Methylsulfinyloctylglucosinolat; 4MP,
4-Methylpentylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexylglusimolat; Total Met GS, Methionin-abgeleitete
Glucosinolate gesamt; Total, Glucosinolate gesamt.

GlucosinolatgehalRosettenblattern [umol/g getrocknetes Blattmalier
Glucosinolat bcat3-1/bcat4-2 bcat3-1/bcat4-2 beat3-1/bcat4-2 beat3-1/bcat4-2 beat3-1/bcat42

Typ lle Leu Val Met Kontrolle

Total Met GS 6,19+ 0,73 5,92+ 0,63 7,73+0,88 25,10+ 3,63 7,45+ 0,56
Total 19,12+ 1,31 15,69+ 0,49 20,24+4,27 40,02+4,89 23,63+1,86
3MSOP 0,39+ 0,03 0,32+ 0,07 0,49+ 0,10 2,62+0,39 0,53+0,04
4MTB 0,12+ 0,01 0,12+ 0,02 0,15+ 0,02 0,30+ 0,06 0,12+ 0,02
4MSOB 4,23+ 0,57 3,98+ 0,50 510+ 0,58 16,07+ 2,42 4,99+ 0,42
5MSOP 1,05+ 0,11 1,14+ 0,08 1,55+ 0,17 2,17+ 0,27 1,35+ 0,10
7TMSOH 0,04+ 0,01 0,05+ 0,01 0,06+ 0,01 0,51+ 0,07 0,04 + 0,00
8MSOO 0,37+0,03 0,33+0,03 0,38+ 0,06 3,16+ 0,49 0,36+ 0,02
4MP 2,13+ 0,27 1,47+ 0,09 1,12+ 0,14 0,84+ 0,10 2,29+ 0,20
5MH 4,53+ 0,40 3,49+0,21 2,96+ 0,29 2,24+0,31 4,52+0,12
I3M 4,67+ 0,62 3,62+ 0,15 6,05+2,19 10,15+1,92 7,54+ 1,25
1MOI3M 1,16+ 0,40 0,62+ 0,04 1,79+1,28 1,25+ 0,72 1,43+ 0,66
4MOI3M 0,31+0,02 0,41+0,01 0,41+0,03 0,34+ 0,05 0,27+ 0,03
40HI3M 0,14+ 0,03 0,16+ 0,01 0,19+ 0,05 0,10+ 0,01 0,1z + 0,02

Tabelle 4.24 Glucosinolatgehalt in Rosettenblatternder bcat3-1/bcat4-2 Mutante nach mehrmaliger
Verabreichung von lle, Leu, Val und Met. Der Gesamt-Glucosinolatgehalt ist aufgrund derhitetin-Gabe
erhoht. Die Fultterung mit Leucin und Valin fuhrt einer Reduktion der Leucin-abgeleiteten Glucositel
4AMP und 5MH.

Abkurzungen: 3MSOP, 3-Methylsulfinylpropylglucosiah 4MTB, 4-Methylthiobutylglucosinolat; 4MSOB, 4-
Methylsulfinylbutylglucosinolat; 5MSOP, 5-Methyldinylpentylglucosinolat; 7TMSOH, 7-
Methylsulfinylheptylglucosinolat; 8MSOO0, 8-Methyléinyloctylglucosinolat; 5MH, 5-
Methylhexylglucosinolat; I3M, Indol-3-yImethylglusmolat; 1MOI3M, 1-Methoxyindol-3-
ylmethylglucosinolat; 4MOI3M, 4-Methoxyindol-3-yIrttgylglucosinolat; 40OHI3M, 4-Hydroxyindol-3-
ylmethylglucosinolat; Total, Glucosinolate gesamgtal Met GS, von Methionin abgeleitete Glucositela
gesamt.
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Aminosauregehalt in Bitasnblattern
[nmol/mg getrocknetdatBnaterial]

Aminosaure Col-0 Met Col-0 Kontrolle t-Test
Total 228,05+ 2222 158,40+ 17,58 0,00001
Ala 5,79+ 0,57 7,86+ 0,78 0,00003
Arg 2,37+ 0,44 0,53+ 0,06 0,00000
Asn 5,15+ 0,71 5,72+ 0,84 0,16436
Asp 7,83+ 0,76 13,56+ 1,40 0,00000
GIn 74,76+ 9,11 85,08+ 11,08 0,06125
Glu 21,48+ 2,11 29,52+ 2,50 0,00001
Gly 2,58+ 0,58 1,95+0,72 0,07447
His 5,49+ 0,61 0,21+ 0,08 0,00000
lle 2,70+ 1,07 0,24+ 0,00 0,00001
Leu 1,10+ 0,22 0,24+ 0,00 0,00000
Lys 0,50+ 0,08 0,12+ 0,00 0,00000
Met 48,48+ 14,75 0,26+ 0,24 0,00000
Phe 0,69+ 0,08 0,33+ 0,06 0,00000
Ser 23,52+ 2,24 8,19+ 0,93 0,00000
SMM 13,23+ 0,70 0,00+ 0,00 0,00000
Thr 8,04+ 0,41 3,69+ 0,43 0,00000
Trp 0,03+ 0,06 0,00+ 0,00 0,14890
Tyr 0,36+ 0,06 0,24+ 0,00 0,00011
Val 3,96+ 0,95 0,68+ 0,28 0,00000

Tabelle 4.25 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) nah mehrfacher Verabreichung von Methionin. Der
Aminoséauregehalt ist signifikant unterschiedlich ischen der Aminosaure-behandelten Pflanze und der

Kontrollpflanze, wenn im t-Test 49,01. Abkirzungen: total, Aminosduregehalt gesa®iyIM, S-
Methylmethionin.
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GlucosinolatgehalRosettenblattern
[umol/g getrockre®atmaterial]

Typ Col-0 Met Col-0 Kontrolle t-Test
total met 64,26+ 6,77 21,43+ 2,09 0,00000
total 72,48+ 8,03 26,64+ 2,68 0,00000
3MSOP 14,46+ 1,79 1,91+0,22 0,00000
4AMTB 0,88+ 0,15 0,61+ 0,04 0,00007
4AMSOB 41,30+ 3,82 16,38+ 1,60 0,00000
5MSOP 0,89+0,12 0,58+ 0,06 0,00001
6MSOH 0,52+0,11 0,08+ 0,01 0,00000
7MSOH 2,25+ 0,97 0,31+ 0,04 0,00002
8MSOO 3,97+ 0,55 1,56+ 0,22 0,00000
AMP 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 -

5MH 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 -

I3M 6,90+ 0,97 3,75+ 0,50 0,00000
1IMOI3M 0,83+ 0,36 1,00+ 0,46 0,53377
4MOI3M 0,41+ 0,04 0,36+ 0,07 0,06274
40HI3M 0,08+ 0,01 0,08+ 0,02 0,62031

Ergebnisse

Tabelle 4.26 Glucosinolatgehalt in Rosettenblatterndes Arabidopsis Wildtyps nach mehrmaliger
Verabreichung von Methionin. Der Glucosinolatgehalt ist signifikant unterschigld zwischen der
Aminosaure-behandelten Pflanze und der Kontroltzia wenn im t-Test<®,01.

Abkirzungen: 3MSOP, 3-Methylsulfinylpropylglucosiaty 4MTB, 4-Methylthiobutylglucosinolat; 4MSOB, 4-
Methylsulfinylbutylglucosinolat; 5MSOP, 5-Methyldinylpentylglucosinolat; 6MSOH, 6-
Methylsulfinylhexylglucosinolat; 7TMSOH, 7-Methyldirylheptylglucosinolat; 8MSOO0, 8-
Methylsulfinyloctylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhexglucosinolat; I3M, Indol-3-ylmethylglucosinolat;
1MOI3M,  1-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat; 4MQGM,  4-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat;
40HI3M, 4-Hydroxyindol-3-ylmethylglucosinolat; TdfaGlucosinolate gesamt; Total Met GS, von Methioni
abgeleitete Glucosinolate gesamt.

4.4.3 Samen-Analyse auf Aminosaure- und Glucosindtgehalt nach mehrwéchiger
Applikation von Aminosauren

In einem dritten Versuchsansatz sollten nun die&tawon Pflanzen, die regelmaliig bis zur
Samenreife ab dem Alter von 3 Wochen mit Aminosdufi®ingen gegossen wurden,
analysiert werden. Ddrcat3-1 Mutante und den Wildtyp-Pflanzen wurde insgesaéial
eine Aminosaure-Lésung (2 mM lle, Leu, Val und Isiiléertes Wasser als Kontrolle)
verabreicht. Nach der letzten Applikation wurdea Biflanzen nicht weiter gegossen, da die
Samenreifung abgeschlossen war. Die Samen wurdea 8tWochen nach der letzten
Applikation geerntet. Zudem wurde diecat4-2 Mutante in dem Langzeit-Giel3versuch
untersucht. Diebcat4-2 Mutante wurde hierfir 23 mal mit Isoleucin-verseta (2 mM)

Giel3wasser und jeweils 21 mal mit Leucin- bzw.iValersetztem (2 mM) Giel3wasser
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gegossen und die reifen Samen geerntet. Die ValineGuhrte in debcat4-2 Mutante zu
sehr geringen Samenausbeuten, so dass keine Meialabfse moglich war.

In den Wildtyp- und in denbcat3-1 Knock-Out-Pflanzen sind keine substantiellen
Veranderungen im Gesamtgehalt an Aminoséduren unand8td-Glucosinolaten zu
beobachten (Profil der Aminoséuren nicht gezeigip.T4.27 und 4.28). In ddicat4-2
Mutante ist dies ahnlich, jedoch fihrt die LeuciittErung zu einer Reduktion des Gesamt-
Aminosauregehalts um 33 % und des Gesamt-Glucaesgedlalts um 27 % (Tab. 4.29 und
4.30).

Das Leucin-abgeleitete Glucosinolat 4MP ist im Wjfdund in debcat3-1 Mutante nach der
Valin-Fitterung unverandert. Hingegen bewirkt digt&érung von Isoleucin in déicat3-1
Mutante eine 1,7-fache Erhdhung dieses Glucosmalad im Wildtyp eine 2-fache. Die
kontinuierliche Gabe von Leucin bewirkt eine venstd Akkumulation dieses Leucin-
abgeleiteten Glucosinolats (ko: 4-fach; wt: 12-fadm Falle des 5MH, hat das Giel3en mit
Isoleucin keinen Einfluss auf die Bildung diesesugdkinolats. Die Valin-Verabreichung
fuhrt zu einem leichten Anstieg an 5MH und die &fithg von Leucin bewirkt auch im Falle
des 5MH die starkste Anhaufung. 5MH ist in deat3-1 Mutante 25-fach erhoéht, in den
Wildtyp-Pflanzen erreicht dieses Glucosinolat, streden Kontrollpflanzen nicht detektierbar
ist, eine Konzentration von 0,37 pmol/g Samen.dn 8amen ddicat4-2 Mutante hingegen
ist lediglich das Leucin-abgeleitete Glucosinol&Fb in detektierbarer Menge vorhanden
(Tab. 4.29). Der Gehalt dieses Glucosinolats wirdiéen Samen der AtBCAT4-Knock-Out-
Pflanze durch die Isoleucin-Gabe nicht beeinflusshgegen bewirkt die Futterung mit
Leucin einen Anstieg um 74 %.

Die Ergebnisse des Langzeit-Giel3versuchs deuteuftiém, dass die langfristige Fitterung
verzweigtkettiger Aminosauren zur Bildung von Leuabgeleiteten Glucosinolaten fuhrt, die

in den Samen gespeichert werden.
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Glucosinolatgé in Samen [umol/g Samen]

%‘;COS'“O'&t Col-0 lle Col-0 Leu Col-0Val  Col-0 Kontrolle
Total Met GS _ 82.10¢ 10,76 73.24 + 13.05 86,15 + 13,11 77,54  13.41
Total 8755+ 11,07 79,80+ 13,20 9174 £13.26 82,24+ 1350
AMSOB 1,55+ 0,49 1,54+ 0,50 128+026  1,85+053
AMP 0,17 £ 0,03 1,10+ 0,19 000000 008+ 0,03
5MH 0,02 + 0,02 0,37+ 0,06 004+002 000+ 0,00
13M 4.98 +0,70 4.93+ 0,69 532+072 448+ 0,46

Tabelle 4.27 Glucosinoltgehalt in Samen deArabidopsis Wildtyp-Pflanzen (Col-0) nach mehrwdchiger
Gabe der Aminosauren lle, Leu und Val.

Abkirzungen: 4MSOB, 4-Methylsulfinylbutylglucosimdj 4MP, 4-Methylpentylglucosinolat; 5MH, 5-
Methylhexylglucosinolat; I13M, Indol-3-ylmethylglusinolat; Total, Glucosinolate gesamt; Total Met G8n
Methionin abgeleitete Glucosinolate gesamt.

GlucosinolatgehalSamen [umol/g Samen]

_I(_S)Ilgcosmolat bcat3-1 lle bcat3-1 Leu bcat3-1 Val bcat3-1 Kontrolle
Total Met GS 74,48 +8,20 88,84 £21,81 104,24 +23,45 85,80 + 8,87
Total 76,62 + 8,36 92,39+ 22,39 106,73+23,40 77,32 £28,34
30HP 1,14+ 0,13 0,95+ 0,16 1,29+ 0,29 1,17+ 0,50
4BZO 15,13+ 0,93 14,63+ 0,99 14,47+ 0,63 13,84+ 5,17
7TMTH 4,13 £1,10 7,58+ 2,63 8,65+ 2,51 3,96+ 1,67
8MSOO 5,34+ 1,05 8,46+ 2,55 10,22+ 2,99 6,52+ 2,64
8MTO 3,60 + 0,97 9,26+ 6,66 7,73+ 1,36 4,38+ 1,94
4MP 0,65+0,12 1,86+ 0,26 0,43+ 0,06 0,38+ 0,04
5MH 0,03 +£0,03 0,50+ 0,06 0,10+ 0,02 0,02+ 0,03
I3M 1,27 +£1,08 1,38+ 1,31 1,71+1,85 401+1,73

Tabelle 4.28 Glucosinoltgehalt in Samen devcat3-1 Pflanzen nach mehrwdchiger Gabe der Aminosauren

lle, Leu und Val.
Abkurzungen: 30HP,
Methylthioheptylglucosinolat;

3-Hydroxybutylglucosinolat;
8MSO0O0,

4BZ4-Benzoyloxybutylglucosinolat;
8-Methylsul§iioctylglucosinolat;

TMTH,
8MTO, 8-

Methylthiooctylglucosinolat; 4MP, 4-Methylpentylglasinolat; 5MH, 5-Methylhexylglucosinolat; 13M, lob
3-ylmethylglucosinolat; Total, Glucosinolate gesaifibtal Met GS, von Methionin abgeleitete Glucosite
gesamt.
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Glucosinolatgehalt in Samen [pumol/gn®a]

%I/l;cosmolat bcat4-2 lle bcat4-2 Leu bcat4-2 Kontrolle t-Testlle t-Test Leu
Total Met GS 62,77+ 11,15 42,75+ 6,18 58,61+ 8,03 0,36975 0,00007
Total 67,98+ 11,65 47,63+6,11 65,17+ 8,71 0,56720 0,00004
30HP 1,00+ 0,13 0,54+ 0,10 0,77+ 0,17 0,00770 0,00115
3BzZO 2,09+ 0,39 1,48+ 0,21 2,07+0,42 0,94927 0,00067
3MSOP 0,74+0,11 0,44+ 0,08 0,61+0,15 0,05939 0,00417
40HB 4,34+ 0,69 2,99+ 0,30 3,72+ 0,68 0,08193 0,00608
AMTB 24,65+ 5,65 12,28+ 1,94 20,43+ 4,52 0,09888 0,00004
4BZ0O 15,34+ 2,22 14,01+ 3,05 15,84+ 1,18 0,53892 0,08015
4AMSOB 4,89+ 1,28 2,13+ 0,46 4,17+ 1,28 0,26003 0,00014
5MTP 2,52+ 0,51 1,89+ 0,41 2,57+0,26 0,81202 0,00023
5MSOP 0,71+0,19 0,42+ 0,09 0,72 +0,13  0,90284 0,00001
7MTH 0,30+ 0,04 0,28+ 0,04 0,38+ 0,03 0,00038 0,00000
7MSOH 0,14+ 0,03 0,21+0,34 0,14+ 0,03 0,90761 0,50007
8MTO 1,50+ 0,35 1,66+ 0,24 1,96+ 0,19 0,00227 0,00514
8MSOO0O 4,56+ 0,80 4,42+ 0,26 5,24+ 0,36 0,02443 0,00001
5MH 0,27+ 0,05 0,61+0,17 0,35+ 0,08 0,03392 0,00019
I3M 4,82+ 0,52 4,13+0,73 6,03+ 0,94 0,00734 0,00006
40HI3M 0,12+ 0,03 0,14+ 0,05 0,19+ 0,02 0,00001 0,00365

Tab. 4.29 Glucosinolatgehalt in den Samen ddicat4-2 Mutante nach mehrwéchiger Applikation von

Isoleucin  und Leucin. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Aminoséauredmglelter Mutante und
Kontrollpflanze signifikant unterschiedlich, wenn t-Test K0,01.

Abkirzungen: 30HP, 3-Hydroxypropylglucosinolat; 3BZ 3-Benzoyloxypropylglucosinolat; 40OHB, 4-
Hydroxybutylglucosinolat; 4MTB, 4-Methylthibutylgbwsinolat; 4BZO, 4-Benzoyloxybutylglucosinolat;

4AMSOB,  4-Methylsulfinylbutylglucosinolat; 5MTP,  5-<thylthiopentylglucosinolat; 5MSOP,  5-
Methylsulfinylpentylglucosinolat; 7TMTH, 7-Methyltbheptylglucosinolat; 7TMSOH, 7-
Methylsulfinylheptylglucosinolat; 8MTO, 8-Metylthartylglucosinolat; 8MSOO, 8-

Methylsulfinyloctylglucosinolat; 5MH, 5-Methylhepgglucosinolat; 13M, Indol-3-yImethylglucosinolat;
40HI3M, 4-Hydroxyindol-3-ylglucosinolat; Total, Gdosinolate gesamt; Total Met GS, von Methionin
abgeleitete Glucosinolate gesamt.
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Amgiuregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure bcat4-2 lle bcat4-2 Leu bcat4-2 Kontrolle t-Testlle  t-Test Leu
Total 17,03+ 2,36 11,00+ 0,86 15,92+ 2,68 0,38240 0,00002
Ala 0,79+ 0,21 0,31+ 0,05 0,55+ 0,15 0,01024 0,00012
Arg 2,27+ 0,73 0,88+ 0,19 1,52+ 0,65 0,03625 0,00690
Asn 2,07+ 0,27 1,10+ 0,22 1,50+ 0,30 0,00080 0,00301
Asp 1,03+0,12 0,86+ 0,20 1,00+ 0,15 0,62135 0,09248
GIn 0,19+0,11 0,15+ 0,05 0,15+ 0,08 0,34754 0,87162
Glu 4,67+ 0,66 3,10+ 0,32 3,83+ 0,39 0,00368 0,00019
Gly 0,67+0,21 0,26+ 0,15 0,63+ 0,17 0,65521 0,00004
His 0,37+0,19 0,14+ 0,09 0,64+ 0,25 0,02868 0,00001
lle 0,59+ 0,22 0,42+ 0,22 0,56+ 0,26 0,77839 0,22318
Leu 0,21+ 0,04 0,16+ 0,04 0,18+ 0,06 0,28831 0,24185
Met 0,04+ 0,02 0,03+ 0,04 0,06+ 0,02 0,04997 0,07691
Phe 0,31+ 0,02 0,21+ 0,02 0,24+ 0,02 0,00001 0,00109
Ser 0,88+ 0,18 0,58+ 0,10 0,83+ 0,21 0,56395 0,00314
SMM 2,43+ 1,02 2,19+ 0,28 3,22+ 0,77 0,06570 0,00133
Thr 0,35+ 0,04 0,18+ 0,03 0,23t 0,04 0,00002 0,01469
Trp 0,20+ 0,04 0,24+ 0,04 0,33+ 0,06 0,00029 0,00093
Tyr 0,16+ 0,03 0,09+ 0,01 0,15+ 0,03 0,47101 0,00002
Val 0,41+ 0,05 0,29+ 0,05 0,32+ 0,07 0,01301 0,25361

Tabelle 4.30 Aminoséuregehalt in den Samen décat4-2 Mutante nach mehrwdchiger Verabreichung der
Aminosauren lle und Leu. Der Aminosauregehalt ist zwischen Aminoséure-bebied Mutante und
Kontrollpflanze signifikant unterschiedlich, wenn t-Test R0,01.

Abkirzungen: Total, Aminosauren gesamt; SMM, S-Migtiethionin.

4.5 Etablierung und Charakterisierung von T-DNA-Insertionslinien fur die Mitglieder

der Aconitase-Genfamilie inA. thaliana

Aconitasen Kkatalysieren die Isomerisierungsreaktion der Citrat Uber das instabile
Intermediat cis-Aconitat zu Iso-Citrat umgesetztrdvi Diese Reaktion findet man im
mitochondrialen Citrat-Zyklus und im cytosolisch@tyoxylatzyklus. Im Citrat-Zyklus folgt

und Hdiefend
Dearboxylierung. Diese Abfolge und die Art der Reaben im Citrat-Zyklus sind identisch

nach einer Kondensation die Isomerisierung eine oxidative
mit den Reaktionen in der Leucin-Biosynthese und Kmttenverlangerungszyklus der
Glucosinolatbiosynthese. . coli existieren zwei Aconitasen, Aco A und Aco B [Foeét
al. 1990; Prodromou et al., 1992; Bradbury et 3996]. Diese Aconitasen sind an der

Isomerasereaktion im Citrat- und Glyoxylatzyklustdilegt. Die Isopropylmalat-lsomerase
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IPMI 5 in E.coli ist den Aconitasen sehr dhnlich und ist an dercireBiosynthese beteiligt
[Schnarrenberger et al., 2002].

In Arabidopsis sind die Aconitasen und Isopropylmalat Isomerdsstang wenig untersucht.
Die Auswertung der zur Verfiigung stehenden Expoessiaten
(http://lwww.arabidopsis.org/info/expression/ATGenEegs.jsp) und Daten zu subzellularen
Lokalisation (predotar) ergaben erste HinweisedférFunktion der einzelenen Mitglieder der
Aconitase-Familie inA. thaliana. Die Etablierung von T-DNA-Insertionsmutanten fdie
einzelnen Mitglieder der Aconitase-Familie und Met#-Analysen dieser Mutanten sollen
nun weitere Aufschlisse Uber dia vivo-Funktion ergeben. Hierbei liegt besonderes
Augenmerk auf den an der Leucinbiosynthese und deMethionin-

Kettenverlangerungszyklus beteiligten Isopropylmiamerasen.

4.5.1 Ubersicht Uiber die untersuchten Gene iA. thaliana

Die potentiellen Mitglieder der Aconitase-Famili@ iArabidopsis wurde durch eine
Datenbank-Recherche mit der Aminosduresequenz déteriellen Aconitase Aco A
identifiziert. Im Arabidopsis Proteom wurden drei Aconitasen, ACO1-3 gefundés,ddrch
die Gene At4935830, At2g05710 und At4g26970 codiedrden (Tab. 4.31). Diese
Aconitasen zeigen die groRte Ahnlichkeit zu dé&n coli-Protein. Zudem wurden vier
Isopropylmalat-lIsomerase-ahnliche  Proteine idem¢ift, die grol3e bzw. kleine
Untereinheiten dieses Proteins reprasentieren kanfitab. 4.31). Die gro3e Untereinheit der
Isopropylmalat-lsomerase (IPMI LSlarge subunit) zeigt eine sehr hohe Sequenzidentitat
zum N-terminalen Bereich der pflanzlichen Aconitased wird durch das Gen At4g13430
codiert. Die kleinen Untereinheiten (IPMI SSUZX8all subunit) hingegen weisen eine hohe
Sequenzidentitdt zum C-terminalen Bereich der pflahen Aconitasen auf und werden
durch die Gene At2g43090, At2g43100 und At3g5898fiart.

Der Vergleich von in silico Expressionsdaten der Gene
(http://lwww.arabidopsis.org/info/expression/ATGenEegs.jsp) ergab erste Hinweise fur die
Funktion der einzelnen Mitglieder. Alle Mitgliededer Aconitase-Familie sind diurnal
exprimiert, wie die beiden Enzyme, die am Kettelaregerungszyklus der
Glucosinolatbiosynthese beteiligt sind (Tab. 4.3Mehrere Gene, die Enzyme der
Glucosinolatbiosynthese codieren, zeigen bei Scobiweingel eine reduzierte Expression.
Die Co-Expression mit AtBCAT4 und MAM-1 voitPMI LU (At4g13430),IPMI SSU2
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(At2g43100) undIPMI SU3 (At3g58990) bei Schwefelmangel, deutet zudem ané e
Beteiligung dieser Isopropylmalat Isomerase an@lacosinolatbiosynthese hin.

Da die Beteiligung eines Gens an einem Stoffweehegglnicht nur von der Expression
abhangt, sondern ebenso von der subzellularen isakiah, wurde einén silico Recherche
fur alle Aconitaseproteine durchgefuhrt (Tab. 4.31¢mnach ist die Aconitase 1 im Cytosol
lokalisiert, wo der Glyoxylatweg stattfindet. Diecénitasen 2 und 3 waren aufgrund ihrer
potentiellen mitochondrialen Lokalisation Kandidatefir den Citrat-Zyklus. Die
Isopropylmalat Isomerasen sind laut Vorhersageen Blastiden lokalisiert, in denen die
Leucin-Biosynthese und die Methionin-Kettenverléogg der Glucosinolatbiosynthese
stattfindet. Die potentielle chloroplastidare Lokation fur die beiden Isopropylmalat
Isomerasen IPMI LSU und IPMI SSU2 weist ebenfallsf &ine Beteiligung dieser
Isopropylmalat Isomerasen an der Glucosinolatbithese hin.

Um die Vorhersage zu uberprifen wurde die Lokabsatvon IPMI SSU2 wurde
experimentell untersucht. Dazu wurde das gesamtserister dieser Isopropylmalat-
Isomerase (257 Aminosauren) mit dem N-Terminus @ess fur das grun-fluoreszierende
Protein (smGFPsoluble modified green fluorescent protein) fusioniert. Das Fusionsprotein
wurde sowohl transient in Tabak-Protoplasten, alshastabil in Arabidopsis-Pflanzen
exprimiert. Das IPMI SSU2:smGFP-Fusionsprotein tzeiy den Tabak- und in den
Arabidopsis-Protoplasten eine eindeutige chlordjplase Lokalisation (Abb.4.10). Dieses

Ergebnis stimmt mit dem silico Daten zu diesem Protein Uberein.

Expression ..
subzellulare

Name Gen diurnal  Schwetel- ) o alisation

Mangel

Aconitase 1 (ACO1) At49g35830 * Cytosol

Aconitase 2 (ACO2) At2g05710 * Mitochondrien

Aconitase 3 (ACO3) At4g26970 * Mitochondrien

Isopropylmalatisomerase * *

gr. UE (IPMI LSU) At4913430 Chloroplasten

Isopropylmalatisomerase *

K. UE (IPMI SSU1) At2g43090 Chloroplasten

Isopropylmalatisomerase * *

K. UE (IPMI SSU2) At2g43100 Chloroplasten

Isopropylmalatisomerase * *

K. UE (IPMI SSU3) At3g58990 Chloroplasten

Tabelle 4.31 Mitglieder der Aconitase-Familie inArabidopsis thaliana.
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A GFP+Chlorophyll GEP Chlorophyll B GFP+Chlorophyll GEP
Autofluoreszenz Autofluoreszenz Autofluoreszenz

GFP%

Abbildung 4.10 Lokalisation des IPMI SSU2:smGFP-Fu®nsproteins in Tabak-Protoplasten (A) und in

Arabidopsis Protoplasten (B). Die gesamte IPMI SSU2 cDNA wurde mit dem N-Termirfe§ -Ende) des
GFP-Leseraster fusioniert und sowohl fir die tramis Transformation ifNicotiana tabacum-Protoplasten, als
auch fir die stabile Transformation vArabidopsis Pflanzen eingesetzt. Es sind jeweils zwei Pro&ipla(oben
und unten) dargestellt. Die grine Farbung der Oplasten beruht auf der Lokalisation der IPMI SSt2
diesen Organellen.

4.5.2 Molekulargenetische Analyse verschiedener TNA-Insertionslinien

Um die Funktionen der Mitglieder der Aconitase-Hamin vivo zu untersuchen, wurde fir
jedes Gen mindestens eine T-DNA-Insertionsmutatatieliert. Der Insertionsort der T-DNA
wurde jeweils in einer PCR-AnalysePdymerase Chain Reaction = Polymerase-
Kettenreaktion) untersucht. Hierfir wurde ein Fraginmit einem genspezifischen Primer
und einem Oligonukleotid, das an die Border-Sequis1zT-DNA bindet, amplifiziert. Die
Amplifikation dieses PCR-Produkts ist somit nur ridly wenn die Insertion im
vorhergesagten Gen liegt. Die Nukleotid-Abfolge dB€R-Produkts wurde in einer
anschlieBenden Sequenzierung Uberpruft.

Fur die Aconitase 1 und 2 wurde jeweils eine T-DM&ertionsmutante (SALK 026148 und
SALK 014661) etabliert. In deacol-1 Mutante ist die T-DNA 96 Nukleotide vor dem
Transkriptionsstartpunkt im 5 -untranslatierten @ein dieses Gens lokalisiert. In d@o2-1
Mutante befindet sich die T-DNA-Insertion im Exon B RT-PCR-Analysen (Reverse
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Transcription PCR) wurde nachgewiesen, dass diertinoa die Bildung defACO1- bzw.
ACO2-Transkripts in der jeweiligen Mutante verhindé&s. handelt sich bei den Mutanten um
Knock-Out-Mutanten. Fir die Aconitase 3 wurden esagnt vier T-DNA-Mutanten etabliert
(Tab. 4.32). Der Insertionsort der T-DNA ist in deimzelnen Mutanten ist unterschiedlich.
Fur die Mutantenlinie SALK 031352 wurde mit HilferdRT-PCR nachgewiesen, dass es sich
um eine Knock-Out-Mutante handelt, da k&@O3-Transkript detektierbar ist.

Fur die kleine Untereinheit der Isopropylmalat-lssase IPMI SSU1 wurden zwei
Insertionslinien untersuchtpmi ssul-1 (SALK 115589) undpmi ssul-2 (SALK 111666)).
Es wurde jeweils nur Pflanzen gefunden, die ipas ssul-Allel heterozygot enthalten. Da
keine homozygote Mutanten identifiziert werden kemp wurden die Schoten der
heterozygoten Pflanzen ndher untersucht (Abb. 4Higybei wurde festgestellt, dass bei den
heterozygoten Pflanzen der Linie SALK 115589 diebBrazellen beim Ansatz einiger
Samen frih absterben und in der reifen Schote tkeshahr als 50 % weniger normale
Samen enthalten sind (Abb. 4.11 A, B und D). Bex &lanzen der Linie SALK 111666
scheint die Embryoletalitat zu einem spateren Zeikgp der Samenentwicklung einzusetzen
(Abb. 4.11 C). In diesen Pflanzen unterscheidein die Samen aus noch nicht reifen Schoten
in ihrem Erscheinungsbild. Einige Samen scheinexubrund vertrocknet zu sein. In der
reifen Schote wurden auch hier etwa 50 % weniganedagezahlt als in Schoten von
Wildtyp-Pflanzen (Abb. 4.11 D).

Far IPMI SSU2 und IPMI SSU3 wurde jeweils eine T®sertionsmutante etabliert (Tab.
4.32). Fur beide Mutanten wurde der Knock-Out ineeiRT-PCR-Analyse bzw. in einem
Northern Blot-Experiment bestatigt. Das jeweill§l SSU-Transkript ist nicht detektierbar.
Fur die grofRe Untereinheit der Isopropylmalat-lscase IPMI LSU wurden drei Mutanten
etabliert (Tab. 4.32). Bei allen Mutanten ist dieDINA im 5"-untranslatierten Bereich
inseriert. In der Mutantenlinie SALK 029510 wurdediner RT-PCR und in einem Northern
Blot-Experiment dasPMI LSU-Transkript nachgewiesen. Eine RT-PCR ergab dashgle
Ergebnis fir die Mutantenlinie SAIL 369G04. EinepEassion desPMI LSU-Gens wurde
hingegen nicht in der GABI Kat-Linie 452D03 detekti Bei der GABI Kat-Linie handelt es
sich, im Gegensatz zu den beiden anderen unteesudlmien, um eine Knock-Out-Linie.
Die beiden Insertionsmutanten SALK 029510 und SBE9G04 unterscheiden sich von der
GABI Kat Linie in der Lokalisation der T-DNA. In teterer liegt die Insertion nur 11 bp vor
dem Translationsstartcodon, wahrend in den beidéeeran Linien die Insertion 74 bzw. 70
bp vor dem ATG liegen (Tab. 4.32). Obwohl die Itieer im 5 -untranslatierten Bereich in
den Mutanten SALK 029510 und SAIL 369G04 die Akkuation von IPMI LSU-
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Transkripten nicht verhindert, ware es mdglich sdaise Insertion in einem Bereich liegt, der
regulatorische Elemente des Gens beinhaltet. Ummizrsuchen, ob sich die Insertion auf die
Gewebe- oder Entwicklungsspezifitat der ExpressiomIPMI LSU in den beiden Mutanten
auswirkt, wurde eine semi-quantitative RT-PCR-Asalydurchgefuhrt. Hierfir wurde
Gesamt-RNA aus unterschiedlichen Geweben der bétiganten SALK 029510 und SAIL
369G04 und einem Wildtyp isoliert, der aus demajlen Samenpool der Mutante SALK
029510 stammt. Die einzelnen Gesamt-RNA-Prapamtioaus den unterschiedlichen
Geweben wurden jeweils in eine cDNA-Synthese eigigésAnschlielend wurde die cDNA
als Ausgangsmaterial fur die Amplifikation deBMI LSU-spezifischen PCR-Produkts mit
den Oligonukleotiden At4g13430.GFP.H und At4g13&HP.R, die das gesamte Leseraster
von IPMI LU flankieren, eingesetzt. Als externer Standarddi@érrelative Quantifizierung
wurde in einer separaten Kontroll-PCR die kongtitutxprimierte 3-Tubulin2 mRNA
amplifiziert (3-tub2.H undp-tub2.R). Die Menge der amplifizierten PCR-Produtlaterde
nach einer Gelelektrophorese an einer Gel-Dokurtientanlage ausgewertet. Die
Quantifizierung mit Hilfe der Software ,BiolD" (Vsion 12.06; Vilber Lourmat) erfolgte
relativ zur Intensitdt dep-Tubulin2-PCR-Produkte. Die Ergebnisse der RT-PGRiyse
sind in der Abbildung 4.12 dargestellt. Die ExpressdesIPMI LSU-Gens ist in der SALK
Mutante in allen Geweben schwécher als in der QAltante. In drei Wochen alten
Rosettenblattern und in jungen Schoten der beidetaMen ist defPMI LSU-mRNA-Level
reduziert, wobei in der SALK 029510 Mutante die Reygion starker ist als in der SAIL
369G04 Mutante. In den Bluten der SALK-Mutantedst IPMI LSU-mRNA-Level um 23 %
reduziert, hingegen ist die Expression in den Blider SAIL-Mutante 30 % starker als im
Wildtyp. In den Knospen der SALK-Mutante wird IPMBU im gleichen Ausmald wie im
Wildtyp exprimiert, in den Knospen der SAIL-Mutaniengegen doppelt so stark. In der
Sprossachse der beiden Mutanten ist die ExpressinnlPMI LSU erhoht. Die Ergebnisse
der RT-PCR zeigen, dass der Insertionsort in deidebe Mutantenlinien zu einer
unterschiedlichen Expression dél LSU-Gens in den verschieden Geweben flhrt.
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T-DNA- I_\/Iethodg zZur
Name Gen Mutantenlinien Insertions- Knock- | Uberprifung
Out des
ort Knock-Outs
5-utr (96
ACO1 At4g3583(0 acol-1: SALK 026148 nt vor ja RT-PCR
ATG)
ACO2 At290571Q aco2-1: SALK 014661 Exon 5 ja RT-PCR
ACO3 At492697(0 aco3-1: SALK 009537 Intron 12 -
aco3-2: SALK 054196 Intron 6 -
aco3-3: SALK 031352 Intron 3 ja RT-PCR
aco3-4: SALK 037286 Intron 15 - -
5utr (74 Ezrﬁ]ceﬁ;
IPMI LSU | At4g13430 ipmi Isu-1: SALK 029510 nt vor nein Blot-
ATG)
Analyse
ipmi Isu-2: SAIL 369G04 SVQ)L;tL(T?g)”t nein | RT-PCR
ipmi Isu-3: GABI Kat 5-utr (11nt .
452003 vor A(TG) ja. | RT-PCR
IPMI SSU1| At2g43090| ipmi ssul-1: SALK 115589 im | embryo-
Leserastern letal
ipmi ssul-2: SALK 111666 im | embryo-
Leserastern letal
o im _ Northern
IPMI SSU2[ At2g43100| ipmi ssu2-1: SALK 548320 ja Blot-
Leseraster
Analyse
IPMI SSU3| At3g35890| ipmi ssu3-1: FLAG_149F10| am ATG ja RT-PCR

Tabelle 4.32 Uberblick tiber die T-DNA-Insertionsmuainten fiir die einzelnen Mitglieder der Aconitase-

Genfamilie.
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Abbildung 4.11 Schoten deripmi ssul Mutanten. Die Bilder A und B zeigen Schoten der Mutanteslini
SALK 115889, C zeigt die Schote der MutantenlinfL& 111666. D Die Schoten dépmi ssul-1 (Pflanze #4
und #5) undpmi ssul-2 (Pflanze #2 und #3) Mutanten enthalten wenigereSaats der Wildtyp (wt).
Abkurzung: sd, Standardabweichung.
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Abbildung 4.12 Ergebnisse der semi-quantitativen RIPCR-Versuche.Aus verschiedenen Pflanzengeweben
wurde Gesamt-RNA isoliert und die Transkriptmengd RMI LSU bestimmt.-Tubulin2 @-Tub2) diente als
externer Standard, d.h. diePMI LSU-Transkriptmenge wurde relativ zuf-Tubulin2-Transkriptmenge
angegeben. Im oberen Bereich der Abbildung sindPdiR-Produkte dargestellt. Die gemittelten Ergedmison
3-5 PCR-Analysen sind in einem Diagramm dargestélle Fehlerbalken zeigen die Abweichungen zum
kleinsten bzw. gré3ten Einzelwert an.

Abkirzungen: 3 Wo., 3 Wochen; Blatt, Rosettenbtatte
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4.5.3 Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren der etdierten T-DNA-Insertionslinien

Die beschriebenen Knock-Out-Mutanten fur die Mddkr der Aconitase-Familie wurden
nun in einer Metabolit-Analyse auf ihren Gehaltfegien Aminosauren und Glucosinolaten
untersucht. Die Herstellung der Aminosdure-Extraliel anschlieRende Bestimmung des
Aminosauregehalts erfolgte nach den unter Punki 3u6d 3.5.2 beschriebenen Methoden.
Die Aufreinigung und der quantitative Bestimmung G¢ucosinolate ist unter dem Punkt 3.6
beschrieben.

Die acol-1 Mutante zeigt im Aminosduregehalt und im Glucokitgehalt in
Rosettenblattern keine substantiellen Unterschrdden Werten des Wildtyps (Tab. 4.33).
In den Samen sind die Aminosauren Glutaminséaure 1dm% und Histidin um 90 %
signifikant reduziert. Im Glucosinolat-Spektrum @&amen ist das Glucosinolat 5SMSOP und
4MTB, das den Hauptanteil des GlucosinolatgehaitSamen bildet, signifikant erhoht.

In den Rosettenblattern deco2-1 Mutante sind die Aminosauren Methionin und Valin
schwach erhéht (Tab. 4.33). In den Samen ist dsa@eAminosauregehalt um 26 % erhdht,
dies resultiert Uberwiegend aus dem Anstieg an Walanin, Serin, Tryptophan und Valin.
Zudem ist in den Samen das Glucosinolat 4BZO u¥hoht.

In den Rosettenblattern deaco3-1 Mutanten ist die Konzentration an Threonin und
Asparaginsaure leicht reduziert, nur eine Mutargigtzeine Erh6hung an freiem Threonin
und Asparaginsaure (Tab. 4.34). Diese Mutante vassieinzige einen erhdhten Gehalt an
4AMTB auf wéahrend in den drei anderen Mutanten digSkicosinolat reduziert ist. In den
Samen wurden keine signifikanten oder substantiefderungen in den untersuchten
Metaboliten festgestellt.

Die Aminosaure-Spektren in den Blattern und in 8amen derpmi ssu2-1 undipmi ssu3-1
Mutante weisen einige signifikante Veranderungeh(aab. 4.35). In den Rosettenblattern
der ipmi ssu2-1 Mutante sind die Gehalte der Aminosaduren Aspasdgire und
Glutaminsaure reduziert. Die Gehalte an Alanin,t&hin, Histidin, Serin und Threonin sind
erhoht. In den Samen dgmi ssu2-1 Mutante ist der Aminosduregesamtgehalt um 13 %
erhoht. Diese Erhohung resultiert aus dem Anstiegn VAlanin, Asparaginsaure,
Glutaminsaure, Isoleucin, Serin, Threonin und Vahndieser Mutante. Diepmi ssu3-1
Mutante weist in den Blattern eine signifikante &@rbing an Glutaminsaure und Glycin auf.
In den Samen dieser Mutante sind Asparaginsawileulsin, Leucin und Serin im Vergleich
zum Wildtyp starker angereichert. In den Blatteenigmi ssu3-1 Mutante ist 7MSOH, in der
ipmi ssu2-1 Mutante ist 7MSOH und 8MSOO erhoht. In den Samesed Mutanten ist der
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Gehalt an Methionin-abgeleiteten Glucosinolatenejsmum 32 % erhoht. In depmi ssu3-1
Mutante ist diese verstarkte Akkumulation auf densteg aller gangigen Methionin-
abgeleiteten Glucosinolat zuriickzufthren. Inigeni ssu2-1 Mutante wird die Zunahme des
Gesamt-Glucosinolatgehalts in den Samen haupts&ctilirch die Erhéhung des Gehalts an
3MTP bewirkt.

Fur dasIPMI LSU-Gen existieren drei unabhangigen T-DNA-Insertiontamten. Bislang
wurde nur von den SALK- und SAIL-Mutanten Rosettétter und Samen in ausreichender
Menge analysiert. Im Falle der GABI Kat-Mutante deir der Glucosinolatgehalt im
Blattmaterial in ausreichender Menge untersuchtGlacosinolatgehalt in den Samen wurde
bisher nur in einer Pflanze untersucht.

Homozygote Pflanzen der Linien SALK 029510 und SAB69G04 weisen in den
Rosettenblattern und in den Samen kaum substantiédranderungen im Aminoséaure-
Spektrum auf (Tab. 4.36). Beide Mutanten enthaltetien Rosettenblattern mehr Methionin
als der Wildtyp. In den Rosettenblattenomi Isu-3 Mutante ist der Gehalt an Arginin,
Asparagin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Histibdysin, Methionin, SMM, Threonin und
Valin erhéht (Tab. 4.36).

Dagegen gibt es deutlich zueinander ahnliche Vendmdjen im Glucosinolatgehalt in den
Rosettenblattern der beiden Mutanten als auch migha |su-3 Mutante. Der Gehalt an
3MSOP ist erhoht, hingegen sind die um mindestens ®lethylengruppe verlangerten
Glucosinolate 4MSOB, 5MSOP, 7MSOH und 8MSOO reduzim den Samen der drei
Mutanten ergibt sich ein &hnliches Glucosinolati®pen. Die C3-Glucosinolate sind etwa 8-
fach erhoht, die C4- bis C8-Glucosinolate sind liguteduziert.
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Metabolit Gen Mutante Gen Mutante
ACO1 ACO2
acol-1: SALK 026148 aco2-1: SALK 014461
At4g35830 At2g05710

AA im i Met: + 12 %

Blatt Val: +11 %
Total AA: + 26%

. )
AA in Glu: - 14 % ggre: ‘;30 0//‘(’)
His: - 90 % )

Samen IS (0} Trp: +40 %
Val: +50 %

GS im ] ]

Blatt

GSin 5MSOP:+ 54 % . 0

Samen AMTB: + 28 % 4BZO:+ 18 %

Tabelle 4.33 Metabolit-Daten der ACO1- (SALK 026148 und ACO2 (SALK 014461)-Knock-Out-
Mutante. Es sind jeweils die Aminoséuren bzw. Glucosinolatégefiihrt, die im Vergleich zum Wildtyp
signifikant verandert sind. Die vollstdndigen Spektsind im Anhang unter den Punkten 8.1.2 und38zi.
finden. Der Gehalt an Aminoséauren und Glucosinolatarde in 3 Wochen alten Rosettenblattern undaiméh
bestimmt.

Abkurzungen: AA, Aminosauren; Total AA, Gesamt-Awdéduregehalt; GS, Glucosinolate; 4BZO 4-
Methylbenzoyloxybutylglucosinolat; 4MTB, 4-Methyltbutylglucosinolat; 5MSOP, 5-
Methylsulfinylpentylglucosinolat.

Metabolit Gen Mutantenlinien
ACO3 aco3-1: aco3-2: aco3-3: aco3-4:
At4g26970| SALK 009537| SALK 054196| SALK 031352| SALK 037286
AA im Thr: - 25 % Thr: - 8 % Thr: + 12 % Thr: -11 %
Blatt Asp:-25% |Asp:-11% |Asp:+24% |Asp:-8%
AA in
- Thr: + 30 % - -
Samen
GSim
4AMTB: - 45 % |4MTB: - 38 % |4MTB: + 60 %|4MTB: - 46 %
Blatt
GSin
Samen

Tabelle 4.34 Metabolit-Daten der ACO3-Knock-Out-Mutanten. Der Gehalt an Aminosauren und
Glucosinolaten wurde in 3 Wochen alten Rosettetébt@itund in Samen bestimmt. Es sind jeweils die
Aminosauren bzw. Glucosinolate aufgefiihrt, die irargleich zum Wildtyp signifikant verandert sind.eDi
vollstandigen Spektren sind im Anhang unter derkEam8.1.4 bis 8.1.7 zu finden.

Abkurzungen: AA, Aminoséauren; GS, Glucosinolate; #B/ 4-Methylthiobutylglucosinolat.
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Metabolit Gen Mutante Gen Mutante
IPMI SSU2 ipmi ssu2-1: IPMI SSU3 ipmi ssu3-1:
At2g43100f SALK 548320 At3g35890 FLAG 149F10

Ala: +31 %

Asp: -7 %

4+ 210

AA im g:z i 223}0//5 Glu: + 18 %
Blatt His: + 1,3-fach Gly: + 89 %

Ser:-+9 %

Thr:+ 15 %

Total AA: + 13 %

Ala: +16 %

Asp:+ 15 % Asp: + 41 %

AA in Glu: +16 % lle: +21%

Samen lle: +13 % Leu:+ 25 %

Ser: +13 % Ser: +36 %
Thr: +18 %
Val: +17 %

GSim 7MSOH: + 48 % 7MSOH:+ 33 %

Blatt 8MSOO:+ 62 %

Total GS /Total Met Total GS /Total Met GS:

GSin GS:+32 % +32%

Samen alle Standard-Met-

GS erhoht 3AMTP:+42 %

Tabelle 4.35 Metabolit-Daten der IPMI SSU2 (SALK 08320)- und IPMI SSU3 (Flag_149F10)-Knock-
Out-Mutante. Der Gehalt an Aminosauren und Glucosinolaten windeWochen alten Rosettenblattern und in
Samen bestimmt. Es sind jeweils die Aminoséuren. b@lcosinolate aufgefihrt, die im Vergleich zum
Wildtyp signifikant verandert sindDie vollstdndigen Spektren sind im Anhang unter &emkten 8.1.8 und
8.1.9 zu finden.

Abkurzungen: AA, Aminosauren; Total AA, Aminosdurgesamt; GS, Glucosinolate; Total GS, Gesamt-
Glucosinolatgehalt; Total Met GS, Methionin-abgeld  Glucosinolate gesamt; 3MTP,  3-
Methylthiopropylglucosinolat; 7TMSOH, 7-Methylsulfitheptylglucosinolat; 8MSOO, 8-
Methylsulfinyloctylglucosinolat.
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Metabolit Gen Mutantenlinien
IPMI LSU ipmi lsu-1: ipmi lsu-2: ipmi lsu-3:
At4g13430f SALK 029510 SAIL 369G04 GABI Kat 452D03
Arg: + 18 %
Asn: + 26 %
Ala: - 10 %
Asp: +21 %
Asp: + 13 %
Glu: + 22 %
Glu: +9 % _
His: + 80 %
_ Gly:-35%
AA im Met: + 50 % Lys: + 2,7-fach
Met: + 1,2-fach
Blatt Ser:+10% Met: + 2,2-fach
Ser:+11%
SMM: 0,26 nmol/mg
SMM: 0,19 _ _
_ (im wt nicht
nmol/mg (im wt .
_ ) detektierbar)
nicht detektierbar)
Thr: + 13 %
Val: + 51 %
AAIn Asp: - 29 %
Arg: + 68 % n.b.
Samen Met: - 50 %
3MSOP:+ 6,6-fach | 3MSOP:+ 4,4-fach | 3MSOP:+ 9,1-fach
GS 4MSOB: - 52 % 4MSOB: - 40 % 4MSOB: - 69 %
im
Blatt 5MSOP: - 76 % AMTB: -74%
a
TMSOH: - 75 % 7TMSOH: - 23 % 7TMSOH: - 96 %
8MSOO: - 98 % 8MSOO: - 87 % 8MSOO: - 100 %
C3:+ 8,5-fach C3:+ 8,2-fach C3:+ 8,3-fach
S| C4:-34% C4:+22% C4:+56 %
in
C5:-36% C5:-31% C5: - 100 %
Samen
C7:-81% C7:-61% C7:-93%
C8:-98 % C8:-93% C8:-99%

Tabelle 4.36 Metabolit-Daten der IPMI LSU-Insertionsmutanten. Der Gehalt an Aminosduren und
Glucosinolaten wurde in

3 Wochen alten Rosettenblattern und in Samen bestiles sind jeweils die Aminosauren bzw. Glucosit®l
aufgefuhrt, die im Vergleich zum Wildtyp signifikaiverdndert sind. Die vollstandigen Spektren simd i
Anhang unter den Punkten 8.1.10 bis 8.1.12 zu finde

Abkurzungen:  AA, Aminosduren; GS, Glucosinolate; b.n. nicht bestimmt; 3MSOP, 3-
Methylsulfinylpropylglucosinolat; 4MSOB, 4-Methyldimylbutylglucosinolat; 5MSOP, 5-
Methylsulfinylpentylglucosinolat; 7TMSOH, 7-Methylémylheptylglucosinolat; 8MSOO0, 8-

Methylsulfinyloctylglucosinolat.
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5. Diskussion

Die Untersuchung der an der Methionin-Kettenveréingg beteiligten Enzyme zeigte, dass
diese Proteine in Genfamilien codiert sind. Diesenfamilien scheinen Mitglieder zu
enthalten, die sowohl am Primar- und/oder Sekunofnsechsel beteiligt sind, wobei es
individuelle Unterschiede gibt [Kroymann et al.,020 Textor et al., 2004; Schuster et al.,
2006; Binder et al., 2007; Textor et al., 2007].

Die an der Kondensationsreaktion im Kettenverlamggszyklus beteiligten
Methylthioalkylmalat-Synthasen (MAM1 und MAMB3) sinlllitglieder der Isopropylmalat
Synthase-Familie. Diese Genfamilie umfasst zweitevei Mitglieder, die Isopropylmalat
Synthasen IPMS1 und IPMS2, die sehr wahrscheinliabsschliellich in der
Leucinbiosynthese aktiv sind. Alle Vertreter despgsopylmalat Synthase-Familie sind somit
einzig in den Primé&r- oder in den Sekundarstoffiwetimvolviert.

Die Untersuchungen zu den Genfamilien der BrandcDlegin Aminotransferasen und
Aconitasen inArabidopsis thaliana zeigten jedoch, dass die Vertreter dieser Famitieht
ausschlieBlich dem Primar- oder dem Sekundarstoffaed zugeordnet werden kdnnen.
Vielmehr ergaben die Mutanten-Analysen zu AtBCAT®l 44 und IPMI LSU, IPMI SSU2
und -3, dass diese Proteine sowohl an der Methidattenverlangerung, als auch an der

Biosynthese verschiedener verzweigtkettiger Amincsé beteiligt sind.

5.1 AtBCAT4 ist hauptverantwortlich fur die initial e Reaktion in der Methionin-

Kettenverlangerung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde fur AtBCAT4 eine Bétging an der
Glucosinolatbiosynthese angenommen, wobei die gerunktion von AtBCAT4 in der
Methionin-Kettenverlangerung nicht bekannt war.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten vitro-Enzymaktivitatstests zeigten, dass AtBCAT4 vor
allem Substrate aus der Methionin-Kettenverlanggrumsetzt (Abb. 4.2 und 4.3). Neben
Methionin, dem Ausgangssubstrat des Kettenverlamggszyklus der
Glucosinolatbiosynthese, wird Homomethionin, ein iterer Metabolit dieses
Stoffwechselwegs, umgesetzt. Dieses um eine Metgylppe verlangerte Methionin-Derivat
entsteht nach einmaligem Durchlaufen des Ketteamgdrungszyklus und einer
anschlielenden Transaminierung. AtBCAT4 zeigt udé&r getesteten Substraten die héchste

Affinitdt zu Methionin, was durch den niederep-M/ert von 0,93 mM angezeigt wird (Abb.
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4.3 A). Die hohe Affinitat zu Methionin weist dafain, dass AtBCAT4 die initiale Reaktion
der Methionin-Kettenverlangerung katalysiert.

Die Resultate aus den Deaminierungstests werderthdutie Ergebnisse aus den
vorangegangenen Untersuchungen zur Aminierungsiittivinterstiitzt. Auch in diesen
Experimenten setzt AtBCAT4 mehrere Metabolite aeis Kettenverlangerungsweg um. So
werden Ketomethylthiobutyrat (MTOB) und Ketomethydipentanoat (MTOP), das durch
einmaliges Durchlaufen des Zyklus entsteht, zurejbgen Aminosaure umgesetzt. Zu
MTOP zeigt AtBCAT4 eine geringere Affinitat. Die§ggebnisse deuten an, dass AtBCAT4
nicht nur am initialen Schritt, sondern auch an @nsaminierung von MTOP am Ende des
Kettenverlangerungszyklus beteiligt sein kdnnte.

Die Metabolit-Analysen zweier unabhangiger AtBCAKAeck-Out-Mutanten sprechen fir
eine Funktion von AtBCAT4 an der initialen Transamrungsreaktion. Der Funktionsverlust
von AtBCAT4 fihrt in den Mutanten zu einer Reduktides Gesamtgehalts an Methionin-
abgeleiteten Glucosinolaten um 50 %. Die starkeuRtah fast aller Methionin-abgeleiteten
Glucosinolate deutet daraufhin, dass AtBCAT4 dietiale Transaminierung in der
Methionin-Kettenverlangerung katalysiert. Durch den Ausfall dieser
Transaminierungsreaktion wird Methionin nicht malsreichend zu Ketomethylthiobutyrat
(MTOB) deaminiert und der Grundbaustein fur alleiteren Glucosinolate wird limitiert.
Zudem ist in derbcat4-1 undbcat4-2 Mutanten eine verstarkte Anreicherung von Methioni
und dessen Transportform S-Methylmethionin (SMM)beobachten [Schuster et al., 2006].
Ein so deutlicher Anstieg im Methioningehalt benktionsverlust des AtBCAT4-Proteins ist
nur dann zu erwarten, wenn Methionin das direktes8at von AtBCAT4 darstellt. Hinweise
fur eine Beteiligung von AtBCAT4 an weiteren Tramsaierungsreaktionen am Ende der
Methionin-Kettenverlangerung liefert bislang nur ediin vitro-Aminierung von
Ketomethylthiopentanoat (MTOP). Aufgrund des Fumks&verlusts von AtBCAT4 wirde
man erwarten, dass MTOP nicht zu Homomethionin weigé wird. Folglich ist in dehcat4
Mutanten eine Uberdurchschnittliche Reduktion de3-Glucosinolate, die aus diesem
Methionin-Derivat gebildet werden, zu erwarten. ©mwurde jedoch nicht beobachtet. In
diesem Fall unterstitzt das Glucosinolat-Spektruamtndie in vitro-Aktivitdtsmessungen.
Daher bleibt die Beteiligung dieser Aminotransferam weiteren Transaminierungen im
Kettenverlangerungsweg fraglich.

Die hohe Affinitat von AtBCAT4 zu Methionin und MTEIin vitro und die starke Reduktion
fast aller Methionin-abgeleiteter Glucosinolate den AtBCAT4-Knock-Out-Mutanten

sprechen eindeutig daftr, dass AtBCAT4 die initidleansaminierung im Methionin-
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Kettenverlangerungsweg katalysiert. Uber eine Fanktlieser Aminotransferase an weiteren

Transaminierungsschritten sind anhand der Ergebkisisie Schlisse mdglich.

5.2 Kompartimentierung der Methionin-Kettenverlangerung in A. thaliana

Die Biosynthese Methionin-abgeleiteter Glucosimlast auf mehrere Kompartimente
aufgeteilt. Bisher wurde angenommen, dass der e@bschnitt, die Methionin-
Kettenverlangerung ausschlie3lich in den Plastid&itfindet und die hierbei gebildeten
Methionin-Derivate abschlieiend am EndoplasmatisdReticulum/Cytosol-Interface weiter
zu Glucosinolaten umgesetzt werden [Mikkelsen .e2802; Grubb and Abel, 2006].

Die Ergebnisse aus einer subzellularen Lokalisattudie mit einem AtBCAT4:GFP-
Fusionsprotein, sowie das in dieser Arbeit gezeig#fraktionierungsexperiment zeigen,
dass AtBCAT4 im Cytosol lokalisiert ist (Abb. 4.4Knill, 2005; Schuster et al., 2006].
Zudem spricht fur eine cytosolische Lokalisatioassl das AtBCAT4-Protein im Gegensatz
zu den mitochondrial oder plastidar lokalisiertenitgiledern der Branched-Chain
Aminotransferase-Familie am N-Terminus kein Sigeptp besitzt, das fir den Transport in
das jeweilige Organell nétig ist. Auch weist daBBAT4-Protein weder im N-terminalen
noch im C-terminalen Bereich ein peroxisomales lislkeaungssignal auf. Eine zusétzliche
subzellulare Lokalisation von AtBCAT4 in den Pesmnen ist somit ebenfalls mit sehr
grofRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. AufguderdLokalisation von AtBCAT4 findet
die initiale Transaminierung in der Methionin-Ketterlangerung im Cytosol statt.

Nach wie vor sprechen die Untersuchungen zu demybioalkylmalat-Synthasen (MAM1
und MAM3) fur eine plastidare Lokalisation der vatiesen Enzymen katalysierten
Reaktionen. So werden in Extrakten angereichetéestigarer Proteine als uca sativa eine
MAM-Aktivitat nachgewiesen, wéahrend in Gesamt-Pidisaten diese Aktivitat nicht
detektiert wurde [Falk et al., 2004]. MAM3 wurde dam in einem in Situ-
Hybridisierungsexperiment mit einem MAM3-spezifischAntikorper in den Chloroplasten
von Arabidopsis thaliana detektiert [Textor et al.,, 2007]. Somit scheinte di
Kondensationsreaktion im  Methionin-Kettenverlanggseyklus in  den Plastiden
stattzufinden.

Der nachste Schritt im Methionin-Kettenverlangesaylus ist eine
Isomerisierungsreaktion, die vermutlich von derptspylmalat Isomerasen IPMI LSU, IPMI
SSU2 und IPMI SSU3 katalysiert wird. Die experingtlen Untersuchungen und dresilico

Daten zu diesen Genen weisen daraufhin, dass Remition ebenfalls in den Chloroplasten
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ablauft (Tab. 4.31 und Abb. 4.10). Somit erfolgenindestens zwei von drei
Reaktionsschritten des Methionin-Kettenverlangesagilus in den Chloroplasten. Die nach
einmaligem oder mehrfachem Durchlaufen des Verlamggszyklus entstehende Ketosaure
wird in einer Transaminierungsreaktion, die entwddeden Plastiden oder aber im Cytosol
stattfindet, zum entsprechenden Methionin-Derivahingert. Ein Kandidat fir die
Transaminierung in den Plastiden ist AtBCAT3, daspkastidare Lokalisation in friiheren
Untersuchungen nachgewiesen wurde [Diebold et 2002]. AtBCAT3 scheint die
Umsetzung von MTOP und MTOHX zu den entsprechentthionin-Derivaten zu
katalysieren. Diese Annahme wird durch die Ergedmnesus dem vitro Enzymtests und aus
denin vivo Metabolit-Analysen debcat3-1 Mutante unterstitzt [Schuster et al., 2006] (Tab.
4.8 und 4.9). Da die Affinitat von AtBCAT3n vitro zu Ketosauren mit steigender
Kettenlange abnimmt, werden jedoch vermutlich diegerkettigen Substrate von einer
anderen Aminotransferase, madglicherweise einem evegit plastidaren Mitglied der
Branched-Chain Aminotransferase-Familie umgeséfotstellbar ist aber auch, dass die
Transaminierung des verlangerten MTOB nach einemoBExim Cytosol erfolgt. Fir eine
maogliche oder teilweise Transaminierung der Ketos@uim Cytosol sprechen zudem
Futterungsversuche mit fR-markiertem Methionin. Hierbei wurde gefunden, slas
Methionin als Aminogruppendonor dient und die Angngpe zur Verlangerung der
Ketosaure verwendet wird [Graser et al., 2000]. Gadei beobachtete hohe Retention der
Aminogruppe deutet an, dass beide Transaminieraagonen in einem Kompartiment
stattfinden. Da esn vivo keine Hinweise fur die Beteiligung von AtBCAT4 ahesen
Transaminierungsschritten gibt, scheint eine weiteytosolische Aminotransferase diese
Funktion zu Gbernehmen.

Diese Untersuchungen zeigen, dass die MethioniteKe¢rlangerung in unterschiedlichen
Kompartimententen stattfindet. Wahrend die initidl@ansaminierungsreaktion im Cytosol
erfolgt, lauft der Kettenverlangerungszyklus in dBfastiden ab. Ein Kandidat fur die
Transaminierung von MTOP und MTOHX am Ende der Metim-Verlangerung ist das
plastidare AtBCAT3. Auf die Funktion dieser Aminatisferase in der Methionin-
Kettenverlangerung wird unter 5.4 ndher eingegan§emit erfolgt dieser Schritt vermutlich
ebenfalls separiert von der initialen Transamimegareaktion in den Plastiden. Da die
Affinitat von AtBCAT3 gegenuber langerkettiger Striage geringer ist, ware es zudem

denkbar, dass eine weitere Aminotransferase aprditsaktion beteiligt ist.
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5.3 AtBCAT3 katalysiert sehr wahrscheinlich die Bidung von Methionin-Derivaten aus

verlangerten Ketosauren in der Methionin-Ketenverlangerung

In silico Recherchen zur Genexpression zeigten, dass AtBCa#J ®inziges Mitglied der
Genfamilie mit AtBCAT4 und MAM1 co-exprimiert ist
(http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGepEess.jsp). Dies  deutete  bereits
daraufhin, dass ein weiteres Mitglied der BrancBbain Aminotransferase-Familie an der
Biosynthese Methionin-abgeleiteter Glucosinolateteitigt ist. Diese Funktion der
Aminotransferase wird zudem durch ernst@itro-Aminierungsexperimente gestttzt, in denen
AtBCAT3 ebenfalls Substrate aus dem Kettenverlanggszyklus der
Glucosinolatbiosynthese umsetzt [Knill, 2005; Keetlal., 2008].

Das Glucosinolat-Spektrum der in dieser Arbeit akterisierterbcat3-1 Mutante lieferte nun
eindeutige Hinweise, an welchen Transaminierunggsisreen AtBCAT3 in der Methionin-
Kettenverlangerung beteiligt ist. AtBCAT3 scheintedum eine oder um zwei
Methylengruppen verlangerte Ketosaure, Ketometlggéntanoat (MTOP) und
Ketomethylthiohexanoat (MTOHX) zum jeweiligen Maihin-Derivat zu reaminieren, so
dass diese Substrate beim Ausfall von AtBCATS3 intt&everlangerungszyklus verbleiben
und weiter verlangert werden. Dafir spricht, dassGlucosinolate, die sich von dem um drei
(5MSOP, 5MTP) bzw. um finf (7MSOP) Methylengruppeerlangerten Methionin-
Derivaten ableiten, sowohl in den Samen als audemBlattern der Mutante deutlich starker
angehauft werden (Tab. 4.8 und 4.9). Die kurzkettigGlucosinolate, die sich von
Homomethionin (3MSOP) und dem um zwei Methylengearpprerlangerten Methionin-
Derivat (40HB, 4BZO) ableiten, sind hingegen in dfrtante leicht reduziert (Tab. 4.8 und
4.9). Diese reduzierten Glucosinolat-Spezies weme den Methionin-Derivaten gebildet,
die in der Transaminierung der verlangerten Ketas&auMTOP und MTOHX in der
Methionin-Kettenverlangerung entstehen. Diegervivo beobachtete Effekt bestatigt die
Ergebnisse aus dem vitro-Substrattests, in denen AtBCAT3 diese Ketosaummsetzte
[Knill, 2005; Knill et al., 2008]. Hierbei scheiulie Affinitat von AtBCAT3 zum Substrat mit
zunehmender Kettenlange der Ketosaure abzunehmeeiterd/ Aminotransferasen,
maoglicherweise aus der Familie der Branched-Chamnhtransferasen kénnten ebenfalls

diese Reaminierung langerer Ketosauren in der MethiKettenverlangerung tibernehmen.
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5.4 Der Ausfall von AtBCAT4 scheint teilweise durchAtBCAT3 kompensiert zu werden

In den beiden unabhangigen AtBCAT4-Knock-Out-Mugamtocat4-1 und bcat4-2 ist der
Gesamtgehalt an Methionin-abgeleiteten Glucosiealatm 50 % reduziert, wahrend in der
bcat3-1/bcat4-2 Mutante der Gehalt dieser Glucosinolat-Spezieteim Rosettenblattern 44 %
und in den Samen 28 % verglichen mit dem Wildtyprdgg [Knill et al., 2008] (Tab. 4.12
und 4.13). In debcat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante fuhrt also der zusatzliche Funldigrlust
von AtBCAT3 zu einer weiteren Abnahme im Gehalt Menin-abgeleiteter Glucosinolate.
In der Doppel-Mutante wird offensichtlich noch wegei Methionin zu MTOB deaminiert,
das den Grundbaustein der Methionin-abgeleitetarc@sinolate darstellt. Folglich werden
weniger dieser Sekundarmetabolite synthetisiegs®wverstarkte Reduktion deutet daraufhin,
dass AtBCAT3 auch an der initialen Transaminieruog Methionin beteiligt ist. Dies erklart
vermutlich auch, warum in den AtBCAT4-Knock-Out-Maten Methionin-abgeleitete
Glucosinolate gebildet werden konnen. Das plastid&tBCAT3 scheint somit den
Funktionsverlust des cytosolischen AtBCAT4-Proteiims einem gewissen Ausmafl zu
kompensieren. Da neben der Methioninbiosynthese Ggtosol, noch ein weiterer
Syntheseweg in den Chloroplasten existiert, kans glastidar lokalisierte AtBCAT3 in
einem gewissen Ausmaf3 MTOB fur die Methionin-Ketemténgerung zur Verfiigung stellen
[Wallsgrove et al., 1983; Ravanel et al.,, 1998; ddest al., 2004]. Umgekehrt zeigt die
Metabolit-Analyse derbcat3-1 Mutante jedoch keine Reduktion des Gesamtgehalts a
Methionin-abgeleiteten Glucosinolaten (Tab. 4.7 .9).4Die cytosolische Transaminierung
von Methionin scheint somit die wichtigste Queller Bereitstellung von MTOB flur die
Biosynthese Methionin-abgeleiteter Glucosinolateein.

Zudem scheint es weitere Mdglichkeiten zu geben, Alesfall in der Transaminierung von
Methionin zu kompensieren, da in dmat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante weiterhin Methionin-
abgeleitete Glucosinolate gebildet werden. Die Saamnierung von Methionin zu MTOB
konnte beispielsweise von einer anderen Aminoteaasé katalysiert werden, oder aber
MTOB oder die kettenverlangerten Methionin-Derivateverden aus anderen
Stoffwechselwegen rekrutiert. So entsteht MTOB inethonin-Recycling-Pfad, Yang-
Zyklus, in dem Methionin Uber 5-Methylthioadenos{MTA), ein Nebenprodukt der
Ethylen-Synthese, zu MTOB umgesetzt wird. Im letzBehritt dieses Stoffwechselwegs wird
normalerweise MTOB zu Methionin transaminiert. [@ie§ransaminierung bleibt jedoch
vermutlich in dembcat3-1/bcat4-2 Mutante aus, da die Konzentration des Produkthidein
sehr viel hoher ist als die des Edukts MTOB. Diedd3$OB kann dann fur die
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Glucosinolatbiosynthese verwendet werden, so destz tAusfall von AtBCAT4 und
AtBCATS3 Methionin-abgeleitete Glucosinolate gebtledeerden kdnnen. Um zu untersuchen,
ob das MTOB aus dem Yang-Zyklus stammt, ware asvelheinebcat4 Mutante mit einer
Mutante zu kreuzen, in der der Yang-Zyklus nichtkfioniert. Werden in dieser Doppel-
Mutante keine Methionin-abgeleiteten Glucosinolatehr synthetisiert, scheint fur die
Biosynthese dieser Glucosinolate in decat4 Mutanten MTOB aus dem Yang-Zyklus

verwendet zu werden.

5.5 Die Biosynthese von Valin wird sehr wahrscheirdh durch AtBCAT3 unterstitzt

AtBCAT3 scheint neben der Funktion im Kettenverknongszyklus, auch an der
Biosynthese verzweigtkettiger Aminosauren beteiigtsein. Der reduzierte Valingehalt in
der bcat3-1 Mutante weist deutlich daraufhin, dass AtBCAT3 die Biosynthese
verzweigtkettiger Aminosauren involviert ist (Tab7). Wenn man die Biosynthesewege der
verzweigtkettigen Aminosauren betrachtet, so winda bei einer unmittelbaren Beteiligung
an der Valinbiosynthese in der Mutante eine Zunalamé.eucin erwarten. Ketosauren aus
der nicht vollendeten Valinbiosynthese wirden zisht flur die Leucinbiosynthese zur
Verfugung stehen. In der Mutante wurde jedoch ketihdhter Leucingehalt detektiert,
sondern Leucin-abgeleitete Glucosinolate gefunden,m Wildtyp nicht detektierbar sind.
Diese Beobachtung legt nahe, dass in der AtBCAT8eKrOut-Mutante vermutlich
insgesamt mehr Leucin gebildet wird, dieses jedneH eucin-abgeleiteten Glucosinolaten
umgesetzt wird, um die Homoostasis der verzweigtest Aminoséuren zu erhalten bzw.
wiederherzustellen. Dass dies zutrifft, zeigen adiehErgebnisse der Fiutterungsexperimente,
in denen nach mittel- und langfristiger Verabreipron Leucin im Wildtyp-Pflanzen und in
derbcat3-1 Mutante Leucin-abgeleitete Glucosinolate detektiert werden

Die Ergebnisse aus einem Substratvergleichstest rekibmbinantem AtBCAT3-Protein
bestatigen zudem, dass AtBCAT3 ebenfalls die Ket@sd der verzweigtkettigen
Aminosauren umsetzt [Knill, 2005; Knill et al., Z&JO Die dabei gemessenen Aktivitaten
zeigen, dass AtBCAT3 eine hohere Affinitat zu dembd$raten der Biosynthese
verzweigtkettiger Aminosauren aufweist als zu des®aten der Glucosinolatbiosynthese.
Hierbei ist interessant, dass AtBCAT3 eine geriagéffinitdt zu Ketoisovalerat (KIV)
aufweist als die Isopropylmalat Synthasen IPMS1 uRMS2. Diese katalysieren die
Kondensation von KIV in der Leucinbiosynthese umahkurrieren somit mit AtBCAT3 um
KIV. Aufgrund der hoheren Affinitdt von IPMS1 un®MS2 zu KIV ist gewdahrleistet, dass
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KIV ebenfalls in die Leucinbiosynthese eingeht,[K0,3 und 0,28 mM; de Kraker et al.,
2007].

Zusammengefasst scheint AtBCAT3 neben der Beteijguan der sekundaren
Glucosinolatbiosynthese,  sehr  wahrscheinlich  eineunkBon  im  primaren
Aminosauremetabolismus zu haben, wie die Ergebissalenn vitro-Substrattests und der
Metabolit-Analyse debcat3-1 Mutante zeigen.

5.6 Funktionelle Bedeutung der Leucin-abgeleitete@lucosinolate inArabidopsis

thaliana

Wie bereits im vorherigen Abschnitt angedacht, warddie Leucin-abgeleiteten
Glucosinolate moglicherweise gebildet, um einen retieuss an Leucin zu verhindern. Um
diese Annahme nadher zu untersuchen, wurde in bitieexperimenten verzweigtkettige
Aminosauren mit dem GielRwasser verabreicht. Diegeeimente zeigen, dass bei mittel-
und langfristiger Gabe von Leucin Leucin-abgeleit&lucosinolate gebildet werden (Tab.
4.19 und 4.20)So findet man die Leucin-abgeleiteten GlucosinoldfdP und 5MH (4-
Methylpentyl-GS und 5-Methylhexyl-GS) in den Rosatilattern der Wildtyp-Pflanzen, in
denen diese Glucosinolate normalerweise nicht detblar sind (Tab. 4.22). In den
Rosettenblattern ddacat3-1 Mutante fiihrt die Gabe von Leucin zu erhdéhten Mengn 4AMP
und 5MH (Tab. 4.23). Die langfristige Verabreichungrzweigtkettiger Aminoséauren fihrt
ebenfalls zur Bildung Leucin-abgeleiteter Glucofat® in den Samen décat3-1 Muntante
und der Wildtyp-Pflanzen (Tab. 4.27 und 4.28). Giabe von Isoleucin und Valin bewirkt
ebenfalls, jedoch in einem geringeren Ausmal eieemghrte Anhaufung der Leucin-
abgeleiteten Glucosinolate. Die Detektion von Letaibgeleiteten Glucosinolaten nach der
Verabreichung von Valin und Isoleucin scheint iesdéim Zusammenhang auf eine verstarkte
Leucinbiosynthese zurtickzufiihren zu sein.

Die Umwandlung des freien Leucins in Leucin-abdetei Glucosinolate ermoéglicht der
Pflanze den Uberschuss an dieser Aminosauren zmeiden. Es ist aus friheren
Experimenten bekannt, dass erhdhte Konzentratiameheucin eine wachstumshemmende
Wirkung aufArabidopsis-Pflanzen haben [Daschner, 2001]. Offensichtlichdedt es sich bei
der Bildung dieser Glucosinolat-Spezies um einechdaismus, durch den die Pflanze freies
Leucin in eine ,unschadliche” Form umwandelt, da@ dcat3-1 Mutante ein geringfligig

verlangsamtes Wachstum im Vergleich zum WildtypgzeDieser wachstumshemmende
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Effekt konnte ebenfalls von den gebildeten Leudigedeiteten Glucosinolate verursacht
werden.

Zudem zeigen die durchgefiuihrten Versuche, daserdMechanismus erst bei langerer Gabe
von Leucin zum Tragen kommt. Die einmalige Veratitang verzweigtkettiger
Aminosauren fuhrt zu einer erhéhten Akkumulation jdeveils verabreichten Aminosaure im
Wildtyp und in derbcat3-1 Mutante (Tab. 4.14 und 4.15). Die Bildung von Letc
abgeleiteten Glucosinolaten wurde nicht beobacfitab. 4.16 und 4.17). Die in der Literatur
beschriebene Feedback-Inhibierung der AcetohydmdysSynthase (AHAS) und der
Isopropylmalat Synthase (IPMS) scheint durch diezkistige Gabe dieser Aminosauren
ausgeldst zu werden. Durch die Hemmung dieser Eezyid die Biosynthese von Leucin
verlangsamt bzw. verhindert [Singh, 1999]. Da dazgyi AHAS ebenfalls an der Valin- und
Isoleucinsynthese beteiligt ist, hemmt die durcheei Uberschuss an Leucin ausgeloste
Inhibition von AHAS auch die Synthese dieser Am#noen [Hagelstein and Schultz, 1993;
Singh, 1999; Binder et al.,, 2007]. Dieser Feedbd&fkekt wird nach der Leucin-
Verabreichung, sowie in décat3-1 Mutante beobachtet. Die Leucin-Gabe bewirkt netmmn
starkeren Anhaufung dieser Aminosaure, zudem eimealAme des Valingehalts (Tab. 4.14
und 4.15).

Wirde die Feedback-Inhibition weiter anhalten aurfigr eines Uberschuss an Leucin durch
fortfolgende Verabreichung dieser Aminosaure oderchl den Funktionsverlust von
AtBCATS3, wiurde man einen langfristigen Mangel anlivaund Isoleucin erwarten. Die
Futterungsexperimente weisen daraufhin, dass ndbebekannten Feedback-Inhibition die
Bildung der Leucin-abgeleiteten Glucosinolate fure dErhaltung der Aminoséaure-
Homdoostasis genutzt wird. Wahrend die Feedbaclksiibin ein schnell einsetzender
Mechanismus ist, scheint die Bildung der Leucinedbiteten Glucosinolate erst bei einem

langeranhaltenden Uberangebot an Leucin zu erfolgen

5.7 Die Biosynthese Leucin-abgeleiteter Glucosind&

Das Auftreten der Leucin-abgeleiteten Glucosinolaif nun die Frage auf, wie diese
Sekundarmetabolite synthetisiert werden. Die detgkn Leucin-abgeleiteten Glucosinolate,
4-Methylthiopentylglucosinolat (4MP) und 5-Methylthexylglucosinolat (5MH) leiten sich
von dem um zwei bzw. um drei Methylengruppen vegéiten Leucin-Derivat ab.

Der erste Abschnitt in der Biosynthese Leucin-abitetier Glucosinolate, die

Kettenverlangerung von Leucin, konnte grundsatziithich die Enzyme der Methionin-
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Kettenverlangerung und/oder der Leucinbiosynthefsggen. Beide Biosynthesewege weisen
die gleiche Reaktionsabfolge auf, die zur Verlanggrder eingeschleusten Ketosaure fuhrt.
Zudem werden die einzelnen Reaktionen mit Ausnald@e Kondensationsreaktion von
Enzymen katalysiert, die sowohl an der Methionint&everlangerung, als auch der
Leucinbiosynthese beteiligt sind. Fur eine Leucediingerung durch die Enzyme der
Methionin-Kettenverlangerung spricht, dass die mneishenden MAM-Enzyme langerkettige
Substrate umsetzen [Textor et al., 2004; Textomlgt2007]. Die der Leucinbiosynthese
zugeordneten Mitglieder dieser Genfamilie, die ispglmalat Synthasen (IPMS) akzeptieren
langerkettige Substrate jedoch nicht, wie beigitatro-Substrattests mit IPMS1 und IPMS2
zeigten [de Kraker et al., 2007]. Zudem sprichtdi@ Beteiligung der MAM-Enzyme an der
Kettenverlangerung von Leucin, dass das Verabreichen Methionin in den
Futterungsversuchen mit dagat3-1/bcat4-2 Mutante zu einem reduzierten Gehalt an Leucin-
abgeleiteten Glucosinolaten fuhrt, wahrend alle Hibetin-abgeleiteten Glucosinolate stark
akkumuliert werden (Tab. 4.24). Ist die Methioniettenverlangerung fir die Leucin-
Verlangerung zustandig, so wird der Uberschuss aethidnin bevorzugt zu den
entsprechenden Glucosinolaten umgesetzt und dieluil der Leucin-abgeleiteten
Glucosinolate erfolgt weniger effizient. Zudem gabeaufgrund der Methionin-Gabe der
Methioningehalt so erhoht zu sein, dass Aminoterasen mit einer sehr geringen Affinitat
zu Methionin und den verlangerten Ketosauren dian3aminierungsreaktionen in der
Methionin-Kettenverlangerung katalysieren, was Ifolg zu einer Zunahme an Methionin-
abgeleiteten Glucosinolate in decat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante fuhrt, obwohl AtBCAT4
und AtBCAT3 ausgefallen sind.

Der beobachtete reduzierte Gehalt an Leucin-aliggdai Glucosinolaten in der Doppel-
Mutante kénnte jedoch auch dadurch zustande komuoeess die Methionin- und Leucin-
Derivate zu einem spéateren Zeitpunkt in der Glutasibiosynthese am Endoplasmatischen
Reticuulum miteinander konkurrieren. Generell isicm wenig dariber bekannt, ob die
weitere Umsetzung der Leucin-Derivate Uber dieabiglbekannten Schritte der Biosynthese
Methionin-abeleiteter Glucosinolate erfolgen.

Die Untersuchungen zeigen, dass in Plastiden zweffw®chselwege existieren, die
potentiell geeignet sind die Leucin-Verlangerungctiaufihren. Da im Gegensatz zur
Kondensationsreaktion die Isomerisierung und Tramsi@rung von Enzymen katalysiert
wird, die sowohl eine Funktion in der Leucinbiodyde, als auch in der Methionin-
Kettenverlangerung haben, ist es fraglich, ob zZwgscbeiden Stoffwechselwegen immer

eindeutig unterschieden werden kann. Vielmehr nmagsit fur die Leucin-Verlangerung
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angenommen werden, dass Mitglieder beider Stoffaeaege beteiligt sind und allein das
Mengenverhdltnis der unterschiedlichen Substrater iflle bevorzugte Biosynthese eines

Metabolits entscheidet.

5.8 Leucin als metabolisches Signal iA. thaliana

In den Futterungsversuchen wurde beobachtet, dasdVildtyp-Pflanzen bei einem
kurzfristigen Uberangebot an Leucin durch eine Bael Inhibition der Acetohydroxyacid
Synthase (AHAS) und der Isopropylmalat Synthasevi@p die Biosynthese von Leucin
verlangsamt bzw. verhindert wird (siehe Punkt §8hgh et al., 1999). Die mittelfristige und
langerfristige Gabe von Leucin fuhrt zur Bildungnvbeucin-abgeleiteten Glucosinolaten,
wodurch die Homdostasis der Aminosaure erhalteibtblBie verstarkte Gabe von Leucin (+
25 %) in dem Langzeit-Giel3versuch mit deat4-2 Mutante und Wildtyp-Pflanzen zeigt,
dass dann eine Abnahme der Glucosinolate und Aures zu beobachten ist (Tab. 4.29
und 4.30; Wildtyp-Daten nicht gezeigt). Das langstige Uberangebot an Leucin scheint
einen negativen Einfluss auf den Stoffwechsel dé&nPen zu haben. In diesem Versuch
waren zwar keine signifikanten Wachstumsverzégesnngu beobachten, doch ist aus
friheren Studien bekannt, dass ein deutliches Uietot an Leucin einen
wachstumshemmenden Effekt hat [Daschner, 2001nSithtlich scheint hier der Ablauf
des Stoffwechsels gestort zu sein.

Im Menschen wirkt Leucin selbst als metabolischeg@&®, das den mTORmammalian
target of rapamycin) Signaltransduktionsweg aktiviert [Kimball et al2006]. Dieser
Signalweg reguliert in Abhangigkeit von Nahrstofféiormonen und Stress-Signalen die
Biogenese der Ribosomen, die Translation und dendkription der Gene, die an der
Translationsmaschinerie beteiligt sind [Dennis let 8999; Cutler et al., 2001]. Die genaue
Wirkungsweise von Leucin in der Aktivierung diesegnalwegs ist bisher ungeklart. Es
wurde jedoch gezeigt, dass die Erhéhung des Leebalts zu einer Phosphorylierung und
somit Aktivierung der ribosomalen Kinase, S6K1 fijftuynch et al., 2003]. Diese Kinase ist
ein Substrat von mTOR und reguliert u. a. Faktodem Proteinsynthese-Initiation. In
Arabidopsis wurden Homologe fur TOR (Thr/Ser Kinase) und desbegeraktionspartner
RAPTOR (egulatory-associated protein of TOR) identifiziert, der die TOR Kinase aktiviert
[Menand et al., 2002; Deprost et al., 2005; Andemsioal., 2005]. TOR und RAPTOR spielen
vermutlich eine Rolle in der pflanzlichen Embryaaivicklung und/oder im
meristematischen Wachstum [Anderson et al. 200pr@ et al. 2005; Menand et al., 2002].
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Zudem wurden zwei S6K-Homologe (S6K1 und S6K2piabidopsis gefunden [Mizoguchi

et al., 1995]. S6K1 und S6K2 phosphorylieren, wieei Homologen im Menschen, das
ribosomale S6 Protein (RPS6) und interagieren MiPROR [Zhang et al., 1994; Turck et
al., 1998; Mahfouz et al., 2006]. Das im Nukleollakalisierte S6K2 beeinflusst dort
vermutlich die Interaktion von RPS6 und der Hisi@acetylase (HD2B), was
maoglicherweise eine Auswirkung auf die Ribosomegbrese hat [Mahfouz et al., 2006].
Aufgrund dieser Untersuchungen ist es vorstelldass Leucin auch in héheren Pflanzen als
Signalstoff wirkt. Durch die weitere Verabreichungn Leucin in dem langfristigen
Giel3versuch konnte dann der TOR-Signaltransduktiegsinaktiviert worden sein. Die
Inaktivierung von mTOR fiuhrt zu einer InhibierungrdProteinbiosynthese, was folglich das
Wachstum und den Metabolismus negativ beeinfligstnfalls ist vorstellbar, dass Leucin in
Pflanzen anders wirkt als im Menschen. Detaillié&talysen zum Phosphorylierungszustand
von S6K1 und S6K2 auArabidopsis nach Futterung von verschiedenen Konzentratiomen a

Leucin konnten hilfreich sein um diese These wateuntersuchen.

5.9 Die Isopropylmalat Isomerasen der Aconitase-Géamilie beinhaltet Mitglieder, die

am Primar- und Sekundarstoffwechsel beteiligsind

Auf der Suche nach Isopropylmalat Isomerasen, de Idomerisierungsreaktion im
Methionin-Kettenverlangerungszyklus und/oder in de&ucinbiosynthese inArabidopsis
thaliana katalysieren, wurden 7 potentielle Mitglieder deonitase-Familie identifiziert. Die
Familie umfasst drei Aconitasen (siehe 5.10) undmwtlich vier Isopropylmalat-
Isomeraseuntereinheiten (Tab. 4.31). Bei den Isppmualat Isomerasen unterscheidet man in
eine grol3e Untereinheit (IPMI LSU) und drei kleidatereinheiten (IPMI SSU1-3). Da in
Bakterien die Isopropylmalat Isomerasen Heterodenuarrstellen, wéare es denkbar, dass sich
die funktionelle Isopropylmalat-IsomeraseAmabidopsis thaliana ebenfalls aus einer grofl3en
und einer kleinen Untereinheit zusammensetzt [Produ et al.,, 1992]. Die grol3e
Untereinheit konnte mit jeder der drei kleine Urteheiten einen Komplex bilden, folglich
sind drei verschiedene Isopropylmalat Isomerasémabidopsis thaliana vorstellbar.

Die Metabolit-Analysen von drei unabhangiggmmi Isu Mutanten weisen daraufhin, dass
IPMI LSU an der Isomerisierungsreaktion im Methio#iettenverlangerungszyklus beteiligt
ist, da alle langerkettigen Glucosinolate reduzert (Tab. 4.36). Die Reduktion der C4- und
langerkettigen Glucosinolate im Spektrum demi Isu Mutanten deutet Ubereinstimmend

daraufhin, dass die IPMI LSU die Isomerasereaktan dem zweiten Durchgang der
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Kettenverlangerung katalysiert, in denen die Veg&iong von Homomethionin um weitere
Methylengruppen stattfindet. Die von diesen MethmeDerivaten abgeleiteten Glucosinolate
sind folglich bei Funktionsverlust von IPMI LSU imlen Mutanten reduziert. Die
Isomerisierungsreaktion im ersten Durchgang defdvigerung von Methionin scheint jedoch
von einem anderen Enzym katalysiert zu werden, idaG8B-Glucosinolate, die sich von
Homomethionin ableiten, in depmi Isu Mutanten sehr effizient gebildet werden kdnnen.
IPMI LSU scheint aul3erdem eine Rolle in der Leuisynthese zu spielen, da in dpmi
Isu-3 Mutante ein signifikante Zunahme im Valingehalte#&ert wurde (Tab. 4.36). Der
vollstandige Ausfall von IPMI LSU scheint zu einerminderten Biosynthese von Leucin zu
fuhren, so dass KIV vermehrt zu Valin umgesetzdwudem spricht fur die Funktion von
IPMI LSU in der Leucinbiosynthesse, dass in geni Isu-3 Mutante ein erhdhter Gehalt an
2-Isopropylmalat, dem  Ausgangssubstrat der Isomeeuisgsreaktion in  der
Leucinbiosynthese  detektiert wurde  (unverdffentech Daten). Aufgrund des
Funktionsverlusts von IPMI LSU wirde man eine Reauk im Leucingehalt erwarten,
dieser ist in defipmi Isu-3 Mutante jedoch unverédndert. Dies deutet daraufdass ein
weiteres Enzym an der Leucinbiosynthese betesigt i

Lediglich fur eine Linie (GABI Kat 452D03) der IPMLSU T-DNA-Insertionsmutanten
wurde der Knock-Out dd$MI LSU-Gens nachgewiesen. Alle dipmi Isu Mutanten weisen
in den Rosettenblattern und in den Samen ein sehiiches Glucosinolat-Spektrum auf,
hingegen wurde der erhdhte Valingehalt in den Bfattnur in der Knock-Out-Mutante
detektiert (Tab. 4.36). In den Rosettenblatterniger Isu-1 undipmi Isu-2 Mutante ist die
IPMI LSU-Transkriptmenge um 40 bzw. 30 % reduziert (Abli2X. Dies deutet daraufhin,
dass die restliche Isomerase-Aktivitat in den beidéutanten zur Aufrechterhaltung der
Leucinbiosynthese verwendet wird.

Die Isopropylmalat-lsomerase IPMI SSU1 scheint ne#Bgh an der Leucinbiosynthese
beteiligt zu sein, da der Knock-Out dé3vil SSU1-Gens embryoletal ist (Abb. 4.11). Durch
den Funktionsverlust von IPMI SSU1 scheint die eske Aminoséure Leucin in der
Mutante nicht synthetisiert werden zu kdnnen, viaglfe Pflanze letal ist.

IPMI SSU2 und IPMI SSU3 sind Kandidaten fur die nh@sisierungsreaktion im
Kettenverlangerungszyklus, da diese Gene wie alldea Biosynthese Methionin-abgeleiteter
Glucosinolate beteiligten Gene bei Schwefelmanggrimiert werden (Tab. 4.31). Bei
Funktionsverlust von IPMI SSU2 bzw. IPMI SSU3 wurmdan also eine Reduktion der C3-
Glucosinolate erwarten. Dies wurde in dami ssu2-1 und in deripmi ssu3-1 Mutante nicht

beobachtet, was aber nicht automatisch gegen eim¢eiliBung am Methionin-
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Kettenverlangerungszyklus spricht (Tab. 4.35). &smdglich, dass IPMI SSU2 und IPMI
SSU3 gegenseitig den Funktionsverlust des andeesis €ompensieren konnen, da die Gene
der beiden kleinen Untereinheiten der Isopropylts@merase in allen Geweben und
Entwicklungsstadien co-exprimiert sind
(http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGepEess.jsp). Die Herstellung einer
Doppel-Mutante durch Kreuzung d@mi ssu2-1 undipmi ssu3-1 Mutante und anschlie3ende
Metabolit-Analyse kdnnte weitere Anhaltspunkte Eunktion dieser beiden Untereinheiten
im Methionin-Kettenverlangerungszyklus liefern.

Die Metabolit-Analysen der IPMI SSU2- und IPMI SSKBock-Out-Mutante zeigten zudem
Veranderungen in dem Gehalt verschiedener protem&rgy Aminosauren. So ist
beispielsweise Alanin in depmi ssu2 Mutante erhdht. Die VerknlUpfung der verschiedenen
Biosynthesewege dieser Aminosauren ist zwar sehmplex, doch deuten die Ergebnisse
bereits an, dass IPMI SSU2 und IPMI SSU3 mdgliceese ebenfalls an der
Leucinbiosynthese beteiligt sind. Durch eine wenig#fiziente Leucinbiosynthese wird
dauerhaft KIV verstarkt in der Valinbiosyntheseadiein. Wie aus der Literatur bekannt, fihrt
die vermehrte Anhaufung von Valin zu einer FeedHabibition an der Stelle der
Acetolactat Synthase (AHAS), so dass Pyruvat stadk&kumuliert wird [Singh, 1999].
Pyruvat steht dann vermehrt fur die Alaninbiosystheur Verfiigung (siehe 8.3 Anhang).
Eine signifikant starkere Anhaufung von Valin wurder in deripmi ssu2-1 Mutante
nachgewiesen. Dies steht jedoch nicht im Widerdpraa einer Beteiligung an der
Leucinbiosynthese, da UbermafRlig akkumuliertes Vaiime Feedback-Inhibition auslost,
durch die das an der Valinbiosynthese beteiligteA8Hjehemmt und folglich weniger Valin
gebildet wird. Viel eher muss davon ausgegangendever dass die auflaufenden
Kohlenstoffgertste in andere Aminosaurestoffweckhege einflie3en. Daflr spricht auch die
beobachteten diversen Veranderungen im Aminosabadigdieser Mutanten (Tab. 4.35).
Trotz der Funktion von IPMI SSU2 und IPMI SSU3 ierd.eucinbiosynthese, scheinen sie
den Ausfall von IPMI SSU1 nicht komplementierenkdinnen, da diepmi ssul-1 Mutante
embryoletal ist. Laut AtGenexpress Daten KMl SU1 in allen Geweben und
Entwicklungsstadien mit Ausnahme der Pollen stark xprieniert
(http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGepEess.jsp). Die Expressionsstarke von
IPMI SSU2 und IPMI SSU3 hingegen ist generell geringer als die u@&Wl SSU1l. Zudem
sind IPMI SSU2 und IPMI SSU3 kaum in den Bliten,der Sprossachse und den Samen
exprimiert. Die unterschiedliche Expression didsepropylmalat Isomerasen ist vermutlich

die Ursache dafir, dass diese den FunktionsverlustiPMI SSU1 nicht komplementieren
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kénnen. Zudem ist bislang nicht bekannt, ob diessldedenen IPMI-Untereinheiten wie in

Bakterien einen Komplex bilden, der erst dann seole Funktionalitat entwickelt. In einem

Immunoprézipitationsexperiment mit spezifischen iRirpern gegen die verschiedenen
Untereinheiten der IPMI wéare es moglich diese Unmitdreiten aus Pflanzenextrakten zu
isolieren und mdgliche Interaktionspartner zu idea¢ren. Metabolit-Analysen der durch

Kreuzung hergestellten Mutanten, in denen unteesitiche IPMI-Gene ausgeschaltet sind,
konnten zudem weiteren Aufschluss Uber ein mogicEesammenspiel der einzelnen
Untereinheiten liefern.

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Isopropylmalatiésase Untereinheiten potentiell an der
Leucinbiosynthese und an der Biosynthese der Meitiiabgeleiteten Glucosinolate beteiligt
sein konnten. Dies wird zudem durch die potentieiw. nachgewiesene plastidare
Lokalisation der IPMIs unterstitzt, da beiden Stefthselwege in den Chloroplasten
stattfinden (Tab. 4.31 und Abb. 4.10).

5.10 Die Aconitasen irArabidopsis thaliana katalysieren sehr wahrscheinlich die

Isomerisierungsreaktion im Citrat-Zyklus

Bei der Charakterisierung der Aconitase-Familie dewr neben den IPMI-Genen die drei
Aconitasen, ACO1, -2 und -3 identifiziert (Tab. #).3Die Ergebnisse der Metabolit-Analysen
deraco Mutanten deuten auf eine Funktion dieser AconitaseCitrat-Zyklus hin. ACO1, -2
und —3 wurden bereits im mitochondrialen Proteoiwhgawiesen [Kruft et al., 2001; Millar
et al., 2001; Heazlewood et al., 2004]. So sindalienzyme in dem Organell lokalisiert, in
dem auch der Citrat-Zyklus stattfindet.

In deracol-1 Mutante sind die Gehalte an Glutaminsaure undiditisteduziert (Tab 4.33).
Glutaminsaure wird ausi-Ketoglutarat, das im Citrat-Zyklus entsteht, geéil So wird
aufgrund des Funktionsverlusts von ACO1 vermutiiamnigera-Ketoglutarat gebildet, was
fur eine Beteiligung dieser Aconitase an der Isasa¢ion im Citrat-Zyklus spricht (siehe 8.3
Anhang). Zudem wird in hoheren Pflanzen aus Glutaire Glutamin gebildet. Uber eine
Anderung dieser Aminosaure in der Mutante kann &efussage gemacht werden, da
zwischen den einzelnen Pflanzen sehr starke Abwegdn in den Gehalten auftraten.
Histidin, das aus Glutamin entsteht, ist in der & ebenfalls reduziert.

In deraco2-1 Mutante wurden erhdhte Gehalte fir Valin, Seriryptophan und Phenylalanin
gemessen (Tab. 4.33). Dem Citrat-Zyklus ist diekGlyse vorgeschaltet. In dieser wird
Glucose in mehreren Schritten zu Pyruvat umgesé&yituvat wird anschlieBend in den
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Mitochondrien zu Acetyl-CoA umgewandelt, das im r&@HZyklus abgebaut wird. Die
akkumulierten Aminosauren in daco2-1 Mutante leiten sich von Pyruvat (Valin) oder von
den Zwischenprodukten in der Glycolyse ab. Die Bumiy dieser Aminosauren in dago2-1
Mutante deuten daraufhin, dass bei Ausfall von AGQ2uvat bzw. Zwischenprodukte aus
der Glykolyse anfallen, da Pyruvat im Citrat-Zyklusht weiter abgebaut werden kann (siehe
8.3 Anhang).

Drei von vier etabliertemco3 Mutanten weisen einen reduzierten Gehalt an Thmeond
Asparaginsaure auf (Tab. 4.34). Durch den Funkuerigst von ACO3 in den Mutanten
scheint weniger Oxalacetat, das zu Aspartat umgesetd, im Citrat-Zyklus gebildet zu
werden (siehe 8.3 Anhang). Da Aspartat fur die ®hmsynthese notwenig ist, fuhrt die
reduzierte Menge an Asparaginsaure in der Mutaai®i,ddass weniger Threonin gebildet
wird. Dies deutet auf eine Funktion von ACO3 imr&itZyklus hin.

Die Metabolit-Daten der einzelnen Aconitase Mutanteisen sehr stark auf eine Beteiligung
dieser Proteine am Citrat-Zyklus hin, jedoch urtleesden sich die Mutanten in ihren
Aminosaure-Phanotypen. Den starksten Effekt zdagadd2-1 Mutante, da in dieser bereits
Metabolite stark angereichert sind, die dem Cifigklus vorgeschaltet sind. Eine Erklarung
hierfur ist, dass durch den Knock-Out von ACO2 ehttmahme der Aconitase-Aktivitat um
70 % nachgewiesen wurde [Moeder et al., 2007].AE@mktionsverlust von ACO1 und ACO3
hingegen fluhrte lediglich zu einem Aktivitatsvetlv®n 20 %. Dies weist daraufhin, dass
ACO2 mal3geblich an der Isomerisierungsreaktion imratCZyklus beteiligt ist. Da die
Aconitasen 2 und 3 mit Ausnahme der Samen in al@eweben und in allen
Entwicklungsstadien co-exprimiert sind, ACO3 abeneegeringere Aconitase-Aktivitat
besitzt, ware es denkbar, dass ACO3 eine anderktibnnn den Pflanzen hat. So wurde
nachgewiesen, dass deéeo Mutanten geringere Transkriptmengen der Cu/Zn-8ixpe-
Dismutase enthalten und toleranter gegeniber oxataStress sind [Moeder et al., 2007].
Zusammengefasst deuten die Ergebnisse aus dentehwA@nalysen auf eine Beteiligung der
drei untersuchten Aconitasen am Citrat-ZyklusAmabidopsis thaliana hin. Zudem scheint
die geringere Aconitase-Aktivitat von ACO1 und AC@3araufhin zu weisen, dass diese

Aconitasen weitere Funktionen Arabidopsis thaliana haben.
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5.11 Biotechnologische Bedeutung der Branched-Chafminotransferasen und

Isopropylmalat Isomerasen

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit zeigen, dass dektiensverlust von Branched-Chain
Aminotransferasen und Isopropylmalat Isomerasen Reduktion oder aber auch zur
starkeren Akkumulation bestimmter Glucosinolate émdinosduren fihrt. Somit scheint es
mdglich, durch Anderung der Expression dieser Ermzgine gezielte Anhaufung bestimmter
Glucosinolate und Aminoséuren zu erreichen.

Die Anreicherung bestimmter Metabolite in Nutzp#ian kann man sich bei der Herstellung
von Nahrungs- und Futtermittel mit verbessertemriNvéht zu Nutzen machen. Hinsichtlich
ernahrungsphysiologischer Aspekte ist es winschemsdie essentiellen Aminosauren
Methionin, Valin, Leucin und Isoleucin verstarkt akkumulieren. Diese Aminosauren
konnen von Menschen nicht selbst synthetisiert aendnd mussen ausschlief3lich tber die
Nahrung aufgenommen werden. Durch das AusschatienA¥BCAT4 und AtBCAT3 wird

in Arabidopsis-Blattern eine 30-fache Erhéhung des Methioningshetteicht. In den Samen
der bcat3-1/bcat4-2 Mutante verursacht der Ausfall dieser Aminotraregen eine
Anreicherung der verzeigtkettigen Aminosauren Valiaucin und Isoleucin. Mitglieder der
Branched-Chain Aminotransferasen kénnten dahedéeHerstellung von Nutzpflanzen mit
erhdohten Gehalten an Methionin, Valin, Leucin ursmbléucin von biotechnologischer
Bedeutung sein. Die aus den Nutzpflanzen aufggteimi Aminosauren konnten als
Nahrungserganzungsmittel verwendet werden. Die &uime der Aminosduren durch den
Verzehr der Pflanzen beugt beispielsweise einenmAsé@ure-Mangel bei Vegetariern vor.
Ebenfalls von groRem Interesse ist die verstarkieumulation bestimmter Glucosinolate, da
die Hydrolyseprodukte dieser Sekundérmetabolite wvoedizinischer Relevanz sind.
Sulforaphan, das Isothiocyanat-Derivat, das bei defydrolyse von  4-
Methylsulfinylbutylglucosinolat (4AMSOB) ableitetsti bereits Gegenstand vieler Studien.
Sulforaphan und andere Isothiocyanate verhindesnTdenorwachstum durch Inhibition des
Zellzyklus und Induktion der Apoptose [Keum et &004; Lund, E., 2003]. Zudem scheint
sich Sulforaphan zur Behandlung von Gastritis unagéhkrebs zu eignen [Fahey et al.,
2002]. Der Ausfall von AtBCAT4, AtBCAT3 bzw. Isoppglmalat-lsomerase IPMI LSU
bewirkt einen reduzierten Gehalt an 4MSOB. Einergkgression der einzelnen Gene konnte
folglich dazu eingesetzt werden, um dieses Gluodginanzureichern. Hierzu mussten die
AtBCAT4-, AtBCAT3- und IPMI LSU-orthologen Proteini@ einer Nutzpflanze, wie zum

Beispiel Kohl oder Raps identifiziert werden. Efaehwierigkeit hierbei liegt darin, dass die
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Genome der meisten Nutzpflanzen bisher nicht \@ildig sequenziert sind. Diese
Nutzpflanzen werden in gro3en Mengen angezogerkdndten eine grof3e Ausbeute an dem
gewinschten Glucosinolat bzw. dessen Abbauprodigerh. Es ist moglich, dieses
Hydrolyseprodukt mittels einer geeigneten Aufreimgsmethode zu isolieren, so dass es als
Wirkstoff in einem Medikament eingesetzt werdenrkan

Die starke Akkumulation von Glucosinolaten ist zadeerstrebenswert aufgrund ihrer
Eigenschaft als Fral3schutz gegen Herbivore. InneiReal3versuch mi§podoptera-Raupen
wurde gezeigt, dass die Reduktion aller Methiorigedeiteter Glucosinolate um 50 % in den
bcat4 Mutanten dazu fuhrt, dass diese Mutanten starkéallbn wurden als die Wildtyp-
Pflanzen (Abb. 4.5 A und B). Durch UberexpressiawbAusschalten von AtBCAT4- und
AtBCATS3-orthologen Proteinen in Nutzpflanzen denfflée der Brassicaceen ist es mdglich
die Zusammensetzung des Glucosinolat-Spektrums eminflussen. Je nach Schéadling
kbnnten so bestimmte Glucosinolat-Spezies starkergel@uft werden, deren
Hydrolyseprodukte  fir den  Schadling abschreckend er od toxisch  sind.
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6. Zusammenfassungen

6.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion deamched-Chain Aminotransferase 4 aus
Arabidopsis thaliana naher untersucht. Zu Beginn dieser Arbeit exisrebereits Hinweise
daflr, dass AtBCAT4 an der Biosynthese Methionigedbiteter Glucosinolate beteiligt ist.
Nun durchgefuihrtan vitro-Substratvergleichstest mit rekombinantem AtBCATrgaben,
dass Methionin das Hauptsubstrat dieser Aminotesiasé darstellt. Dies wird durch den
niedrigen Ky,-Wert in der Deaminierungskinetik mit Methionin bigt. Methionin wird in
der Methionin-Kettenverlangerung, dem ersten Abgther Biosynthese dieser aliphatischen
Glucosinolate, in einer initialen Transaminierung Ketomethylthiobutyrat umgesetzt. Die
hohe Affinitat von AtBCAT4 zu Methionin weist darfén, dass AtBCAT4 an dieser
initialen Transaminierungsreaktion in der MethicHKiettenverlangerung beteiligt ist. Diese
Beobachtung geht einher mit der deutlichen Reduagr Methionin-abgeleiteter
Glucosinolate um 50 % in den beiden AtBCAT4-KnocktMutanten.

Zudem wurde in einem Zellfraktionierungsexperimant anschlielBender Immunodetektion
nachgewiesen, dass AtBCAT4 im Cytosol lokalisistt AtBCAT4 katalysiert vermutlich die
initiale Transaminierung in der Methionin-Kettenkggerung der Glucosinolatbiosynthese
im Cytosol. Die zweite Reaktion in diesem Zyklusrdvivon den Methylthioalkylmalat-
Synthasen, MAM1 und MAM3 katalysiert. Die MAM-Enzgmnwie auch die potentiellen
Kandidaten fur die weiteren Schritte im Kettenvegérungszyklus sind in den Plastiden
lokalisiert. Aus den unterschiedlichen subzelletéiokalisationen der beteiligten Enzyme
ergibt sich, dass die Methionin-Kettenverlangerungunterschiedlichen Kompartimenten
stattfindet.

Ein weitere Aufgabe dieser Dissertation bestanddém Aufkl&arung der Bedeutung und
Funktion der Branched-Chain AminotransferaselrBvitro-Aminierungskinetiken zeigten,
dass AtBCAT3 sowohl Substrate aus der Biosyntheseweigtkettiger Aminosauren als
auch Ketomethylthiobutyrat (MTOB), den Grundbausteder Methionin-abgeleiteten
Glucosinolate umsetzt. Die hohe Affinitdt zu den td&duren der verzweigtkettigen
Aminosauren und der reduzierte Valingehalt in teat3-1 Mutante sprechen fir eine
Beteiligung von AtBCAT3 an der Biosynthese von WalDiese Aminotransferase hat sehr
wahrscheinlich eine zusatzliche Funktion in der d8kinolatbiosynthese, da die C4- und

langerkettigen Glucosinolate in décat3-1 Mutante reduziert sind. Die Beteiligung von
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AtBCATS3 an der Glucosinolatbiosynthese wird auf3erakirch die verstarkte Reduktion der
Methionin-abgeleiteten Glucosinolate in dmat3-1/bcat4-2 Doppel-Mutante im Vergleich
zu denbcat4 Einzel-Mutanten unterstitzt.

In der bcat3-1 Mutante wurden zudem Leucin-abgeleitete Glucoateolgefunden, die in
Wildtyp-Pflanzen nicht nachweisbar sind. In GielSuehen wurde gezeigt, dass ein mittel-
und langerfristiger Uberschuss an Leucin zur Bilglalieser seltenen Glucosinolat-Spezies
auch in Wildtyp-Pflanzen fuhrt. Méglicherweise dietie Bildung dieser Leucin-abgeleiteten
Glucosinolate zur Aufrechterhaltung der Leucin-Hastasis inArabidopsis thaliana.

In einem weiteren Projekt wurden sieben potenti®ieglieder der Aconitase-Familie in
Arabidopsis thaliana identifiziert. Zur Familie der Aconitasen gehoreermutlich auch die
vier Untereinheiten der Isopropylmalat-lsomerasenh@d von Metabolit-Analysen
entsprechender T-DNA-Insertionsmutanten der unthitem Gene, scheint die grol3e (IPMI
LSU) und zwei kleine (IPMI SSU2 und IPMI SSU3) Umteheiten sowohl in der
Leucinbiosynthese als auch in der Biosynthese Mathtabgeleiteter Glucosinolate eine
Funktion zu haben. Die Embryoletalitat dpmi ssul-1 Mutante deutet daraufhin, dass IPMI
SSU1 mal3geblich an der Leucinbiosynthese bet&sligDie drei Aconitasen ACO1, -2 und -

3 scheinen an einem anderen Stoffwechselweg lggteilisein.
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6.2 Summary

The main topic of this thesis was to investigatal@tail the function of different branched-
chain aminotransferases (AtBCATS) A thaliana. These characterizations should help to
understand the relevance of AtBCATs both in primangl secondary metabolisim vitro
enzyme activity tests showed highest affinity oB&AT4 to methionine from which the
respective glucosinolates are derived. In additidetailed metabolite profiling with
corresponding AtBCAT4 knock out mutants revealedigmificant decrease of almost all
methionine-derived glucosinolate species, and therea 50 % reduction in total amount of
methionine-derived glucosinolates. These resuttxate that AtBCATA4 is active in the initial
transamination reaction at the very beginning oé tmethionine-derived glucosinolate
biosynthesis. Cell fractionation experiments regda cytosolic localization for AtBCATA4, it
seems to be obvious that the different steps ofrtethionine chain elognation are located in
different compartments. While the methionine chelongation cycle is located in plastids
(condensation, isomerization, oxidative decarbdiofg, the initial transamination reaction
seems to be separated in the cytosol.

AtBCATS, a plastid member of the AtBCAT family, see to have a dual function both in
primary and secondary metabolism. In enzyme agtieists AtBCAT3 accepts substrates of
the branched-chain amino acid (BCAA) metabolism,vwadl as ketomethylthiobutyrate
(MTOB) from which the methionine-derived glucositalsa are synthesized. A detailed
metabolite profiling of a BCAT3 knock out mutantosted a reduction of valine and distinct
changes in composition of methionine-derived glutaates. These results indicate that
AtBCATS is involved in both valine biosynthesis atite chain elongation of methionine-
derived glucosinolates.

Feeding experiments with different AtBCAT singledasiouble knock out mutants lead to the
detection of leucine-derived glucosinolates ungecgic conditions. While short after a once
BCAA administration these amino acids were incrdasecumulation of leucine-derived
glucosinolates was only observed after long-teredifey. This suggests that the biosynthesis
of leucine-derived glucosinolates can contributketaine homeostasis in plants.

A further important part of this thesis was to itlign potential candidates for the
iIsomerization reactions involved in the chain eltran cycle of glucosinolate biosynthesis
and/or in the leucine biosynthesis. These anallessas to the identification of an aconitase
gene family inA. thaliana which comprises seven members. Based on aminosadigence
similarity one potential large subunit (IPMI LSWydathree small subunits (IPMI SSU1-3) of
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the isopropylmalate isomerase, as well as threai@se (ACO1-3) genes were found in the
Arabidopsis thaliana genome. A metabolite profiling of correspondindplNA insertion lines
indicate that IPMI LSU, IPMI SSU2 and IPMI SSU3 areost likely involved in both
glucosinolate and leucine biosynthesis. Since teck out of IPMI SSUL is embryolethal,
this gene seems to have a essential role in lelmo®ynthesis. The other members of the
aconitase family, ACO1, -2 and -3, seem to be aativother pathways.

111



Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

Anderson, G.H., Veit, B., and Hanson, M.R. (2005) The Adapsis AtRaptor genes are essential for post-
embryonic plant growth. BMC Biol. 3:12

Aseeva E., Ossenbihl, F., Eichacker, L.A., Wanner, Gll,SJ., and Vothknecht, U.C. (2004). Complex
formation of Vippl depends on its alpha-helical Rége domain. J. Biol. Chem. 279:; 35535-35541

Binder, S., Knill, T., and Schuster, J. (2007) Branchbdie amino acid metabolism in plants. Physiol. PJan
129: 68-78

Bradbury, A.J., Gruer, M.J., Rudd, K.E., and Guest, J.R. §)9Bhe second aconitase (AcnB)Escherichia
coli. Microbiology 142: 389-400

Brown, P.D., Tokuhisa, J.G., Reichelt, M., and Gershando (2003). Variation of glucosinolate accumuaiati
among different organs and developmental stagésatfidopsis thaliana. Phytochemistry 62: 471-481

Curien, G., Ravanel, S., Robert, M. and Dumas, R. (20@Bhtification of six novel allosteric effectors of
Arabidopsis thaliana aspartate kinase—homoserifg/ddegenase isoforms. Physiological context sets th
specificity. J. Biol. Chem. 280: 41178-41183

Cutler, N.S., Pan, X., Heitman, J., and Cardenas, M.BO1? The TOR signal transduction cascade controls
cellular differentiation in response to nutrieri®l. Biol. Cell 12:4103-4113

Daschner,K. (2001) Die Isovaleryl-CoA Dehydrogenase (IVdgtaillierte Charakterisierung eines Enzyms des
Leucinabbaus in den Mitochodrien héherer PflanPéssertation, Universitat Ulm

de Kraker, J.W., Luck, K., Textor, S., Tokuhisa, J.G., andrsBenzon, J. (2007) Two Arabidopsis genes
(IPMS1 and IPMS2) encode isopropylmalate synthdmebranchpoint step in the biosynthesis of leudiiant
Physiol. 143: 970-986

Dennis, P.B., Fumagalli, S., and Thomas, G. (1999) Taofjeapamycin (TOR): Balancing the opposing forces
of protein synthesis and degradation. Curr. Openés. Dev. 9: 49-54

Deprost, D., Truong, H.N., Robaglia, C., and Meyer, C.q8DAn Arabidopsis homolog of RAPTOR/KOGL1 is
essential for early embryo development. BiocheropBys. Res. Commun. 326: 844-850

Diebold, R., Schuster, J., Daschner, K., and Binder, 020 he Branched-Chain Amino Acid Transaminase
Gene Family in Arabidopsis Encodes Plastid and dfitmdrial Proteins. Plant Physiol. 129: 540-550

Fahey, J.W., Haristoy, X., Dolan, P.M., Kensler, T.W., darScholtus, I. (2002) Sulforaphane inhibits
extracellular, intracellular, and antibiotic-resist strains oHelicobacter pylori and prevents benzajpyrene-
induced stomach tumorBroc. Natl. Acad. Sci. USA 99:7610-15

Falk, K.L., Vogel, C., Textor, S., Bartram, S., Hick,, Rickett, J.A., and Gershenzon, J. (2004). Ginodeste
biosynthesis: Demonstration and characterizatiorthef condensing enzyme of the chain elongationecirt!
Eruca sativa. Phytochemistry 65: 1073-1084

Fouet, A., Jin, S.-F., Raffel, G., and Sonenshein, A1990) Multiple regulatory sites in the Bacillusbsilis
citB promoter region. J. Bacteriol. 172: 5408-5415

Graser, G., Schneider, B., Oldham, N.J., and Gershen?af2000) The methionine chain elongation pathway i
the biosynthesis of glucosinolates in Eruca sgrassicaceae). Arch. Biochem. Biophys. 378: 419-41

Grubb, C.D., and Abel, S. (2006). Glucosinolate metaoland its control. Trends Plant Sci. 11: 89—100
Hagelstein, P., Sieve, B., Klein, M., Jans, H., and Schultz, (6997) Leucin synthesis in chloroplasts:

Leucine/isoleucine aminotransferase and valine atransferase are different enzymes in spinach cplasts.
J. Plant Physiol. 150: 23-30

112



Literaturverzeichnis

Heazlewood J.L., Tonti-Filippini, J.S., Gout, A.M., Day, D.A Whelan, J., and Millar, A.H. (2004)
Experimental analysis of the Arabidopsis mitochéaldrproteome highlights signaling and regulatory
components, provides assessment of targeting piediprograms, and indicates plant-specific mitaahal
proteins. Plant Cell 16: 241-256

Hesse H., Kreft, O., Maimann, S., Zeh, M., and Hoefgen(B004) Current understanding of the regulation of
methionine biosynthesis in plants. J. Exp. Bot453): 1799-1808

Jones,N.J., and Gilligan, J.P. (1988}Phthaldialdehyde Precolumn Derivatization And Regd-Phase High-
Performance Liquid Chromatography of Polypeptideltdlysates and Physiological Fluids. J. Chromat2g6:
471-482

Keck, A.S., and Finley, J.W. (2004) Cruciferous vegetablcancer protective mechanisms of glucosinolate
hydrolysis products and selenium. Integrative Caiterapies 3(1): 5-12

Keum, Y.S., Jeong, W.S., and Kong, A.N.T. (2004). Chpragention by isothiocyanates and their underlying
molecular signaling mechanisnMutat. Res.-Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 555:191-202

Kim, J.S., and Raines, R.T. (1993) Ribonuclease Sgmp8 a carrier in fusion proteins. Prot. Sci.4B-356

Klein, M., Binder, S., and Brennicke, A. (1998). Puation of mitochondria from Arabidopsis. Methods Mol
Biol. 82: 49-53

Knill, T. (2005) Enzymaktivitdten der Branched-Chain Aotiansferasen 3 und 4 (AtBCAT-3 und AtBCAT-4)
in Arabidopsisthaliana. Diplomarbeit, Universitat Ulm

Knill, T., Schuster, J., Reichelt, M., Gershenzon, dd Binder, S. (2008) Arabidopsis Branched-Chain
Aminotransferase 3 Functions in Both Amino Acid aallicosinolate Biosynthesis. Plant Physiol. 146280
1039

Koroleva O. A., Davies A., et al. (2000) Identification af new glucosinolate-rich cell type #rabidopsis
flower stalk. Plant Physiol. 124(2): 599-608

Kroymann, J., Textor, S., Tokuhisa, J.G., Falk, L.K., Bamré5., Gershenzon, J., and Mitchell-Olds T. (2001)
A gene controlling variation iArabidopsis glucosinolate composition is part of the methiorghain elongation
pathway. Plant Physiol. 127(3): 1077-1088

Kruft , V., Eubel, H., Jansch, L., Werhahn, W., and Bradif. (2001) Proteomic approach to identify novel
mitochondrial proteins in Arabidopsis. Plant Phiisl@7: 1694-1710

Lee, Y.T., and Duggleby, R.G. (2002) Regulatory intéicats in Arabiodpsis thaliana acetohydroxyacid
synthase. FEBS Lett. 512: 180-184

Lund, E. (2003) Non-nutritive bioactive constituents pfants: dietary sources and health benefits of
glucosinolateslnt. J. Vitam. Nutr. Res. 73: 135-43

Lynch, C.J., Halle, B., Fuijii, H., Vary, T.C., Wallin,.RDamuni, Z., and Hutson, S.M. (20(ptential role of
leucine metabolism in the leucine-signaling pathwaxolving mTOR.Am J Physiol Endocrinol Metab 285:
E854-E863

Mahfouz, M.M., Kim, S., Delauney, A.J., and Verma, D.P(&006) Arabidopsis TARGET OF RAPAMYCIN
interacts with RAPTOR, which regulates the actifyS6 kinase in response to osmotic signals. Rlait18:
477-490

Menand, B., Desnos, T., Nussaume, L., Berger, F., BoucbBbezMeyer, C., and Robaglia, C. (2002) Expression
and disruption of the Arabidopsis TOR (target gfanycin) gene. PNAS 99 (9):6422-6427

Mehta, P.K., and Christen, P. (2000) The molecular evatubf pyridoxal-5"-phosphate-dependent enzymes.
Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 74: 129-184

113



Literaturverzeichnis

Mikkelsen, M.D., Petersen, B.L., Olsen, C.E., and HalkieA.§2002). Biosynthesis and metabolic engineering
of glucosinolates. Amino Acids 22: 279-295

Millar , A.H., Sweetlove, L.J., Giege, P., Leaver, C.00@® Analysis of the Arabidopsis mitochondrial
proteome. Plant Physiol. 127: 1711-1727

Mizoguchi, T., Hayashida, N., Yamaguchi-Shinozaki, K., KamaH., and Shinozaki, K. (1995). Two genes
that encode ribosomal protein S6 kinase homologsratluced by cold or salinity stress in Arabidoghaliana.
FEBS Lett. 358: 199-204

Moeder, W., del Pozo, O., Navarre, D.A., Martin, G.B.,daKlessig, D.F. (2007) Aconitase plays a role in
regulating resistance to oxidative stress and aedith in Arabidopsis and Nicotiana benthamianantP\éol.
Biol. 63: 273-287

Prodromou, C., Artymiuk, P.J., and Guest, J.R. (1992) Thenitase ofEscherichia coli. Nucleotide sequence
of the aconitase gene and amino acid segeuenckar#iynivith mitochondrial aconitases, the iron-respive-
element-binding protein and isopropylmalate isorsesaEur. J. Biochem. 204: 599-609

Ravanel S., Gakiere B., Job D., and Douce R. (1998) Thexifip features of methionine biosynthesis and
metabolism in plants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA B305-7812

Roth, M. (1971). Fluorescence reaction for amino acidwl. Chem. 43: 880—882

Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Malec Cloning: A Laboratory Manual. (Cold Spring
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press)

Sarwar, G., and Botting, H.G. (1993). Evaluation of liguthromatographic analysis of nutritionally impaita
amino acids in food and physiological samples.hfo@atogr. 615: 1-22

Schadewaldt,P., and Adelmeyer, F. (1996) Coupled enzyme afwmagstimation of branched chain L-amino
acid aminotransferase activity with 2-oxo acid $tdies. Anal. Biochem. 238: 65-71

Schnarrenberger, C., and Martin, W. (2002) Evolution of the enzyrad the citric acid cycle and the
glyoxylate cycle of higher plants. Eur. J. Biochet69: 868-883

Schuster, J., and Binder, S. (2005) The mitochondrial bragebhain aminotransferase (AtBCAT-1) is capable
to initiate degradation of leucine, isoleucine amdine and in almost all tissues Amabidopsis thaliana. Plant
Mol. Biol. 57: 241-254

Schuster, J., Knill, T., Reichelt, M., Gershenzon, J., aBohder, S. (2006) BRANCHED-CHAIN
AMINOTRANSFERASEA4 is part of the chain elongatioatipvay in the biosynthesis of methionine-
derived glucosinolates irabidopsis. Plant Cell 18: 2664-2679

Smith, T. K., Mithen, R., and Johnson, I.T. (2003) Effedf Brassica vegetable juice on the induction of
apoptosis and aberrant crypt foci in rat colonicasal crypts in vivo. Carcinogenesis 24(3): 491-495

Singh, B.K. (1999) Biosynthesis of Valine, Leucine, andoleucine. In Plant Amino Acids:
biochemistry and biotechnology (Singh B.K. ed.) p7-47, Marcel Dekker, New York

Singh, B.K., and Shaner, D.L. (1995) Biosynthesis of Btaad Chain Amino Acids: From Test Tube to Field.
Plant Cell 7: 935-944

Textor, S., Bartram, S., Kroymann, J., Falk, K.L., Hick, Rickett, J.A., and Gershenzon J. (2004) Biossith
of methionine-derived glucosinolates Amabidopsis thaliana: recombinant expression and characterization of
methylthioalkylmalate synthase, the condensing ewezgf the chain-elongation cycle. Planta 218(626t0035

Textor, S., de Kraker, J.-W., Hause, B., Gershenzonard, Tokuhisa, J.G. (2007) MAM3 Catalyzes the
Formation of All Aliphatic Glucosinolate Chain Lethg inArabidopsisthaliana. Plant Physiol. 144: 60-71

114



Literaturverzeichnis

Turck, F., Kozma, S.C., Thomas, G., and Nagy, F. (1998)heatsensitive Arabidopsis thaliana kinase
substitutes for human p70s6k function in vivo. Mogll. Biol. 18: 2038-2044

Wallsgrove, R.M., Lea, P.J. and Miflin, B.J. (1983) Intracddiu localisation of aspartate kinase and the
enzymes of threonine and methionine biosynthesjgaen leaves. Plant Physiol. 71: 780-784

Wittenbach, V.A., and Abell, L.M. (1999) Inhibitors of Valind,eucine, and Isoleucine Biosynthesis. In Plant
Amino Acids: biochemistry and biotechnology (SirgiK. ed.) pp. 385-416, Marcel Dekker, New York

Wittstock, U. and Halkier, B.A. (2002). Glucosinolate reséairt the Arabidopsis era. Trends Plant Sci. 7(6):
263-270

Zhang, S.H., Broome, M.A., Lawton, M.A., Hunter, T., abhdmb, C.J. (1994). atpkl, a novel ribosomal protei
kinase gene from Arabidopsis. Il. Functional andchemical analysis of the encoded protein. J. Bidlem.
269: 17593-17599

115



Anhang

8. Anhang

8.1 Metabolitdaten

Abkurzungen:
Total, Glucosinolate gesamt

Total Met GS, von Methionin abgeleitete Glucositelgesamt.

Methionin-abgeleitete Glucosinolate:
30HP, 3-Hydroxypropylglucosinolat
3MTP, 3-Methylthiopropylglucosinolat
3BZO0, 3-Benzoylpropylglucosinolat
3MSOP, 3-Methylsulfinylpropylglucosinolat
40HB, 4-Hydroxybutylglucosinolat

4MTB, 4-Methylthiobutylglucosinolat
4BZ0, 4-Benzoylbutylglucosinolat
4MSOB, 4-Methylsulfinylbutylglucosinolat
5MTP, 5-Methylthiopentylglucosinolat
5BZ0, 5-Benzoylpentylglucosinolat
5MSOP, 5-Methylsulfinylpentylglucosinolat;
6MSOH, 6-Methylsulfinylhexylglucosinolat;
7MTH, 7-Methylthioheptylglucosinolat
7TMSOH, 7-Methylsulfinylheptylglucosinolat
8MTO, 8-Methylthiooctylglucosinolat
8MSOO0, 8-Methylsulfinyloctylglucosinolat

Leucin-abgeleitete Glucosinolate
4AMP, 4-Methylpentylglucosinolat
5MH, 5-Methylhexylglucosinolat

indolische Glucosinolate

I3M, Indol-3-ylmethylglucosinolat

1MOI3M, 1-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat
4MOI3M, 4-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat
40HI3M, 4-Hydroxyindol-3-ylglucosinolat
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8.1.1 Aminoséaureprofil in den Samen debcat3-1 Mutante

Amaiuregehalt in Samen [nmol/mg Samen)]

Aminosaure bcat3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total 14,99+ 0,86 14,85+ 1,21 0,78000
Ala 0,81+ 0,06 0,77+ 0,08 0,36775
Arg 0,86+ 0,08 0,81+ 0,08 0,17601
Asn 1,81+ 0,12 1,83+0,20 0,81764
Asp 1,87+ 0,11 1,74+ 0,12 0,03717
Gin 0,27+ 0,07 0,27+0,11 0,97389
Glu 3,62+ 0,26 3,51+0,27 0,37059
Gly 0,52+ 0,08 0,55+ 0,09 0,37464
His 0,19+ 0,02 0,18+ 0,03 0,38824
lle 0,39+ 0,03 0,39+ 0,04 0,81712
Leu 0,78+ 0,06 0,77+ 0,06 0,76305
Lys 0,57+ 0,04 0,61+ 0,06 0,12222
Met 0,17+ 0,02 0,18+ 0,01 0,13106
Phe 0,63t 0,04 0,62+ 0,05 0,63839
Ser 0,83+ 0,06 0,84 + 0,08 0,82169
SMM 0,00+ 0,00 0,0G: 0,00 0,00000
Thr 0,45+ 0,03 0,46+ 0,05 0,64716
Trp 0,50+ 0,07 0,58 + 0,08 0,03914
Tyr 0,13+ 0,01 0,13+ 0,01 0,67174
Val 0,61+ 0,05 0,61+ 0,06 0,98879

Tabelle 8.1 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) ausder GABI Kat-Kollektion und der AtBCAT3-

Mutante (bcat3-1). Der Aminoséauregehalt ist signifikant unterschiddlmwischen Wildtyp und Mutante, wenn
im t-Test <0,01. Abkirzungen: Total, Aminoséauregehalt gesamt.

8.1.2 Aminoséaure- und Glucosinolat-Spektren deacol-1 Mutante

AminoséauregelalRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure acol-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 122,50+ 7,11 124,46+ 4,30 0,57626
Ala 8,24+ 0,59 8,84+ 0,48 0,08330
Arg 0,60+ 0,00 0,60+ 0,00

Asn 4,70+ 0,32 4,76+ 0,35 0,76310
Asp 20,48+ 1,16 19,04+ 1,12 0,05399
Gin 38,66+ 2,69 41,88+ 1,90 0,03753
Glu 34,24+ 2,83 32,96+ 1,45 0,34658
Gly 1,24+ 0,10 1,52+ 0,24 0,02292
His 0,08+ 0,06 0,04+ 0,06 0,28969
lle 0,36+ 0,00 0,36+ 0,00

Leu 0,60+ 0,00 0,60+ 0,00

Lys 0,34+ 0,05 1,02+ 1,62 0,32735
Met 0,24+ 0,00 0,22+ 0,05 0,34089
Phe 0,34+ 0,05 0,36+ 0,00 0,34089
Ser 7,32+ 0,31 7,2€ £ 0,20 0,69945
SMM 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Thr 4,06+ 0,14 3,94+ 0,12 0,13989
Trp 0,0C £ 0,00 0,00+ 0,00

Tyr 0,12+ 0,00 0,12+ 0,00

Val 0,88+ 0,06 0,94+ 0,05 0,09244
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Tabelle 8.2 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) ausler SALK-Kollektion und der acol-1 Mutante. Der
Aminosauregehalt ist signifikant unterschiedlichischen Wildtyp und Mutante, wenn im t-Tesk(R01.

Abkurzungen: Total, Aminosduregehalt gesamt.

Aroséuregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure acol-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total 12,48+ 1,12 11,65+ 0,86 0,44115
Ala 0,41+ 0,10 0,29+ 0,03 0,02213
Arg 0,31+ 0,28 0,07+ 0,01 0,12442
Asn 2,18+ 0,21 1,91+0,10 0,03608
Asp 1,42+ 0,06 1,53+0,12 0,03777
Gin 0,60+ 0,38 0,69+ 0,26 0,42975
Glu 4,89+ 0,28 4,30+ 0,26 0,00994
Gly 0,47+0,21 0,55+ 0,09 0,21844
His 0,07+ 0,00 0,72+ 0,29 0,00060
lle 0,16+ 0,01 0,14+ 0,02 0,10269
Leu 0,11+ 0,01 0,10+ 0,01 0,31590
Met 0,01+ 0,00 0,02+ 0,01 0,00103
Phe 0,30+ 0,02 0,26+ 0,02 0,01370
Ser 0,47+ 0,13 0,26+ 0,14 0,01190
Thr 0,30+ 0,02 0,27+ 0,04 0,49961
Trp 0,19+ 0,03 0,17+ 0,03 0,34830
Tyr 0,06+ 0,01 0,05+ 0,00 0,05965
Val 0,29+ 0,02 0,26+ 0,02 0,16924

Tabelle 8.3 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) ausler SALK-Kollektion und der acol-1 Mutante. Der
Aminosauregehalt ist signifikant unterschiedlichischen Wildtyp und Mutante, wenn im t-Tesk(R01.

Abkirzungen: Total, Aminosauregehalt gesamt.

Glucosinglabalt in Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]

Glucosinolat

Typ acol-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 22,9% 2,39 24,36+ 0,93 0,22185
Total 26,2€ £ 2,40 27,40+ 1,12 0,31705
3MSOP 1,82+ 0,20 1,99+ 0,08 0,07525
4AMTB 0,76+ 0,24 0,75+ 0,19 0,88769
4MSOB 16,43+ 2,10 17,57+ 0,68 0,23537
5MSOP 0,86+ 0,10 0,89+0,11 0,61908
40HI3M 0,06+ 0,01 0,06+ 0,01 0,33983
7TMSOH 0,44+ 0,03 0,47+ 0,03 0,23883
8MSOO 2,68+ 0,14 2,70+ 0,17 0,84282
I3M 2,10+0,23 2,02+ 0,08 0,43132
1MOI3M 0,75+ 0,12 0,65+ 0,17 0,29098
4MOI3M 0,36+ 0,05 0,32+ 0,03 0,09595

Tab. 8.4 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der acol-1 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-TestP01.
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GlucosinolatgghalSamen [umol/g Samen]

%I/Lljacosmolat acol-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 78,35 6,24 68,9¢ + 8,21 0,01000
Total 91,12+ 6,38 81,71+ 9,11 0,01542
30HP 1,08+ 0,21 0,94+ 0,31 0,24851
3BZO 5,84+ 0,45 5,16+ 0,68 0,01648
40HB 4,14+ 0,71 4,06+ 1,10 0,86219
AMTB 31,79+ 3,69 24,81+ 4,06 0,00080
4BZO 16,67+ 1,63 17,70+ 2,32 0,26232
4MSOB 1,90+ 0,54 1,40+ 0,26 0,01585
5MTP 2,63+ 0,63 2,08+ 0,26 0,01923
5MSOP 0,20+ 0,07 0,13+ 0,03 0,00842
7TMTH 2,74+ 0,26 2,46+ 0,52 0,15103
7MSOH 0,87+ 0,36 0,61+ 0,30 0,09489
8MTO 4,43+ 0,58 4,24+ 0,95 0,59181
8MSOO 6,07+ 0,56 5,42+ 0,94 0,07243
I3M 12,60+ 3,02 12,47+ 2,35 0,91463
40HI3M 0,16+ 0,04 0,24+ 0,05 0,00161

Tab. 8.5 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der acol-1 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.

8.1.3Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren deaco2-1 Mutante

AminosauregelalRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure acoz-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 182,87+ 14,47 174,73+ 14,80 0,24324
Ala 8,07+ 0,98 8,93+ 0,74 0,04371
Arg 0,79+ 0,06 0,85+ 0,07 0,04546
Asn 4,67+ 0,53 5,35+ 0,54 0,01277
Asp 18,03+ 1,78 16,51+ 1,42 0,05486
Gin 96,96+ 9,56 91,97+ 8,88 0,25422
Glu 34,99+ 3,19 31,30+ 2,68 0,01398
Gly 1,15+ 0,50 1,42+ 0,58 0,29255
His 0,25+ 0,04 0,29+ 0,06 0,17099
lle 0,44+ 0,06 0,44+ 0,06 0,88430
Leu 0,65+ 0,06 0,64+ 0,08 0,61284
Lys 0,31+ 0,06 0,40+ 0,08 0,01660
Met 1,55+ 0,04 1,39+ 0,06 0,00001
Phe 0,35+ 0,04 0,36+ 0,00 0,30506
Ser 9,41+ 0,72 9,08+ 0,69 0,32096
SMM 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Thr 4,03+ 0,39 4,48+ 0,36 0,01788
Trp 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Tyr 0,27+ 0,05 0,25+ 0,04 0,49345
Val 0,97+ 0,07 1,08+ 0,06 0,00217

Tab. 8.6 Amniosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus de SALK-Kollektion und der aco2-1 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.
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Aminosauregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure aco2-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total 5,73+ 0,74 4,68+ 0,38 0,00253
Ala 0,55+ 0,04 0,14+ 0,07 0,50758
Arg 1,42+ 0,16 0,14+ 0,02 0,77721
Asn 1,85+ 0,25 1,46+ 0,13 0,00145
Asp 0,04+ 0,01 0,53+ 0,06 0,00015
GIn 0,22+ 0,07 0,14+ 0,04 0,00095
Glu 0,33+0,14 1,40+ 0,13 0,00263
Gly 0,18+ 0,02 0,10+ 0,01 0,00323
His 0,14+ 0,05 0,02+ 0,00 0,01720
lle 0,07+ 0,01 0,03+ 0,01 0,01972
Leu 0,11+ 0,01 0,02+ 0,00 0,32341
Met 0,02+ 0,01 0,01+ 0,00 0,00428
Phe 0,02t 0,00 0,07+0,01 0,00006
Ser 0,12+ 0,03 0,13+0,01 0,00181
Thr 0,46+ 0,07 0,06+ 0,01 0,00076
Trp 0,10+ 0,02 0,33+ 0,06 0,00169
Tyr 0,06+ 0,02 0,02+ 0,00 0,00532
Val 0,03+ 0,01 0,08+ 0,01 0,01803

Tab. 8.7 Aminoséauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus de SALK-Kollektion und der aco2-1 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.

Glucosinolat

Glucosingjahalt in Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]

Typ acoz-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 2,86t 0,37 2,86+ 0,31 0,99596
Total 16,58+ 2,11 16,34+ 1,80 0,78899
3MSOP 1,38t 0,16 1,35+ 0,12 0,58611
4MTB 0,17+ 0,02 0,16+ 0,04 0,70114
4MSOB 11,25+ 1,34 11,09+ 1,25 0,78864
7TMSOH 0,27+ 0,07 0,29+ 0,04 0,40848
8MSOO 1,25+ 0,33 1,43+ 0,24 0,17321
I3M 1,62+ 0,23 1,52+ 0,20 0,31307
1MOI3M 0,44+ 0,13 0,27+ 0,08 0,00274
4MOI3M 0,20+ 0,02 0,23+ 0,03 0,05055

Tab. 8.8 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco2-1 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.
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Glucosinolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

_(?J/LFI)COSII’IOBI aco2-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 37,8% 3,97 33,01+ 3,98 0,03629
Total 39,94+ 3,89 34,74+ 4,27 0,02817
30HP 0,45+ 0,07 0,41+0,10 0,33803
3BZO 2,93+ 0,26 2,56+ 0,33 0,02897
40HB 3,47+ 0,65 3,16+ 0,43 0,30243
4MTB 7,36+ 1,27 6,46+ 1,47 0,22310
4BZO 14,92+ 1,52 12,60+ 0,97 0,00429
4MSOB 0,59+ 0,19 0,61+0,12 0,81683
5MTP 0,90+ 0,07 0,81+0,12 0,09019
5BZ0O 0,08+ 0,01 0,07+0,01 0,01719
7TMTH 1,61+ 0,36 1,40+ 0,32 0,26432
7MSOH 0,36+ 0,06 0,34+ 0,07 0,58097
8MTO 2,12+ 0,45 1,75+ 0,32 0,08908
8MSOO 3,02+ 0,60 2,85+ 0,48 0,54608
I3M 2,01+0,37 1,64+ 0,35 0,06864
40HI3M 0,11+ 0,02 0,09+ 0,01 0,03530

Tab. 8.9 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco2-1 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.

8.1.4 Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren deaco3-1 Mutante

AminoséauregelalRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure aco3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 111,80+ 10,63 136,97+ 9,17 0,00017
Ala 8,40+ 0,78 10,91+0,71 0,00001
Arg 0,93+ 0,11 0,87+ 0,08 0,23278
Asn 3,24+ 1,18 4,79+ 0,44 0,00375
Asp 13,80+ 1,85 18,48+ 1,52 0,00007
GIn 38,88+ 4,67 47,64+ 4,62 0,00207
Glu 30,24+ 4,41 35,88+ 3,16 0,01079
Gly 0,60+ 0,18 1,11+ 0,21 0,00014
His 0,15+ 0,06 0,24+ 0,00 0,00043
lle 0,51+ 0,08 0,47+ 0,04 0,20107
Leu 0,56+ 0,18 0,39+ 0,06 0,02706
Lys 0,48+ 0,14 0,41+ 0,09 0,22981
Met 0,12+ 0,00 0,12+ 0,00

Phe 0,41+ 0,06 0,41+ 0,06

Ser 8,78+ 0,46 9,36+ 0,54 0,03520
SMM 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Thr 3,47+ 0,20 4,62+ 0,24 0,00000
Trp 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Tyr 0,17+ 0,06 0,23+ 0,04 0,04057
Val 1,08+ 0,14 1,07+ 0,04 0,78083

Tab. 8.10 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-1 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.
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miosauregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure aco3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
total 11,92+ 1,38 12,58+ 1,21 0,78557
Ala 0,44+ 0,08 0,42+0,14 0,78557
Arg 0,61+ 0,07 0,65+ 0,07 0,32268
Asn 2,42+ 0,38 3,04+ 0,34 0,00163
Asp 1,42+ 0,19 1,49+ 0,15 0,42277
GIn 0,15+ 0,03 0,18+ 0,05 0,22775
Glu 4,59+ 0,43 4,58+ 0,51 0,96755
Gly 0,24+ 0,04 0,26+ 0,04 0,31832
His 0,07+ 0,02 0,04+ 0,01 0,00008
lle 0,16+ 0,03 0,16+ 0,03 0,86482
Leu 0,11+ 0,04 0,10+ 0,02 0,34456
Met 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,05723
Phe 0,32+ 0,08 0,31+0,04 0,75228
Ser 0,57+ 0,08 0,59+ 0,07 0,43294
Thr 0,26+ 0,04 0,27+ 0,04 0,45345
Trp 0,18+ 0,04 0,14+ 0,03 0,01566
Tyr 0,06+ 0,01 0,05+ 0,02 0,25175
Val 0,32+ 0,08 0,31+ 0,05 0,75991

Tab. 8.11 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-1 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.

Glucosinolaliglt in Rosettenblattern [Lumol/g Blattmaterial]

Glucosinolat

Typ aco3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 19,3% 1,20 19,99+ 3,48 0,63011

Total 24,13+ 4,10 23,60+ 1,38 0,73302
3MSOP 2,07+ 0,31 1,77+0,17 0,03321
4MTB 0,27+ 0,11 0,49+ 0,12 0,00198
4MSOB 16,21+ 2,79 15,15+ 1,01 0,32972
7TMSOH 0,27+ 0,05 0,31+0,01 0,04469
8MSOO 1,17+ 0,27 1,63+0,11 0,00069
I3M 3,23+ 0,44 3,26+ 0,18 0,87042
1MOI3M 0,61+ 0,22 0,55+ 0,11 0,46744
4MOI3M 0,30+ 0,04 0,44+ 0,03 0,00000

Tab. 8.12 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-1 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.
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Glucosinolat

Ghiginolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Typ aco3-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 76,8k 18,31 74,79+ 6,97 0,74912
Total 89,77+ 19,09 88,70+ 7,81 0,87234
30HP 0,96+ 0,23 1,02+ 0,13 0,43591
3BZO 4,84+ 0,91 5,19+ 0,47 0,31159
40HB 4,81+ 1,23 5,24+ 0,63 0,34275
4MTB 27,63+ 8,42 23,96+ 3,13 0,21602
4BZ0O 17,10+ 0,55 19,37+ 1,59 0,00080
4MSOB 1,45+ 0,44 1,15+ 0,13 0,05200
5MTP 3,13+ 1,06 2,47+ 0,56 0,10133
5MSOP 0,17+ 0,04 0,15+ 0,03 0,23124
7TMTH 3,39+ 1,52 2,97+ 0,56 0,42051
7TMSOH 0,78+ 0,41 0,64+ 0,13 0,31758
8MTO 5,56+ 1,69 5,61+0,75 0,93856
8MSOO 6,98+ 2,61 7,03+ 0,97 0,95912
I3M 12,78+ 1,55 13,73+ 1,36 0,17521
40HI3M 0,17+ 0,02 0,18+ 0,03 0,49248

Tab. 8.13 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-1 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.

8.1.5Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren deraco3-2 Mutante

AminoséauregelalRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure aco3-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 145,76+ 9,69 158,52+ 10,51 0,05362
Ala 5,46+ 0,34 5,28+ 0,33 0,37267
Arg 1,26+ 0,20 1,08+ 0,00 0,04933
Asn 6,92+ 0,26 7,34+ 0,44 0,07112
Asp 20,96+ 1,65 23,52+ 1,46 0,01736
GIn 57,44+ 5,93 63,36+ 5,66 0,10744
Glu 33,12+ 2,70 36,64+ 2,38 0,03765
Gly 3,58+ 0,65 3,56+ 0,21 0,94427
His 0,12+ 0,00 0,12+ 0,00

lle 0,34+ 0,05 0,32+ 0,06 0,54901
Leu 0,26+ 0,05 0,30+ 0,07 0,25957
Lys 0,50+ 0,05 0,52+ 0,06 0,54901
Met 0,16+ 0,06 0,12+ 0,00 0,14493
Phe 0,36t 0,00 0,38+ 0,05 0,34089
Ser 9,66t 0,25 9,96+ 0,46 0,18713
SMM 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Thr 4,54+ 0,14 4,92+0,21 0,00461
Trp 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Tyr 0,24+ 0,00 0,24+ 0,00

Val 0,84+ 0,00 0,86+ 0,05 0,34089

Tab. 8.14 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-2 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.
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Amigosegehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure aco3-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 21,47+ 1,95 17,70+ 2,47 0,00641
Ala 2,27+ 0,46 2,29+ 0,32 0,90279
Arg 1,11+ 0,09 0,85+ 0,18 0,00411
Asn 2,89+ 0,27 2,23+ 0,46 0,00588
Asp 1,43+ 0,24 0,80+ 0,18 0,00005
GIn 1,06+ 0,18 0,73+0,21 0,00497
Glu 7,51+ 0,64 6,46+ 0,85 0,01915
Gly 0,71+0,12 0,63+ 0,10 0,19680
His 0,40+ 0,09 0,28+ 0,13 0,05274
lle 0,31+ 0,05 0,26+ 0,03 0,03888
Leu 0,26+ 0,04 0,23+ 0,02 0,06057
Met 0,09+ 0,03 0,07+ 0,03 0,38157
Phe 0,58t 0,07 0,46+ 0,07 0,00482
Ser 1,15+ 0,16 0,88+ 0,17 0,00850
Thr 0,59+ 0,09 0,45+ 0,07 0,00440
Trp 0,42+ 0,12 0,48+ 0,10 0,29228
Tyr 0,21+ 0,03 0,18+ 0,02 0,05236
Val 0,48+ 0,07 0,41+ 0,04 0,04448

Tab. 8.15 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-2 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.

Glucosinolat

Glucosinolaliglt in Rosettenblattern [Lumol/g Blattmaterial]

Typ aco3-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 23,74 1,10 23,88+ 1,13 0,84293
Total 27,22+ 1,12 27,58+ 1,11 0,58719
3MSOP 2,04+ 0,15 1,97+0,11 0,41135
4MTB 0,40+ 0,07 0,64+ 0,09 0,00037
4MSOB 17,82+ 1,04 17,58+ 1,10 0,71283
5MSOP 0,87 0,07 0,82+ 0,03 0,18056
7TMSOH 0,39+ 0,01 0,38+ 0,03 0,52816
8MSOO 2,23+ 0,12 2,47+ 0,15 0,00993
I3M 2,52+0,21 2,50+ 0,29 0,88361
1MOI3M 0,52+ 0,14 0,69+ 0,13 0,06360
4MOI3M 0,34+ 0,01 0,43+ 0,03 0,00008
40HI3M 0,09+ 0,01 0,08+ 0,01 0,74278

Tab. 8.16 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-2 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-TestP01.
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Glucosinolat

Glucosinolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Typ aco3-2 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 56,32 6,32 57,06+ 10,45 0,84932
Total 58,23+ 6,46 59,20+ 10,71 0,80837
30HP 0,90+ 0,25 0,70+ 0,18 0,06792
3BZO 4,24+ 0,53 4,12+ 0,78 0,68313
40HB 4,07+ 0,72 3,66+ 0,56 0,20343
4MTB 20,83+ 3,56 20,66+ 5,59 0,93323
4BZ0O 12,48+ 1,23 13,33+ 1,56 0,19991
4MSOB 1,54+ 0,51 1,30+ 0,20 0,21328
5MTP 2,14+ 0,26 2,14+ 0,41 0,96818
7TMTH 1,88+ 0,31 2,38+ 1,03 0,14120
7TMSOH 0,42+ 0,11 0,53+ 0,29 0,27781
8MTO 3,65+ 0,54 3,58+ 0,91 0,84225
8MSOO 4,17+ 0,80 4,66+ 1,70 0,40759
I3M 1,76+ 0,38 1,94+ 0,49 0,38923
40HI3M 0,15+ 0,05 0,20+ 0,05 0,03281

Tab. 8.17 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-2 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.

8.1.6 Aminoséaure- und Glucosinolat-Spektren deaco3-3 Mutante

AminosauregelimRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure aco3-3 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 121,02+ 46,38 125,18+ 9,96 0,83423
Ala 9,28+ 0,75 7,74+ 0,29 0,00083
Arg 0,60+ 0,00 0,62+ 0,05 0,34089
Asn 3,90+ 0,85 1,76+ 0,12 0,00012
Asp 22,66+ 1,61 18,24+ 2,27 0,00540
Gin 42,72+ 21,11 49,76+ 4,09 0,44120
Glu 35,33+ 1,85 32,48+ 3,95 0,17498
Gly 1,28+ 0,41 0,78+ 0,13 0,01772
His 0,26+ 0,05 0,24+ 0,00 0,34089
lle 0,42+ 0,07 0,38+ 0,05 0,25957
Leu 0,54+ 0,07 0,48+ 0,08 0,17395
Lys 0,36+ 0,00 0,34+ 0,05 0,34089
Met 0,12+ 0,00 0,12+ 0,00

Phe 0,36+ 0,00 0,36+ 0,00

Ser 8,04+ 0,38 7,62+ 0,60 0,17622
SMM 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Thr 3,62+ 0,24 3,24+ 0,15 0,00902
Trp 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Tyr 0,18+ 0,07 0,12+ 0,00 0,04933
Val 1,02+ 0,07 0,90+ 0,07 0,01012

Tab. 8.18 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-3 Mutante. Der

Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.
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Aroséuregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure aco3-3 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total 12,50+ 1,24 11,25+ 0,95 0,04087
Ala 0,37+ 0,05 0,33+ 0,09 0,39911
Arg 0,67+ 0,09 0,62+ 0,09 0,24892
Asn 2,54+ 0,32 2,09+ 0,18 0,00363
Asp 1,55+ 0,23 1,37+ 0,13 0,06752
GIn 0,19+ 0,04 0,21+0,04 0,23053
Glu 4,61+ 0,45 4,24+ 0,41 0,11593
Gly 0,37+ 0,07 0,32+ 0,08 0,22509
His 0,07+ 0,06 0,12+ 0,02 0,03940
lle 0,19+ 0,02 0,17+ 0,01 0,02394
Leu 0,13+ 0,02 0,12+ 0,01 0,40116
Met 0,01+ 0,02 0,03+ 0,01 0,06589
Phe 0,29t 0,03 0,27+ 0,03 0,20152
Ser 0,67+ 0,09 0,54+ 0,04 0,00298
Thr 0,29+ 0,03 0,28+ 0,03 0,35213
Trp 0,16+ 0,07 0,19+ 0,06 0,36886
Tyr 0,06+ 0,01 0,06+ 0,00 0,58541
Val 0,34+ 0,06 0,29+ 0,03 0,09322

Tab. 8.19 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-3 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.

Glucosinolat

Glucosingjiahalt in Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]

Typ aco3-3 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 22,93 1,10 20,41+ 1,20 0,00550
Total 26,98+ 1,86 24,11+ 1,38 0,01939
3MSOP 2,36+ 0,15 2,07+0,13 0,00948
4MTB 0,40+ 0,06 0,24+ 0,03 0,00048
4MSOB 17,95+ 0,99 16,19+ 0,95 0,01536
7TMSOH 0,42+ 0,02 0,36+ 0,02 0,00061
8MSOO 1,80+ 0,06 1,53+0,10 0,00039
I3M 3,02+ 0,48 2,75+ 0,31 0,31710
1MOI3M 0,74+ 0,34 0,71+ 0,16 0,88168
4MOI3M 0,29+ 0,02 0,24+ 0,02 0,00451

Tab. 8.20 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-3 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.
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Glucosinolat

Ghiginolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Typ aco3-3 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 70,6% 2,81 73,86+ 10,09 0,40497
Total 81,18+ 3,17 87,77+ 10,35 0,10927
30HP 0,90+ 0,12 1,00+ 0,27 0,34498
3BZO 4,95+ 0,24 5,03+ 0,74 0,78368
40HB 3,99+ 0,47 4,63+ 1,03 0,13870
4MTB 24,80+ 1,29 26,80+ 5,58 0,34135
4BZ0O 18,37+ 1,24 17,26+ 0,91 0,07306
4MSOB 1,33+ 0,19 1,23+ 0,36 0,49145
5MTP 2,14+ 0,22 2,32+ 0,39 0,28534
5MSOP 0,17+ 0,03 0,18+ 0,05 0,69356
7TMTH 2,63+ 0,23 3,03+ 0,54 0,08041
7TMSOH 0,63+ 0,14 0,71+ 0,23 0,45273
8MTO 4,51+0,71 5,00+ 0,65 0,18724
8MSOO 6,24+ 0,78 6,68+ 0,89 0,32943
I3M 10,12+ 1,18 13,70+ 1,52 0,00020
40HI3M 0,38+ 0,11 0,21+ 0,03 0,00111

Tab. 8.21 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-3 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.

8.1.7 Aminoséaure- und Glucosinolat-Spektren deaco3-4 Mutante

AminosauregéaRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure aco3-4 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 132,94+ 3,01 141,48 + 7,61 0,08726
Ala 9,77 £ 0,92 8,99 + 0,66 0,11101
Arg 0,74 + 0,05 0,72 + 0,00 0,34659
Asn 4,66 + 0,20 4,50 £ 0,20 0,16222
Asp 19,20+ 0,68 20,80 + 0,78 0,00627
Gin 48,38+ 1,61 53,44 + 3,92 0,03053
Glu 33,60 + 0,96 34,40 + 1,96 0,59271
Gly 1,56 + 0,08 1,95 +0,10 0,00018
His 0,12 + 0,00 0,12 + 0,00

lle 0,41 + 0,07 0,36 + 0,00 0,14111
Leu 0,38 + 0,05 0,35 £ 0,05 0,19502
Lys 0,36 + 0,08 0,35 £ 0,05 0,60751
Met 0,12 + 0,00 0,12 + 0,00

Phe 0,36+ 0,00 0,36 + 0,00

Ser 7,97+ 0,18 7,94 £ 0,29 1,00000
SMM 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Thr 4,20 + 0,08 4,72 + 0,48 0,00516
Trp 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Tyr 0,12 + 0,00 0,12 + 0,00

Val 0,98 + 0,05 0,96 + 0,00 0,34659

Tab. 8.22 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-4 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.
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Anhang

miosauregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure aco3-4 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 14,12+ 251 12,81 +1,61 0,18266
Ala 0,54 + 0,19 0,45 + 0,09 0,15539
Arg 0,78 + 0,35 0,82 + 0,23 0,71969
Asn 2,42+ 0,40 2,24 + 0,33 0,30412
Asp 1,64+0,10 1,45 +0,13 0,00281
Gin 0,68 + 0,52 0,50 + 0,25 0,33694
Glu 4,99 + 0,49 4,69 + 0,47 0,18100
Gly 0,38 + 0,15 0,28 + 0,04 0,04766
His 0,10 + 0,03 0,08 + 0,01 0,06507
lle 0,23 + 0,08 0,21 + 0,04 0,35962
Leu 0,18 + 0,09 0,16 + 0,04 0,50698
Lys 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,06290
Met 0,33 +0,04 0,29 +0,03 0,03634
Phe 0,81+ 0,22 0,71 +0,13 0,23933
Ser 0,40+ 0,10 0,35 + 0,05 0,18235
SMM 0,14 + 0,02 0,13 + 0,02 0,10570
Thr 0,08 + 0,02 0,07 + 0,02 0,58498
Trp 0,42 + 0,15 0,37 + 0,08 0,35067
Tyr 14,12 + 2,51 12,81 +1,61 0,18266
Val 0,54 +0,19 0,45 + 0,09 0,15539

Tab. 8.23 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der aco3-4 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.

Glucosintglahalt in Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]

%L:)cosmolat aco3-4 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 20,4% 1,22 20,26+ 0,67 0,73200
Total 23,71+ 1,47 24,11+ 0,80 0,57697
3MSOP 1,85+ 0,14 1,77+ 0,09 0,28289
4AMTB 0,37+ 0,06 0,68+ 0,07 0,00046
4MSOB 15,98+ 1,02 15,62+ 0,52 0,46353
7MSOH 0,34+ 0,02 0,31+ 0,02 0,02987
8MSOO 1,91+ 0,14 1,86+ 0,10 0,51310
I3M 2,36+ 0,14 2,57+0,20 0,05772
1MOI3M 0,57+ 0,19 0,85+ 0,23 0,04663
4MOI3M 0,33+ 0,01 0,43+ 0,01 0,00000

Tab. 8.24 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-4 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test(P01.
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Glucosinolat

Gasinolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Typ aco3-4 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 84,22 8,40 82,77+ 9,93 0,74454
Total 97,89+ 8,65 95,80+ 10,80 0,66727
30HP 1,14+ 0,27 1,25+ 0,36 0,44361
3BZO 5,83+ 0,43 5,92+ 0,64 0,61749
40HB 5,49+ 1,18 5,42+ 1,20 0,89442
4MTB 33,37+ 4,26 32,16+ 4,79 0,55598
4BZ0O 15,71+ 1,36 14,55+ 1,84 0,15966
4MSOB 2,06+ 0,55 2,23+ 0,64 0,55131
5MTP 2,51+ 0,50 2,49+ 0,60 0,84735
5MSOP 0,18+ 0,06 0,21+ 0,06 0,44211
7TMTH 3,40+ 0,53 3,49+ 0,68 0,76313
7TMSOH 0,81+ 0,23 0,87+ 0,24 0,61302
8MTO 5,95+ 0,72 6,10+ 1,07 0,63340
8MSOO 7,78+ 1,26 8,08+ 1,60 0,66206
I3M 13,20+ 1,53 12,82+ 2,09 0,72401
40HI3M 0,47+0,12 0,21+ 0,05 0,00001

Tab. 8.25 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der aco3-4 Mutante. Der
Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Mutasignifikant unterschiedlich, wenn im t-Test@R01.

8.1.8Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren delipmi ssu2-1 Mutante

AminoséauregelalRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure ipmi ssu2-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 160,17 + 4,65 153,29+ 4,94 0,03335
Ala 8,73 £ 0,63 6,65 + 0,40 0,00007
Arg 0,71 £0,22 0,92 + 0,27 0,17206
Asn 7,78 £0,52 7,21 +£0,41 0,06844
Asp 21,14 + 0,74 22,64 + 0,70 0,00532
Gin 75,61 +2,34 62,48 + 2,98 0,00001
Glu 17,19+ 1,16 22,34 +1,37 0,00003
Gly 1,96 £ 0,23 1,93 +0,13 0,81815
His 0,44 +0,13 0,19 + 0,15 0,00924
lle 0,48 £0,13 0,56 £ 0,24 0,46270
Leu 0,59 £0,14 0,77 £0,22 0,16648
Lys 5,52 £ 0,35 5,97 £0,49 0,09559
Met 0,03 £0,01 0,04 £0,01 0,50765
Phe 0,58 £ 0,15 0,58 £ 0,20 0,95829
Ser 10,61 £ 0,40 13,07 £ 0,20 0,00000
SMM 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

Thr 6,95 £ 0,36 6,04 £ 0,30 0,00104
Trp 0,14 £ 0,05 0,13 £ 0,02 0,46196
Tyr 0,49 £ 0,08 0,51 £ 0,09 0,79825
Val 1,30 £ 0,21 1,43 £ 0,29 0,38692

Tab. 8.26 Aminoséauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der ipmi ssu2-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Ehite signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesDR1.
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Amsauregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure ipmi ssu2-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 14,61+ 1,16 12,94 + 0,63 0,00346
Ala 0,86 + 0,08 0,74 + 0,06 0,00394
Arg 0,73 £ 0,07 0,57 £ 0,26 0,07887
Asn 1,54 £0,15 1,37 £0,11 0,02611
Asp 1,98 £0,19 1,73 +0,12 0,00610
Gin 0,24 +0,10 0,19 + 0,06 0,22981
Glu 3,52 +0,28 3,03 +0,23 0,00177
Gly 0,54 + 0,09 0,47 £ 0,02 0,05913
His 0,16 + 0,02 0,15 +0,01 0,18971
lle 0,39 + 0,04 0,34 + 0,02 0,00271
Leu 0,80 + 0,08 0,75 + 0,08 0,18552
Lys 0,55 + 0,07 0,53 + 0,06 0,50115
Met 0,14 +£0,02 0,14 +£0,02 0,89243
Phe 0,62 + 0,06 0,60 +£0,10 0,54134
Ser 0,80 + 0,08 0,70 £ 0,04 0,00982
SMM 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

Thr 0,46 + 0,05 0,39 £0,01 0,00664
Trp 0,55 + 0,07 0,59 + 0,05 0,20492
Tyr 0,13 £0,01 0,13 £ 0,05 0,96804
Val 0,61 + 0,06 0,52 +0,03 0,00321

Tab. 8.27 Aminoséauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der ipmi ssu2-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Ehite signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesDR1.

Glucosinglahbalt in Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]

%L:)cosmolat ipmi ssu2-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 28,8% 2,29 29,64+ 1,95 0,54227
Total 32,15+ 2,67 33,44+ 2,00 0,38563
3MSOP 2,93t 0,23 2,65+ 0,19 0,05479
4AMTB 0,27+ 0,06 0,22+ 0,02 0,10980
4MSOB 22,45+ 1,94 22,84+ 1,59 0,72049
7MSOH 1,01+ 0,04 1,11+ 0,08 0,01320
8MSOO 0,77+ 0,07 0,52+ 0,06 0,00007
I3M 1,42+0,12 2,30+ 0,17 0,00000
1MOI3M 2,14+ 0,22 2,51+0,27 0,02504
4MOI3M 0,77+ 0,33 0,86+ 0,33 0,62430

Tab. 8.28 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausler SALK-Kollektion und der ipmi ssu2-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und hte signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesD®1.
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Glucosinolat

Gasinolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Typ ipmi ssu2-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 75,23 8,27 56,59+ 9,80 0,00071
Total 87,28+ 8,15 66,12+ 10,26 0,00026
30HP 0,83+ 0,17 0,48+ 0,12 0,00030
3BZO 6,29+ 0,72 4,01+ 0,58 0,00000
40HB 4,59+ 0,58 3,05+ 0,50 0,00004
4MTB 30,69+ 4,41 18,11+ 4,60 0,00004
4BZ0O 15,42+ 0,83 16,77+ 0,62 0,00243
4MSOB 0,92+ 0,38 0,61+0,24 0,07669
5MTP 3,36+ 0,37 2,30+ 0,37 0,00004
5MSOP 0,18+ 0,06 0,11+ 0,02 0,01359
7TMTH 4,62+ 0,94 2,53+ 1,05 0,00063
7TMSOH 1,18+ 0,37 0,49+ 0,17 0,00034
8MTO 2,81+ 0,42 3,52+ 1,36 0,14034
8MSOO 4,34+ 0,83 4,60+ 1,57 0,65816
I3M 12,05+ 3,95 9,52+ 1,49 0,13039

Tab. 8.29 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der ipmi ssu2-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Ehite signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesDR1.

8.1.9 Aminoséaure- und Glucosinolat-Spektren deipmi ssu3-1 Mutante

AminosauregéaRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure ipmi ssu3-1 Aral?ldop5|§ t-Test
Wassilewskija
Total 198,36 + 21,03 225,00 + 24,16 0,01191
Ala 9,25 + 1,04 10,42 £ 1,13 0,01778
Arg 0,82 + 0,07 0,82 + 0,05 0,82909
Asn 7,17 £1,08 6,73 £0,63 0,26553
Asp 17,20 £ 1,44 17,86 £ 1,98 0,38042
Gin 106,88 + 13,97 125,95+ 16,35 0,00788
Glu 33,92 + 2,69 36,58 + 3,98 0,07777
Gly 2,99 £ 0,66 5,65 + 1,95 0,00025
His 0,25 £ 0,09 0,29 £ 0,06 0,26196
lle 0,41 +£0,08 0,40 £ 0,06 0,73419
Leu 0,56 £ 0,12 0,53 £ 0,06 0,45000
Lys 0,29 £ 0,08 0,25 + 0,04 0,21856
Met 0,24 +£0,00 0,23 £ 0,04 0,26371
Phe 0,45 £ 0,07 0,50 £ 0,05 0,06711
Ser 12,00 + 1,43 12,35+ 0,93 0,51158
SMM 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Thr 4,72 + 0,38 5,02 +0,51 0,12104
Trp 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Tyr 0,26 +0,11 0,23 + 0,09 0,47707
Val 1,15 + 0,16 1,21 +£0,11 0,32955

Tab. 8.30 Aminoséduregehalt im Wildtyp (Wassilewska) aus der FLAG-Kollektion und der ipmi ssu3-1
Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tihte signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test
P<0,01.
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Amosauregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure ipmi ssu3-1 Arab!dopss__ t-Test
Wassilewskija

Total 8,01+1,18 6,82 + 0,57 0,03452
Ala 0,23 £ 0,05 0,23 £ 0,07 0,84626
Arg 0,44 £0,14 0,36 + 0,03 0,15090
Asn 1,11+ 0,27 0,79 + 0,05 0,00878
Asp 1,13+ 0,22 0,98 +0,11 0,12372
Gin 0,23+0,13 0,15 + 0,04 0,14374
Glu 2,55+0,31 2,36 + 0,22 0,19363
Gly 0,35+ 0,08 0,26 + 0,04 0,02758
His 0,09 + 0,04 0,08 + 0,02 0,63458
lle 0,17 £ 0,01 0,14 + 0,01 0,00058
Leu 0,10+ 0,01 0,08 + 0,01 0,00833
Met 0,02+ 0,01 0,02 + 0,01 0,74317
Phe 0,22+ 0,04 0,20 + 0,02 0,20947
Ser 0,42+ 0,07 0,31 + 0,03 0,00175
Thr 0,19 + 0,03 0,16 + 0,02 0,01545
Trp 0,52 +0,17 0,50 +£0,13 0,80593
Tyr 0,07 £0,01 0,06 + 0,01 0,16469
Val 0,17 £ 0,03 0,14 + 0,01 0,12079

Tab. 8.31 Aminosduregehalt im Wildtyp (Wassilewska) aus der FLAG-Kollektion und der ipmi ssu3-1

Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tishte signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test

P<0,01.

Glucosinglabalt in Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]
Glucosinolat N Arabidopsis
Typ pmi ss3-1 Wassileveskija t-Test
Total Met GS 19,0& 3,03 20,51+ 2,24 0,21961
Total 21,16+ 3,18 23,61+ 2,44 0,05629
3MTP 0,16+ 0,11 0,35+ 0,05 0,00003
3MSOP 16,34 2,69 17,63+ 2,04 0,21142
4MSOB 0,40+ 0,02 0,41+ 0,03 0,17407
7TMSOH 0,16+ 0,03 0,12+ 0,02 0,00024
8MSOO 2,03+ 0,42 1,99+ 0,20 0,79748
I13M 1,61+0,24 2,51+ 0,52 0,00002
1MOI3M 0,28+ 0,10 0,37+0,11 0,05155
4MOI3M 0,19+ 0,03 0,19+ 0,02 0,46047
40HI3M 0,02+ 0,01 0,04+ 0,01 0,00003

Tab. 8.32 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Wassilewsiia) aus der FLAG-Kollektion und der ipmi ssu3-1

Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tihte signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test

P<0,01.
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Glugadatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Glucosinolat N Arabidopsis

Typ pmi ss3-1 Wassile\r/Jskija t-Test
Total Met GS 9,26t 0,56 7,01+ 0,60 0,00611
Total 74,76+ 4,45 56,52+ 4,78 0,00586
30HP 3,58+ 0,40 3,20+ 0,32 0,38138
3MTP 36,04+ 1,82 25,38+ 2,34 0,00704
3BZO 11,80+ 0,56 10,81+ 0,66 0,02458
3MSOP 4,80t 1,64 1,90+ 0,82 0,03460
7TMTH 2,28+ 0,37 1,72+ 0,35 0,08291
7MSOH 0,36+ 0,06 0,27+0,10 0,24668
8MTO 9,84+ 2,02 8,38+ 0,89 0,23729
8MSOO 5,40+ 0,90 4,41+ 0,87 0,26415
I3M 0,65+0,11 0,45+ 0,04 0,00362

Tab. 8.33 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Wassilewsiia) aus der FLAG-Kollektion und der ipmi ssu3-1

Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und tithte signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test

P<0,01.

8.1.10Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren delipmi Isu-1 Mutante

AminosauregéaRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure ipmi Isu-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 225,75+ 9,42 221,01 +12,05 0,42782
Ala 6,13 + 0,19 6,82 + 0,50 0,00559
Arg 0,81 + 0,05 0,92 + 0,09 0,01870
Asn 9,46 + 0,66 9,74 +£ 0,66 0,45357
Asp 23,45+ 0,94 20,71 +£1,22 0,00050
Gin 121,65+ 6,39 120,96 + 7,60 0,85802
Glu 38,13+1,73 34,97 +1,74 0,00524
Gly 4,29 +0,41 6,64 £0,74 0,00001
His 0,40 £ 0,04 0,41 £ 0,05 0,55172
lle 0,29 £ 0,00 0,29 + 0,00

Leu 0,29 £ 0,00 0,30 £ 0,04 0,33705
Lys 0,67 £ 0,06 0,62 £ 0,05 0,07873
Met 0,41 +£0,07 0,19 £ 0,00 0,00000
Phe 0,44 £ 0,05 0,45 £ 0,05 0,61101
Ser 12,62 + 0,66 11,25 + 0,47 0,00076
SMM 0,19 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00000
Thr 5,12 + 0,20 5,25 + 0,38 0,41239
Trp 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Tyr 0,10 + 0,00 0,10 £ 0,00

Val 0,96 + 0,00 0,92 + 0,08 0,17512

Tab. 8.34 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der ipmi Isu-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Ehite signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesDR1.
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Amosauregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure ipmi lsu-1 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total 11,77 £ 1,53 12,92 +1,50 0,15501
Ala 1,18 £ 0,37 1,02 £ 0,07 0,27747
Arg 0,71 +0,12 0,66 + 0,05 0,31421
Asn 2,40+ 0,42 2,60 £ 0,22 0,27308
Asp 0,72+0,17 1,01 £0,20 0,00710
Gin 0,62 + 0,07 0,68 + 0,06 0,08347
Glu 3,35+ 0,53 3,73+0,16 0,09606
Gly 0,35+0,10 0,48 + 0,25 0,17231
His 0,40 + 0,05 0,40 + 0,03 0,98694
lle 0,19 + 0,03 0,20 + 0,07 0,78330
Leu 0,13+0,02 0,16 + 0,10 0,36907
Met 0,02 + 0,01 0,04 + 0,01 0,00017
Phe 0,33+ 0,05 0,33 £ 0,06 0,95247
Ser 0,51+ 0,08 0,63 £0,43 0,39583
Thr 0,18 £ 0,03 0,26 £ 0,12 0,09601
Trp 0,29 + 0,04 0,28 + 0,06 0,71480
Tyr 0,10 £ 0,02 0,12 + 0,06 0,27826
Val 0,29 £ 0,05 0,32 £0,10 0,37505

Tab. 8.35 Aminoséauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr SALK-Kollektion und der ipmi Isu-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und hte signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesD®1.

Glucosingjahalt in Rosettenblattern [Lumol/g Blattmaterial]

_(?J/LFI)COSII’IOBI ipmi lsu-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 38,5k 2,94 40,85+ 2,95 0,16238
Total 48,16+ 3,49 47,16+ 3,04 0,57892
3MSOP 23,08t 1,89 3,51+0,32 0,00000
4MTB 0,59+ 0,06 2,47+ 0,26 0,00000
4MSOB 14,26+ 1,12 29,64+ 2,22 0,00000
5MSOP 0,29+ 0,03 1,04+ 0,08 0,00000
7TMSOH 0,15+ 0,02 0,58+ 0,03 0,00000
8MSOO 0,05+ 0,02 3,54+ 0,24 0,00000
4MP 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

5MH 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

I3M 6,65+ 0,47 4,11+ 0,27 0,00000
1MOI3M 2,24+ 0,60 1,50+ 0,59 0,03714
4MOI3M 0,76+ 0,06 0,70+ 0,05 0,07192
40HI3M 0,08+ 0,06 0,06+ 0,02 0,41739

Tab. 8.36 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausder SALK-Kollektion und der ipmi Isu-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Ehite signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesDR1.
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Ghiginolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Glucosinolat

Typ ipmi lsu-1 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 153,5% 12,41 128,61+ 21,74 0,01168
Total 160,33+ 13,15 134,19+ 22,14 0,01052
30HP 30,05+ 3,15 2,57+ 0,50 0,00000
3MTP 9,58+ 2,75 0,07+ 0,05 0,00000
3BzZO 48,25+ 3,74 8,06+ 1,17 0,00000
3MSOP 2,71+ 1,25 0,01+ 0,02 0,00006
40HB 6,46+ 0,96 9,50+ 1,71 0,00048
4MTB 41,31+ 4,88 53,91+ 12,07 0,01241
4BZO 6,82+ 0,93 22,71+ 1,36 0,00000
4MSOB 3,61+ 1,17 2,63+ 0,45 0,05484
5MTP 3,16+ 1,00 4,93+ 0,93 0,00274
7TMTH 0,85+ 0,10 5,22+ 1,03 0,00000
7TMSOH 0,35+ 0,06 1,20+ 0,32 0,00000
8MTO 0,10+ 0,06 7,67+1,50 0,00000
8MSOO 0,26+ 0,06 10,14+ 2,10 0,00000
I3M 6,63+ 0,85 5,44+ 2,15 0,15028
40HI3M 0,19+ 0,03 0,14+ 0,05 0,01631

Tab. 8.37 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) augsler SALK-Kollektion und der ipmi Isu-1 Mutante.
Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp und Ehite signifikant unterschiedlich, wenn im t-TesDR1.

8.1.11Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren delipmi Isu-2 Mutante

AminosauregelalRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure ipmi lsu-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 161,46 + 9,05 165,82 + 17,87 0,54039
Ala 6,44 £ 0,61 6,25 £ 1,02 0,66031
Arg 0,60 + 0,09 0,56 + 0,08 0,38723
Asn 4,89 + 0,43 4,42 +0,83 0,16539
Asp 16,92 £ 0,88 17,57 £ 1,36 0,26208
Gin 82,92 + 6,13 90,34 + 13,14 0,16185
Glu 30,96 £ 1,12 29,09 + 1,92 0,02696
Gly 1,07 £ 0,49 0,89 + 0,58 0,50414
His 0,29 + 0,06 0,36 + 0,08 0,04502
lle 0,30 + 0,06 0,29 + 0,06 0,69299
Leu 0,36 + 0,00 0,36 + 0,00 1,00000
Lys 0,36 + 0,00 0,34 + 0,05 0,20110
Met 0,18 + 0,06 0,12 + 0,00 0,00881
Phe 0,32 + 0,06 0,31 + 0,06 0,92005
Ser 10,85 + 0,68 9,80 + 0,65 0,00441
SMM 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00

Thr 3,87 +0,18 3,90 + 0,45 0,86180
Trp 0,05 + 0,06 0,01 £ 0,04 0,18294
Tyr 0,24 + 0,06 0,31 +£ 0,06 0,02823
Val 0,87 + 0,06 0,90 + 0,06 0,30750

Tab. 8.38 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) undder ipmi Isu-2 Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist
zwischen Wildtyp und Mutante signifikant untersehieh, wenn im t-Test £0,01.
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Aroséuregehalt in Samen [nmol/mg Samen]

Aminosaure ipmi lsu-2 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total 47,67 + 26,02 23,30 + 8,07 0,07159
Ala 2,28 £0,91 1,73 £0,59 0,30205
Arg 2,19 £ 0,60 1,30 £ 0,20 0,00885
Asn 5,58+ 1,68 3,37 +£0,34 0,01242
Asp 2,56+ 0,28 1,88 £ 0,55 0,04109
Gin 537+1,91 3,24 + 0,69 0,03742
Glu 9,49 + 3,40 6,90 + 1,59 0,23389
Gly 1,58 £0,11 1,78 £ 0,41 0,44710
His 0,87 + 0,37 0,39 + 0,10 0,01462
lle 0,68 + 0,08 0,76 +£0,17 0,49033
Leu 0,49+ 0,04 0,65 + 0,25 0,33108
Met 0,17 + 0,07 0,08 + 0,02 0,01976
Phe 0,64+ 0,04 0,55 + 0,07 0,07569
Ser 2,40+ 0,55 1,94 + 0,35 0,16121
Thr 0,93+0,25 0,78 £0,15 0,29836
Trp 1,02+£0,32 0,58 £ 0,10 0,01167
Tyr 0,29 £ 0,02 0,22 +£ 0,06 0,10460
Val 1,15+0,11 1,17 + 0,27 0,90076

Tab. 8.39 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) und @r ipmi Isu-2 Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist
zwischen Wildtyp und Mutante signifikant untersehieh, wenn im t-Test £0,01.

Glucosinolaliglt in Rosettenblattern [Lumol/g Blattmaterial]

_(?J/LFI)COSII’IOBI ipmi lsu-2 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 16,02 1,81 17,62+ 1,96 0,08810
Total 20,70+ 2,82 21,83+ 2,23 0,34357
3MSOP 7,29 0,94 1,67+0,20 0,00000
4MTB 0,19+ 0,04 0,23+ 0,07 0,11009
4MSOB 8,10+ 0,90 13,80+ 1,58 0,00000
7TMSOH 0,24+ 0,03 0,30+ 0,05 0,00770
8MSOO 0,21+ 0,03 1,61+ 0,37 0,00000
I3M 2,88+0,72 2,76+ 0,50 0,66708
1MOI3M 1,36+ 0,70 1,08+ 0,54 0,33564
4MOI3M 0,38+ 0,05 0,34+ 0,05 0,09851
40HI3M 0,07+ 0,03 0,04+ 0,01 0,03695

Tab. 8.40 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) undder ipmi Isu-2 Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist
zwischen Wildtyp und Mutante signifikant untersehieh, wenn im t-Test £0,01.
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luGosinolatgehalt in Samen [umol/g Samen]

Typ ipmi lsu-2 Arabidopsis Col-0 t-Test

Total Met GS 74,93 8,76 44,92+ 7,02 0,00004
Total 78,40+ 9,51 47,83+ 7,34 0,00005
30HP 8,96+ 1,22 0,81+ 0,19 0,00000
3MTP 3,60+ 2,34 0,00+ 0,00 0,00046
3BzZO 18,45+ 1,59 3,15+ 0,48 0,00000
3MSOP 2,53t 1,45 0,12+ 0,04 0,00026
40HB 4,38+ 1,67 4,31+ 0,58 0,90124
4MTB 26,82+ 8,01 13,84+ 3,83 0,00185
4BZO 4,40+ 2,78 12,29+ 0,66 0,00000
4MSOB 3,71+ 1,64 1,68+ 0,67 0,00745
5MTP 0,89+ 0,11 1,29+ 0,24 0,00885
7TMTH 0,56+ 0,14 1,62+ 0,35 0,00012
7TMSOH 0,25+ 0,07 0,51+0,14 0,00603
8MTO 0,15+ 0,03 1,95+ 0,62 0,00014
8MSOO 0,23+ 0,05 3,37+ 0,75 0,00001
I3M 3,47+0,82 2,78+ 0,43 0,06454
40HI3M 0,00+ 0,00 0,13+ 0,03 0,00001

Tab. 8.41 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) undder ipmi Isu-2 Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist

zwischen Wildtyp und Mutante signifikant untersehieh, wenn im t-Test £0,01.

8.1.12Aminosaure- und Glucosinolat-Spektren delipmi Isu-3 Mutante

AminosauregelimRosettenblattern [nmol/mg Blattmaterial]

Aminosaure ipmi Isu-3 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total 177,58 + 19,88 154,83 + 13,47

Ala 7,39 £1,16 7,28 £1,16 0,83282
Arg 0,72 £ 0,00 0,61 +£0,11 0,00188
Asn 3,88 £ 0,28 3,08 £ 0,33 0,00001
Asp 21,44 +2,79 17,76 £ 1,71 0,00164
Gin 88,16 + 9,44 79,68 + 6,21 0,00788
Glu 33,92 £ 2,69 36,58 + 3,98 0,02456
Gly 1,25 + 0,45 1,42 +£0,35 0,35468
His 0,45 + 0,07 0,25 + 0,07 0,00000
lle 0,32 + 0,06 0,29 + 0,08 0,30725
Leu 0,37 £ 0,10 0,38 + 0,17 0,80811
Lys 0,46 + 0,07 0,17 + 0,28 0,00249
Met 0,39 + 0,07 0,18 + 0,06 0,00000
Phe 0,37 + 0,06 0,31 + 0,08 0,07673
Ser 10,40 + 0,85 9,98 + 0,86 0,26763
SMM 0,26 + 0,05 0,00 + 0,00 0,00000
Thr 5,08 + 0,23 4,51 £ 0,46 0,00130
Trp 0,07 £ 0,06 0,00 + 0,00 0,00000
Tyr 0,20 + 0,08 0,25 + 0,04 0,06946
Val 1,27 + 0,08 0,84 + 0,14 0,00000

Tab. 8.42 Aminosauregehalt im Wildtyp (Col-0) aus dr GABI Kat-Kollektion und der ipmi Isu-3
Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp undtihte signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test
P<0,01.
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Glucosinolat

Glucosinolatgéthn Rosettenblattern [umol/g Blattmaterial]

Typ ipmi Isu-3 Arabidopsis Col-0 t-Test
Total Met GS 16,05 1,04 15,17+ 1,32 0,14460
Total 20,19+ 1,16 17,67+ 1,43 0,00098
3MSOP 12,39+ 0,84 1,36+ 0,13 0,00000
4MTB 0,09+ 0,01 0,33+ 0,04 0,00000
4MSOB 3,57+ 0,23 11,43+ 0,99 0,00000
7TMSOH 0,01+ 0,00 0,28+ 0,03 0,00000
8MSOO 0,00+ 0,00 1,76+ 0,18 0,00000
I3M 3,13+ 0,13 1,89+ 0,15 0,00000
1MOI3M 0,61+0,14 0,31+ 0,05 0,00001
4MOI3M 0,39+ 0,04 0,29+ 0,03 0,00001
40HI3M 0,01+ 0,01 0,01+ 0,00 0,03881

Tab. 8.43 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) augsler GABI Kat-Kollektion und der ipmi Isu-3
Mutante. Der Glucosinolatgehalt ist zwischen Wildtyp undtihte signifikant unterschiedlich, wenn im t-Test

P<0,01.

GlucosinolatgehalSamen [umol/g Samen]
Glucosinolat ipmi Isu-3 Arabidopsis Col-0
Typ
Total Met GS 63,11 65,23
Total 67,58 69,28
30HP 17,51 0,89
3MTP 3,47 0,00
3BZO 21,63 4,39
3MSOP 1,19 0,00
40HB 2,82 4,66
AMTB 12,97 22,28
4BZO 2,04 15,66
4MSOB 1,28 0,88
5MTP 0,00 2,05
7TMTH 0,12 3,72
7MSOH 0,00 0,77
8MTO 0,07 4,00
8MSOO 0,00 5,93
I3M 4,31 3,87
40HI3M 0,16 0,17

Tab. 8.44 Glucosinolatgehalt im Wildtyp (Col-0) ausler GABI Kat-Kollektion und der ipmi Isu-3
Mutante. Hierbei wurden die Samen einer Pflanze untersucht.

138



Anhang

8.2 Kinetiken mit rekombinantem AtBCAT3-Protein

Darstellung der Aminierungskinetiken mit Ketomethidbutyrat (A), Ketoisocaproat (B),
Ketomethylvalerat (C) und Ketoisovalerat (D). Esrdau jeweils die Substratkonzentration
gegen die Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragenefggt sich mit jedem Substrat eine
typische Michaelis-Menten-Kinetik
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8.3 Aminosauremetabolismus in hoheren Pflanzen
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8.4 Abklrzungen

% Prozent

# Nummer

O ungefahr

3- Hydroxyterminus der Nukleinséduren
5- Phosphatterminus der Nukleinsduren
Abb. Abbildung

A. thaliana Arabidopsis thaliana

AtBCAT Branched-Chain Aminotransferase @uabidopsis thaliana
bidest. Bidestilliertes Wasser

bp Basenpaare

°C Grad Celsius

cDNA Copy DNA

cm Zentimeter

C-Terminus Carboxylterminus von Proteinen

d Tag

Da Dalton

DNA Desoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiotreithol

g Gravitationskonstante

h Stunde

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

I Liter

UE Mikro-Einstein

Hg Mikrogramm

ul Mikroliter

Hm Mikrometer

M Molar

mg Milligramm

min Minute

mi Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

mOsm Milliosmol

MPa Megapascal

MRNA Messenger RNA

msec Millisekunde

N Normalitat

ng Nanogramm

nm Nanometer

N-Terminus Stickstoffterminus von Proteinen
oD Optische Dichte

P Wahrscheinlichkeit

RNA Ribonucleic Acid, Ribonukleinsaure
rRNA Ribosomale RNA
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rpm
RT

sec
sd

Tab.

viv
wiv

Rounds Per Minute
Raumtemperatur

Sekunde
Standardabweichung
Tabelle

Unit

Volumen / Volumen
Gewicht / Volumen
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