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Zusammenfassung 
 
 
 
In Arabidopsis wurden aufgrund von Sequenzhomologien drei Gene identifiziert, die putativ 

für Isoformen des Eingangsenzyms des Shikimatwegs, die 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat 

7-phosphat-Synthase (DAHPS) kodieren. In einer Reihe von Arbeiten konnte bereits gezeigt 

werden, dass diese Gene transkribiert und sehr unterschiedlich reguliert werden. In dieser 

Arbeit wurde nun erstmals durch heterologe Expression nachgewiesen, dass alle drei für 

funktionelle DAHPS kodieren. Die Expressionsdaten weisen darauf hin, dass die drei DAHPS 

unterschiedliche Funktionen erfüllen. So werden die DAHP-Synthasen 1 und 3 durch 

Stressfaktoren wie Pathogenbefall, UV-Licht, Ozon oder Verwundung in ihrer Expression 

induziert, die Expression der DAHP-Synthase 2 hingegen bleibt meist fast unverändert. Ob 

diese Regulation der drei Gene jedoch nur zu unterschiedlichen Mengen an DAHPS-Enzym 

führt, oder ob sich die drei Enzyme auch biochemisch unterscheiden, war bisher unbekannt. 

Bei der Analyse der biochemischen Eigenschaften der heterolog in E. coli exprimierten 

Enzyme weisen die drei Isoenzyme sehr viele Ähnlichkeiten auf. Alle drei Isoformen werden 

durch reduziertes Thioredoxin aktiviert, so dass ihre Aktivität vermutlich auch in vivo einer 

Redoxregulation unterliegt. Sie werden alle deutlich durch Manganionen aktiviert und durch 

höhere Konzentrationen von Magnesiumionen in schwächerem Maße. Alle drei Enzyme 

finden in einem Temperaturbereich zwischen 40 und 45°C sowie bei pH 7,0 optimale 

Bedingungen und sie verwenden alle ausschließlich E4P neben PEP als Substrat. Trotz dieser 

Gemeinsamkeiten deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass der DAHP-Synthase 3 

eine zentrale Rolle unter den drei Isoformen zukommt. Ihr pH-Optimum ist breiter als das der 

anderen beiden Isoformen und sie zeigt auch noch bei pH 6,0 optimale Aktivität während die 

anderen beiden Enzyme bei diesem pH-Wert in ihrer Aktivität schon stark abfallen. Die 

maximale Reaktionsgeschwindigkeit der DHS3 liegt signifikant höher als die der DAHP-

Synthasen 1 und 2. Während die Isoformen 1 und 2 in ihrer Aktivität durch Phenylalanin oder 

Tryptophan aktiviert werden, zeigt sich die Isoform 3 unbeeinflusst durch die aromatischen 

Aminosäuren. Darüber hinaus zeigen die Expressionsstudien in Blatt- und Wurzelmaterial, 

dass die DAHP-Synthase 3 in beiden Geweben deutlich stärker exprimiert ist als die anderen 

beiden Isoenzyme. Diese Ergebnisse unterstreichen die Befunde der Transkriptionsanalysen, 

in denen sich dieses Enzym als stressinduziert erwies. Als Reaktion auf Stress werden diverse 

Sekundärmetabolite synthetisiert für die unter Stresseinwirkung innerhalb kurzer Zeit große 

Mengen an Chorismat bereitgestellt werden müssen. Diese Aufgabe kann die DAHP-Synthase 
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3 mit ihrer hohen maximalen Aktivität und ihrer erhöhten Unabhängigkeit gegenüber den 

umgebenden pH-Bedingungen, sowie ihrer hohen Expression in Wurzel und Spross gut 

erfüllen. Eine Co-Expressionsanalyse zeigt ebenfalls die starke Verknüpfung der Expression 

dieser Isoform mit Enzymen des Phenylpropanoidweges, in dem eine Vielzahl von 

Sekundärmetaboliten synthetisiert wird. Die Co-Expressionsanalyse für die DAHP-Synthase 1 

weist eher auf eine Verbindung zur Tryptophan- und Auxin-Biosynthese hin, so dass diese 

Isoform möglicherweise über den Tryptophan- und Auxinbedarf reguliert wird. 

Eine vergleichende Analyse von Wildtyp-Pflanzen (Col-0) und Knockout-Mutanten zur 

weiterführenden Klärung der unterschiedlichen Funktionen für die verschiedenen DAHP-

Synthasen ergab bei der Anzucht unter Standardbedingungen phänotypisch keine 

Unterschiede. Nur die Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 2 weist auf 

Metabolitenebene einen signifikant deutlich erhöhten Gehalt an Phenylalanin und einen leicht 

erhöhten Gehalt an Tryptophan im Vergleich zum Wildtyp und den anderen Knockout-

Mutanten auf. Unter veränderten Anzuchtbedingungen werden jedoch phänotypische 

Unterschiede zwischen dem Wildtyp und einigen Knockout-Pflanzen sichtbar. Sowohl bei 

einem Wechsel der Tag/Nacht-Rhythmik zu einer Dauerbelichtung sowie beim Transfer in 

eine kalte Umgebungstemperatur von 10°C wiesen Knockout- und Wildtyp-Pflanzen 

deutliche Unterschiede auf. Unter Dauerbelichtung zeigen die Wildtyp-Pflanzen im 

Gegensatz zu den Mutanten eine signifikant höhere Zunahme des Frischgewichts. Bei Kälte 

zeigt die Doppelmutante die höchste Zunahme an Frischgewicht im Vergleich zu den 

Wildtyp- und anderen Knockout-Pflanzen. Die in dieser Arbeit ermittelten Parameter, wie 

Ammonium- und Phenolgehalte sowie Aminosäurekonzentrationen erklären die deutlich 

veränderten Wachstumsreaktionen auf die veränderten Umweltbedingungen nicht und 

verweisen auf eine komplexere Funktion der DAHPS Isoformen als bisher angenommen. 
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Summary 
 
 

Based on sequence homology one identified in Arabidopsis three genes that code for putative 

isoforms of the entry enzyme of the shikimate pathway 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-

phosphate synthase (DAHPS). In several investigations one already showed that these 

enzymes are transcripted and very differently regulated. In this work it is demonstrated for the 

first time that all three genes actually code for functional DAHPS. The expression data 

indicate that the three DAHPS fulfil different functions. While the expression of DAHP-

synthases 1 and 3 is induced by stress factors like pathogens, UV-light, ozon and wounding, 

the expression of DAHP-synthase 2 is nearly unaffected. If this regulation of the three genes 

only leads to a different amount of enzyme or if there are also differences in their biochemical 

characteristics was so far unknown.  

The analysis of the biochemical characteristics of the three enzymes, that were heterologously 

expressed in E. coli, reveals a lot of similarities. All three isoforms are activated by reduced 

thioredoxin, what suggests a redox regulation of their activity also in vivo. They are all clearly 

activated by manganese ions and weaker activated by higher concentrations of magnesium 

ions. The three enzymes find optimal conditions in a temperature range of 40- 45°C as well as 

in a pH of 7,0 and they bind specifically to the substrates E4P and PEP.  

But in spite of these similarities, the results of this work indicate that DAHP-synthase 3 may 

play a central role under these three isoenzymes. The pH-optimum of DAHP-synthase 3 is 

broader than that of the other two enzymes. It still shows optimal activity in a pH of 6,0, while 

the activity of the other two enzymes already clearly decreases under these conditions. The 

maximum rate of reaction of DAHP-synthase 3 is significantly higher than the maximum rates 

of DAHP-synthases 1 and 2. While the isoforms 1 and 2 are influenced by the addition of 

phenylalanine or tryptophan to the reaction buffer, the activity of DAHP-synthase 3 is 

unaffected by the aromatic amino acids. In addition the analysis of gene expression in roots 

and shoots reveals that DAHP-synthase 3 clearly shows the highest expression of the three 

enzymes in both tissues. These results underline the findings of transcription studies, which 

showed the stress inducibility of this isoform. As a reaction to different stress factors diverse 

secondary metabolites are synthesized for which chorismate has to be provided in great 

quantities within a short time. The enyzme DAHP-synthase 3 is able to fulfil this function 

with its high maximum rate of reaction and its elevated independence of the pH-conditions 

and its strong expression in root and shoot. A co-expression analysis also shows a strong link 
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of the expression of this isoform to the expression of several enzymes of the phenylpropanoid 

pathway, in which a lot of secondary metabolites are synthesized.  

The co-expression analysis for DAHP-synthase 1 shows a link to the biosynthesis of 

tryptophan and auxin, so that this isoform is possibly regulated by the demand for tryptophan 

or auxin. 

A comparative analysis of wildtype plants (Col-0) and knockout mutants for a further 

investigation of the different functions of the three DAHPS exhibited no phenotypic 

differences under standard growth conditions. Only the knockout mutant for DAHP-synthase 

2 shows on metabolic level significantly higher concentrations of phenylalanine and slighly 

elevated concentrations of tryptophan in comparison to the other plants.  

Altered growth conditions uncover some differences between the wildtype plants and some 

knockout mutants. The change of day/night rhythm to continuous light as well as the transfer 

into a cold environment of 10°C reveals clear differences between the wildtype and knockout 

plants. In continuous light the wildtyp plants have a higher fresh weight than the knockout 

mutants. Under cold conditions the double mutant for DAHP-synthases 2 and 3 shows a 

higher increase of fresh weight than the other plants. The parameters like the amount of 

ammonium and phenols or the concentration of amino acids, determined in this work, do not 

explain this clearly changed growth behaviour in answer to the modified environmental 

conditions. This indicates a more complex function of the DAHPS as previously assumed. 
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1 Einleitung 

 

1.1 Der Shikimatweg 
 

Der Shikimatweg ist der Biosyntheseweg über den in Pflanzen die drei aromatischen 

Aminosäuren Phenlyalanin, Tyrosin und Tryptophan gebildet werden. Neben den Pflanzen 

benutzen ausschließlich Pilze, Bakterien und einige Sporozoa diesen Syntheseweg (Herrmann 

und Weaver, 1999; Roberts et al., 1998). Er wird unterteilt in den Pre- und den 

Postchorismatweg, da nur die Syntheseschritte bis zum Chorismat allen Aminosäuren 

gemeinsam sind. Der Prechorismatweg gliedert sich in insgesamt sieben enzymatische 

Schritte.  Ausgehend von der Kondensation von Erythrose-4-Phosphat (E4P) und 

Phosphoenolpyruvat (PEP) liefert er zunächst das namensgebende Zwischenprodukt Shikimat 

und endet schließlich mit der Synthese von Chorismat als letzter gemeinsamer Vorstufe zur 

Synthese der aromatischen Aminosäuren. Die Reaktionsschritte, die sich nun auf dem Weg zu 

den aromatischen Aminosäuren anschließen gehören dem Postchorismatweg an, welcher sich 

in zwei Richtungen verzweigt. Phenylalanin und Tyrosin werden über die Intermediate 

Prephenat und Arogenat gebildet, während Tryptophan über Anthranilat synthetisiert wird 

(Tzin und Galili, 2010, vgl. Abb.1). In Mikroorganismen dient der Shikimatweg beinahe 

ausschließlich der Synthese dieser Aminosäuren für die Proteinbiosynthese. In Pflanzen und 

Pilzen dagegen zweigen von Intermediaten des Prechorismatwegs und dem Chorismat selbst 

noch viele Stoffwechselwege ab, die der Biosynthese zahlreicher aromatischer Sekundärstoffe 

dienen. Der Shikimatweg setzt in Pflanzen also Kohlenhydratvorstufen aus dem 

Primärmetabolismus um, welche zu einem wesentlichen Teil in den Sekundärmetabolismus 

fließen (Abb.1). Die geschätzte Umsatzleistung von ca. 20 % des fixierten Kohlenstoffs bei 

Pflanzen durch den Shikimatweg (Haslam, 1993) macht die zentrale Rolle dieses 

Stoffwechselweges deutlich. Er kann als zentraler Vermittlungspunkt zwischen Primär- und 

Sekundärmetabolismus angesehen werden, in dem Chorismat den zentralen 

Verzweigungspunkt zu unterschiedlichen aromatischen Stoffwechselprodukten darstellt. 

 

Entdeckt wurde der Shikimatweg zunächst in Bakterien. Bei der Arbeit mit auxotrophen 

Mutanten von Escherichia coli fand man heraus, dass Shikimat eine zentrale Rolle in der 

Synthese von aromatischen Substanzen spielen muss. Die verwendeten Mutanten waren auf 

die exogene Zufuhr von aromatischen Aminosäuren und anderer aromatischer Substanzen 
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angewiesen. Die Gabe von Shikimat machte die Substitution dieser Substanzen jedoch 

überflüssig (Davis, 1951). In den folgenden Jahren wurden weitere Intermediate des 

Shikimatweges identifiziert (Gibson und Gibson 1964; Pittard und Wallace, 1966; Weiss und 

Mingioli, 1956;  Weissbach und Hurwitz, 1959). Es folgten die Isolierung und Analyse der 

einzelnen beteiligten Enzyme. (Fewster, 1962; Levin und Sprinson, 1964; Mitsuhashi und 

Davis, 1954; Morell et al., 1967; Srinivasan und Sprinson, 1959; Srinivasan et al., 1963; 

Yaniv und Gilvarg, 1954). Die Untersuchungen zur Rolle und Funktion des Shikimatweges in 

Pflanzen erfolgte dann erst deutlich später.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.1  Der Shikimatweg und seine Einbindung in den Stoffwechsel der Pflanze: Die Substrate für die 
Eingangsreaktion stammen aus dem Pentosephosphatweg und der Glykolyse. Der Prechorismatweg endet mit 
dem Chorismat, welches die letzte gemeinsame Vorstufe für die Synthese der aromatischen Aminosäuren und 
einer Vielzahl von Sekundärmetaboliten darstellt. Abkürzungen: DAHP: 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-
Phosphat; DHQ: 3-Dehydroquinat; DHS: 3-Dehydroshikimat; DHQ-SDH: 3-Dehydroquinat-Dehydratase-
Shikimat-Dehydrogenase; S3P: Shikimat-3-Phosphat; EPSP: 5-Enolpyrovylshikimat-3-Phosphat. 
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1.1.1 Der Shikimatweg ist Lieferant für diverse Stoffwechselwege 

 

Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen Überblick über die pflanzlichen Biosynthesewege, 

die sich an den Shikimatweg anschließen und die von ihm bereitgestellten Metaboliten 

verwenden. Dabei liegt der Fokus auf den aromatischen Aminosäuren und auf den 

Sekundärstoffen, die sich aus Chorismat ableiten. 

 

Ausgehend von Chorismat werden Phenylalanin und Tyrosin über die Zwischenprodukte 

Prephenat und Arogenat gebildet (Abb.1). Danach verzweigt sich der weitere Syntheseweg 

der beiden Aminosäuren. Man vermutet, dass Phenylalanin zu einem geringen Teil, ähnlich 

wie in Mikroorganismen, auch über Phenylpyruvat synthetisiert werden kann. Aktuelle 

Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass die Synthese von Phenylalanin in Pflanzen 

vorwiegend über Arogenat erfolgt (Cho et al., 2007; Maeda et al., 2010; Tzin und Galili, 

2010). Phenylalanin ist Ausgangsstoff für eine Vielzahl von Sekundärstoffen, wobei die 

Phenylpropanoide den größten Teil darstellen. Die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) ist 

das Eingangsenzym des Phenylpropanoidweges und katalysiert die Umwandlung von 

Phenylalanin zu trans-Zimtsäure, welche im folgenden katalytischen Schritt zu p-Cumarsäure 

umgewandelt wird. Auch Tyrosin kann in den Phenylpropanoidweg einfließen. Hier 

katalysiert vermutlich die Tyrosin-Ammonium-Lyase (TAL) die Desaminierung von Tyrosin, 

wobei direkt die p-Cumarsäure entsteht. Es ist bisher allerdings noch nicht aufgeklärt ob die 

TAL-Aktivität tatsächlich auf der Aktivität eines spezifischen Enzyms beruht oder vielmehr 

auf der Fähigkeit der PAL auch Tyrosin als Substrat anzunehmen (Beaudoin-Eagan und 

Thorpe, 1985; Khan et al., 2003; Neish, 1961; Rösler et al., 1997). Im weiteren Verlauf des 

Phenylpropanoidweges entstehen Substanzen wie Lignin, Flavonoide, Cumarine und Stilbene. 

Lignin beispielsweise ist eines der am häufigsten vorkommenden Biopolymere und dient den 

Pflanzen sowohl als mechanisches Stabilitätselement als auch als Abwehrmittel gegen 

Eindringen und Wachstum von Pathogenen (Boudet, 2000; Vance et al., 1980). 

Die Gruppe der Flavonoide umfasst mehr als 4500 Substanzen, welche sich u.a. in die 

Substanzklassen der Flavone, Flavonole, Anthocyane und Chalkone einordnen lassen. So 

vielfältig wie ihre Vertreter sind auch die Funktionen der Flavonoide in der Pflanze: Sie 

dienen z.B. der visuellen Anlockung von bestäubenden Insekten und bieten Schutz vor 

schädlicher UV-B-Strahlung. Sie wehren durch ihren bitteren Geschmack Fraßfeinde ab oder 

wirken antimikrobiell (Übersicht in Harborne und Williams, 2000; Treutter, 2006). 

Eine weitere Substanzklasse, die sich aus den Phenylpropanoiden ableitet, sind die Cumarine.  
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Sie wirken ebenfalls antibakteriell. Darüber hinaus entdeckte man die gerinnungshemmende 

Wirkung des Bishydroxycumarins, als Rinder nach dem Verzehr von Steinklee massive 

Blutungen aufwiesen. Cumarinderivate finden in der Medizin heute verbreitete Anwendung 

als Antikoagulanzien (Dixon und Paiva, 1995; Harder und Breddin, 2004). 

Die zweite große Klasse der Sekundärstoffe in die Phenylalanin und Tyrosin Eingang finden 

sind die Alkaloide. Sie sind stickstoffhaltige Verbindungen von denen die meisten einen 

Stickstoff-Heterozyklus als Grundkörper besitzen. Die Alkaloide sind für ihre toxischen und 

pharmakologischen Wirkungen bekannt. Als Beispiele für Alkaloide die aus Phenylalanin und 

Tyrosin hervorgehen seien hier das Morphin oder der Neurotransmitter Dopamin genannt. Die 

pflanzlichen Alkaloide umfassen mehr als 12000 Substanzen und nur für einen kleinen Teil 

dieser Stoffe liegt ein Nachweis ihrer Funktion und Wirkung vor. Die Rolle der Alkaloide als 

chemische Abwehr gegen Tiere und als Phytoalexine ist hingegen unumstritten. So wird die 

Nikotinbiosynthese in Tabakpflanzen beispielsweise bei Verletzung durch Fraßfeinde 

angeregt und in Tee- und Kaffeepflanzen dient Koffein als Abwehrsubstanz gegen 

Fressfeinde (Ashihara und Crozier, 2001; Baldwin, 1988; Robinson, 1974). Ein 

charakteristisches Phytoalexin in Arabidopsis ist das Indol-Alkaloid Camalexin welches u.a. 

durch Pseudomonas syringae induziert werden kann (Tsuji et al., 1992). 

Desweiteren dienen Tyrosin und Phenylalanin auch der Synthese der aromatischen 

Glukosinolate. Glukosinolate dienen der Pflanze ebenfalls zur Abwehr von Pathogenen und 

Fraßfeinden (Übersicht in Halkier und Gershenzon, 2006). Tyrosin hat darüber hinaus 

Bedeutung für die Lichtreaktion der Photosynthese, da es in die Synthese des mobilen 

Elektronenträgers Plastchinon eingeht. Außerdem wird es für die Biosynthese von dem 

Antioxidans Vitamin E benötigt, welches in Form von -Tocopherol an den Thylakoiden 

angereichert ist um dort die Thylakoidmembranen vor photooxidiativer Schädigung zu 

schützen (Havaux et al., 2003).  

 

Bei der Tryptophan-Biosynthese entsteht zunächst aus Chorismat und Glutamin die Vorstufe 

Anthranilat, welche in fünf weiteren enzymatischen Reaktionen schließlich in Tryptophan 

überführt wird (Tzin und Galili, 2010). Aus der Aminosäure Tryptophan gehen dann viele 

indolhaltige Metaboliten hervor, wie die Indolessigsäure (IES), die Indol-Alkaloide, 

Phytoalexine und Indol-Glukosinolate. IES ist ein zentrales Phytohormon in Pflanzen und 

reguliert u.a. das Streckungswachstum im Spross und das Wurzelwachstum. Zur Gruppe der 

aus Tryptophan hervorgehenden Indol-Alkaloide gehören Chinin und Lysergsäure. Chinin 

findet Anwendung bei der Malariatherapie- und Prophylaxe. Die Lysergsäure ist Basis des 
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halluzinogenen Lysergsäurediethylamids (LSD). Phytoalexine und Indol-Glukosinolate 

dienen der Abwehr von Bakterien und Fraßfeinden (Übersicht in Bennett und Wallsgroove, 

1994; Hartmann, 2007).  

 

 

1.1.2 Die Lokalisation des Shikimatweges  

 

Der Shikimatweg zieht seine Substrate aus zentralen Stoffwechselwegen ab und stellt seine 

Produkte wiederum abzweigenden Stoffwechselwegen zur Verfügung. Dies bedarf einer 

starken Regulation damit keine Stoffwechselenergie und Ressourcen verschwendet werden. 

Die Energie, die beispielsweise in die Synthese der aromatischen Aminosäuren einfließt, ist 

relativ hoch. Schätzungen sagen, dass die Energiekosten für die Synthese der einzelnen 

aromatischen Aminosäuren deutlich höher liegen (in den meisten Fällen ≥ 2fach) als für die 

restlichen Aminosäuren (Akashi und Gojobori, 2002; Craig und Weber, 1998). Daher 

erscheint eine Lokalisation des Shikimatweges im Chloroplasten, also an der Quelle der 

benötigten Energieäquivalente, als naheliegend. Viele Untersuchungen und Enzym-

Isolationen unterstreichen die Lokalisation des Shikimatweges im Chloroplasten. Die 

zusätzliche Existenz dieses Stoffwechselweges oder einiger seiner Abschnitte im Cytosol 

werden jedoch bis heute diskutiert.  

Schon früh fand man Hinweise, dass der Shikimatweg in den Chloroplasten lokalisiert ist: 

Experimente mit isolierten, intakten Chloroplasten aus Spinat zeigten den Einbau von 14C- 

markiertem  CO2 und Shikimat oder 14C-markiertem Phosphoenolpyruvat in die aromatischen 

Aminosäuren (Bickel et al., 1978; Schulze-Siebert et al., 1984).  

In isolierten Chloroplasten aus der Erbse (Pisum sativum L.) konnten alle sechs 

Prechorismatwegenzyme nachgewiesen werden (Mousdale und Coggins, 1984; Mousdale und 

Coggins, 1985). 

Darüber hinaus wurde für alle Enzyme des Shikimatweges in höheren Pflanzen eine N-

Terminale Sequenz identifiziert, welche wahrscheinlich für den Import in den Chloroplasten 

verantwortlich ist (Herrmann und Weaver, 1999). Enzyme, die im Kern kodiert werden und 

für den Chloroplastenimport bestimmt sind, werden mit einer Transitsequenz als Vorstufen im 

Cytosol synthetisiert und dann in den Chloroplasten importiert. Charakteristisch für die N-

Terminale Transitsequenzen ist, dass sie kaum saure Aminosäurereste aufweisen, aber reich 

an basischen und hydroxylierten Aminosäureresten sind. Nach erfolgtem Import wird die  
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Signalsequenz von einer Peptidase entfernt und das Protein faltet sich entweder in seine aktive  

Form oder wird weiter in die Thylakoidmembran oder in das Thylakoidlumen transportiert 

(Richter und Lamppa, 1998; Hörmann et al., 2007). 

Für eine DAHP-Synthase der Kartoffel, eine 5-Enolpyrovyl-shikimat-3-Phosphat-Synthase 

(EPSP-Synthase) der Petunie und eine Shikimat-Kinase der Tomate konnte der in vitro 

Transport in den Chloroplasten nachgewiesen werden. Die EPSP-Synthase und die Shikimat- 

Kinase waren allerdings sowohl mit Transitsequenz als auch ohne Sequenz katalytisch aktiv 

(Della-Cioppa et al., 1986; Schmid et al., 1992; Zhao et al., 2002). Somit ist eine zusätzliche 

katalytische Aktivität dieser Enzyme im Cytosol nicht ausgeschlossen, obgleich die 

Importstudien mit der EPSP-Synthase darauf hinweisen, dass der Import der Enzym-

Vorstufen in den Chloroplasten sehr schnell erfolgt (Della-Cioppa et al., 1986). 

Die Chorismat-Synthase hingegen weist nur in ihrer prozessierten Form, also ohne 

Transitsequenz,  katalytische Aktivität auf (Henstrand et al., 1995). Dies schließt einen 

vollständigen cytosolischen Shikimatweg, der allein auf der cytosolischen Aktivität der 

unprozessierten Shikimatweg-Enzyme beruht, aus.  

Die Theorie, dass ein weiterer cytosolischer Shikimatweg neben dem plastidären 

Stoffwechselweg existiert, beruht vor allem auf der Entdeckung von cytosolischen Isoformen 

der DAHP-Synthase, Chorismat-Mutase und der DHQ-SDH (d´Amato et al., 1984; Ding et 

al., 2007; Eberhard et al., 1996a und 1996b; Ganson et al., 1986; Morris et al., 1989). Die 

Chorismat-Mutase katalysiert die Umlagerung von Chorismat zu Prephenat, der ersten 

gemeinsamen Vorstufe der  Aminosäuren Phenylalanin oder Tyrosin. Es sind zwei Isoformen 

der Chorismat-Mutase bekannt (CM-1 und CM-2), die aus verschiedenen höheren Pflanzen 

isoliert wurden. CM-1 ist im Chloroplasten lokalisiert und gilt als die regulierte Isoform.  

CM-1 wird bei Verwundung oder Pathogenbefall induziert und unterliegt einer Regulation 

durch die aromatischen Aminosäuren. Das cytosolische Enzym CM-2 hingegen, unterliegt 

keiner Regulation durch die aromatischen Aminosäuren und zeigt keine Expressionsänderung 

nach Verwundung oder Pathogeneinwirkung, wird aber durch Kaffeesäure kompetetiv 

gehemmt. Die Existenz einer Chorismat-Mutase im Cytosol kann ein Hinweis darauf sein, 

dass die Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin ebenfalls im Cytosol synthetisiert werden 

können. Die Lokalisation und die unterschiedlichen regulierenden Faktoren der beiden 

Isoenzyme lassen unterschiedliche Funktionen vermuten. So stellt die CM-1 das Prephenat 

möglicherweise vor allem für die Proteinbiosynthese bereit, während die CM-2, welche keiner 

Regulierung durch die aromatischen Aminosäuren unterliegt, das Prephenat in die Synthese 
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von Sekundäremetaboliten einfließen lässt (Eberhard et al., 1996b; Goers und Jensen, 1984; 

Kuroki und Conn, 1989; Singh et al., 1985).  

Die plastidäre Form der DAHP-Synthase ist ebenfalls reguliert, während die DAHP-Synthase 

im Cytosol als unreguliert gilt. Beide Enzyme zeichnen sich durch unterschiedliche 

biochemische Eigenschaften aus. Ein entscheidender Unterschied ist die Substratspezifität. 

Während die plastidäre Form hochspezifisch Erythrose-4-Phosphat bindet, zeigt das Enzym 

im Cytosol auch eine hohe Affinität gegenüber anderen Aldehyden und eine besonders hohe 

spezifische Aktivität mit Glykolaldehyd als Substrat. Daher ist zu vermuten, dass die 

Funktionen der beiden Enzyme sehr unterschiedlich sind, so dass wahrscheinlich nur das 

plastidäre Enzym physiologische Bedeutung für die DAHP-Synthese hat (Doong et al., 

1992b; Ganson et al., 1986; McCue und Conn, 1989; Morris et al., 1989; Muday und 

Herrmann, 1992; Rubin und Jensen, 1985).  

 

 

1.1.3 Regulierung der Enzyme des Shikimatweges 

 

Man weiß, dass der Kohlenstofffluss in den Shikimatweg in Bakterien im Wesentlichen über 

das Eingangsenzym DAHP-Synthase reguliert wird. Bakterien besitzen drei DAHP-

Synthasen, die jeweils der negativen Rückkopplung durch die aromatischen Aminosäuren 

unterliegen: es gibt eine Tyrosin-sensitive, eine Phenylalanin-sensitive und eine Tryptophan-

sensitive Isoform (Ogino et al., 1982). 

Auf die bisher isolierten pflanzlichen DAHP-Synthasen hingegen, zeigen die aromatischen 

Aminosäuren keine inhibierende Wirkung. In Kartoffel und Karotte wird die DAHP-Synthase 

sogar durch Tryptophan aktiviert (Suzich et al, 1985; Pinto et al., 1986). Arogenat zeigt eine 

inhibierende Wirkung auf die Aktivität der DAHP-Synthase, allerdings nur in 

unphysiologischen Konzentrationen (Razal et al., 1994; Rubin und Jensen, 1985). So konnte 

man bisher keine Substanz finden, die in physiologischen Konzentrationen negativ 

rückkoppelnd auf die Aktivität der DAHP-Synthase wirkt. Dass das bakterielle Enzym anders 

reguliert ist als die pflanzliche DAHP-Synthase überrascht nicht, wenn man die 

Aminosäuresequenzen vergleicht, die nur zu etwa 20 % identisch sind (Herrmann und 

Weaver, 1999). 

Einige Enzyme des Postchorismatweges in Pflanzen unterliegen allerdings der allosterischen 

Kontrolle durch ihre Produkte (Abb.2). So wird eine Chorismat-Mutase sowohl durch 

Phenylalanin als auch Tyrosin inhibiert und durch Tryptophan aktiviert (Gilchrist et al., 1972; 
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Goers und Jensen, 1984). Die Arogenat-Dehydratase wird durch Phenylalanin inhibiert und 

durch Tyrosin stimuliert (Siehl und Conn, 1988). Die Arogenat-Dehydrogenase wird inhibiert 

durch Tyrosin, und die Anthranilat-Synthase durch Tryptophan (Brotherton et al., 1986; 

Connelly und Conn, 1986).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für den pflanzlichen Prechorismatweg ist eine Regulierung vor allem auf der 

Transkriptionsebene bekannt. Verschiedene abiotische und biotische Faktoren beeinflussen 

die Expression der beteiligten Gene. Für alle Prechorismatweg-Gene konnte eine erhöhte 

Expression nach Einwirken von pilzlichen Elicitoren gezeigt werden. In der Tomate hat man 

den zeitlichen Verlauf dieser Expression genauer studiert. Interessanterweise werden die 

Shikimat-Kinase und auch die PAL vor anderen Shikimatweg-Genen induziert. Dies weist 

darauf hin, dass die Genprodukte von Shikimat-Kinase und PAL oder auch durch sie 

gesteigerte Intermediate die anderen Gene regulieren könnten (Bischoff et al., 1996 und 2001; 

Forlani, 2002; Görlach et al., 1995; Henstrand et al., 1992; McCue und Conn, 1989).  

Unter Ozoneinwirkung werden ebenfalls alle Prechorismatweg-Gene induziert. Hierbei ist 

allerdings auch die Expressionssteigerung des Eingangsenzyms DAHP-Synthase sehr früh zu 

beobachten (Betz et al., 2009;  Janzik et al., 2005). 

Abb.2  Die Feedback-Inhibition der Enzyme des Postchorismatweges: Die inhibierende Wirkung 
einer Substanz auf das Enzym ist in rot dargestellt, die induzierende Wirkung in blau. 
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Weitere Faktoren die die Expression von Prechorismatweg-Enzymen induzieren sind 

Verwundung, Pathogene, Licht und Hitze (Diaz und Merino, 1998; Dyer et al., 1989; Fucile 

et al., 2008; Henstrand et al., 1992; Keith et al., 1991; McCue und Conn, 1990; Mori et al., 

2000). Dabei zeigen verschiedene Isoenzyme oft eine unterschiedliche Antwort auf den 

jeweiligen Faktor. 

Neben der oben bereits beschriebenen allosterischen Kontrolle weisen auch die Enzyme des 

Postchorismatweges eine Regulation auf Transkriptionsebene auf. Die Expression einer 

Chorismat-Mutase und einer Anthranilat-Synthase wird durch Verwundung induziert. Die 

Expression der Anthranilat-Synthase wird ebenfalls durch Pathogene erhöht (Kuroki und 

Conn, 1988; Niyogi und Fink, 1992).   

 

Doch auch die Verfügbarkeit von Substraten, Nährstoffen oder Stoffwechselprodukten übt 

einen Einfluss auf die Expression der Shikimatweg-Gene aus. Stickstoffmangel induziert die 

DAHP-Synthase, während der Mangel an Schwefel die EPSP-Synthase induziert (Herrmann 

und Weaver, 1997; Nikiforova et al., 2003). Das Herunterfahren der Histidin-Biosynthese 

führt zu einer erhöhten Expression von DAHP-Synthase und EPSP-Synthase (Guyer et al., 

1995). Ein verringertes Angebot an den aromatischen Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan 

führt zu einer erhöhten Aktivität der DAHP-Synthase (Guillet et al., 2000). Wird die 

Verfügbarkeit von Erythrose-4-Phosphat eingeschränkt, so bringt dies einen veränderten Fluss 

durch Shikimat- und Phenylpropanoidweg mit sich (Henkes et al., 2001).  

Somit unterliegen die Gene der Shikimatweg-Enzyme einer Vielzahl von regulierenden 

Faktoren.  

 

 

1.2 Die DAHP-Synthase 

1.2.1 Regulation der DAHP-Synthase 

 

Die bisher untersuchten DAHP-Synthasen sind alle Metalloproteine und benötigen ein 

Metallion für ihre Aktivität. In  E. coli wirken Fe2+
 oder Zn2+ aktivierend auf das Enzym 

(Stephens und Bauerle, 1991). In Pflanzen kennt man DAHP-Synthasen, die entweder durch 

Mn2+
 oder durch Co2+

 aktiviert werden. Das Mangan-aktivierte Enzym, welches in den 

Chloroplasten zu finden ist, hat eine absolute Spezifität für das Substrat Erythrose-4-
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Phosphat. Das Cobalt-aktivierte Enzym hingegen, das im Cytosol lokalisiert ist, zeigt eine 

höhere Affinität gegenüber Glykoaldehyden (Vergleiche Abschnitt 1.1.2). Für die DAHP-

Synthase 1 in Arabidopsis thaliana konnte bereits gezeigt werden, dass Mn2+-Ionen die 

effektivsten Kationen für die Aktivierung des Enzyms sind. Magnesiumionen können 

Manganionen in höheren Konzentrationen ersetzen. Co2+
 und Fe2+, sowie Ca2+

 vermögen dies 

hingegen nicht (Entus et al., 2002).  

Desweiteren wurde festgestellt, dass die DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis reduziertes 

Thioredoxin (TRX) für ihre Aktivität benötigt, also möglicherweise einer Redox-Regulierung 

unterliegt (Entus et al., 2002).  

In den meisten Pflanzen sind bis zu drei verschiedene Isoformen der DAHP-Synthase 

bekannt, in der Pappel sind es sogar vier (Hamberger et al., 2006; Herrmann und Weaver, 

1999). Man konnte mehrfach feststellen, dass die jeweiligen Isoformen einer 

unterschiedlichen Regulation in der Transkription unterliegen. Stressfaktoren wie 

Pathogenbefall, UV-B-Strahlung, pilzliche Elicitoren, Trockenheit, Ozon oder Verwundung 

steigern die Aktivität und Transkription verschiedener Isoformen der DAHP-Synthase (Betz 

et al., 2009; Catala et al., 2007; Chen et al., 2006; Ditt et al., 2006; Keith et al., 1991; McCue 

et al., 1989; Henstrand et al., 1992; Janzik et al., 2005; Ramani et al., 2010; Sharma et al., 

1999; Thilmony et al., 2006). Die Trankriptionssteigerung der DAHP-Synthase wird dabei 

häufig von der Induktion der PAL begleitet (Henstrand et al., 1992; Janzik et al., 2005; Sato 

et al., 2006).  

Desweiteren führt das exogene Angebot von Kohlenhydraten in Form von Saccharose oder 

Glukose zu einer Induktion der DAHP-Synthasen 1 und 3. (Solfanelli et al., 2006, Martin, 

2006).  

Zwei Phytohormone haben auf die Expression der DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis 

Einfluss: Methyljasmonat wirkt induzierend, während die Abcisinsäure in Schließzellen die 

Expression verringert (Devoto et al., 2005; Jung et al., 2007; Leonhardt et al., 2004; Sasaki-

Sekimoto et al., 2005).  

Ein möglicher Transkriptionsfaktor, der in Arabidopsis thaliana regulierend auf den 

Shikimatweg einwirkt, ist AtMYB15.  Eine Überexpression des Gens für AtMYB15 führt zu 

einer gesteigerten Expression fast aller Gene des Prechorismatweges, darunter auch zwei 

Isoformen der DAHP-Synthase (Chen et al., 2006).  

Darüber hinaus unterliegen die Transkripte der DAHP-Synthase und einiger anderer Enzyme 

des Prechorismatweges einer diurnalen Rhythmik (Janzik et al., 2005, Mockler et al., 2007).  
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1.2.2 Substrate der DAHP-Synthase   

 
Die Substrate der DAHP-Synthase sind das Phosphoenolpyruvat (PEP) und das Erythrose-4-

Phosphat (E4P) (Herrmann und Weaver, 1999). Das PEP stammt aus der Glykolyse und kann 

im Chloroplasten und den meisten anderen Plastiden nicht synthetisiert werden, da hier 

Enzyme der Glykolyse fehlen: die Phosphoglycerat-Mutase und die Enolase (Bagge und 

Larsson, 1986; Stitt und Rees, 1979; van der Straeten et al., 1991). Daher muss das PEP 

zunächst aus dem Cytosol in den Chloroplasten transportiert werden.  Der Transport erfolgt 

über den Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator. Dieser ist in der inneren Chloroplasten-

membran lokalisiert und hier erfolgt der Transport des Phosphoenolpyruvats in das Stroma im 

Austausch gegen anorganisches Phosphat (Fischer et al., 1997).  

Das Substrat E4P stammt aus dem oxidativen Pentosephosphatweg oder dem Calvinzyklus. 

Beide Stoffwechselwege finden im Chloroplasten statt. Im Licht wird das E4P während der 

Photosynthese im Calvinzyklus bereitgestellt, während im Dunkeln der oxidative 

Pentosephosphatweg das E4P liefert (Hrazdina und Jensen, 1992). Gebildet wird das E4P mit 

Hilfe des Enzyms Transketolase (Henkes et al., 2001), welches die Reaktion von 

Glyceraldehyd-3-Phosphat und Fruktose-6-Phosphat zu Xylulose-5-Phosphat und E4P 

katalysiert. 

 
 
 
1.3 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

In einer Reihe von Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene pflanzliche 

Isoformen der DAHP-Synthase auf transkriptioneller Ebene unterschiedlich reguliert sind. So 

wird die Expression von einigen Isoenzymen durch das Einwirken verschiedener 

Stressfaktoren wie Pathogenbefall, UV-Licht, Ozon oder Verwundung induziert, während die 

Expression anderer unverändert bleibt. (Betz et al., 2009; Ditt et al., 2006; Görlach et al., 

1995; Janzik et al., 2005; Keith et al., 1991). Dies deutet darauf hin, dass den Isoenzymen 

unterschiedliche Funktionen zufallen. 

In dieser Arbeit wird eine vergleichende Studie der drei Isoenzyme aus Arabidopsis auf 

biochemischer Eben durchgeführt um mögliche Unterschiede auch auf der Proteinebene zu 

finden. Dabei wurde mit in E. coli heterolog exprimierten Proteinen gearbeitet, die 

anschließend mit einem photometrischen Enzymassay charakterisiert wurden. Die Arbeit mit 
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heterolog exprimierten Protein macht es möglich jedes Enzym einem konkreten Gen 

zuzuordnen und große Mengen für eine umfassende biochemische Charakterisierung zu 

gewinnen.  

Zusätzlich zu der biochemischen Charakterisierung der Proteine wurden in dieser Arbeit  

Knockout-Mutanten für die verschiedenen DAHP-Synthasen analysiert. Dabei standen 

sowohl Knockout-Mutanten für jede einzelne Isoform, als auch eine Doppelmutante für die 

DAHP-Synthasen 2 und 3 zur Verfügung. Die Pflanzen weisen unter Standardbedingungen 

äußerlich keine Unterschiede auf. Daher wurden die Genexpression und der Gehalt an 

verschiedenen Metaboliten unter verschiedenen Anzuchtbedingungen untersucht, um so 

Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den Mutanten sichtbar zu machen und Hinweise auf 

mögliche Funktionen der einzelnen Isoenzyme zu finden. 
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2  Material und Methoden 
 
 
 
2.1  Material 
 
 
 
2.1.1  Chemikalien 
 
 
Stoff        Firma 

Agarose      Bio-Rad, München 

Aminosäurestandards     Agilent Technologies, Waldbronn 

β-Mercaptoethanol      Merck, Darmstadt 

Bradford-Reagenz      Bio-Rad, München 

Bromphenolblau      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Coomassie Brilliant      Blue G-250 Bio-Rad, München 

Dimethylformamid      Merck, Darmstadt 

Dithiothreitol (DTT)      Fluka, Buchs (Schweiz) 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)   Fluka, Buchs (Schweiz) 

Erythrose-4-Phosphat (E4P)     Sigma-Aldrich, Steinheim 

Essigsäure       Merck, Darmstadt 

Ethanol 99,8 % (EtOH)     KMF Laborchemie Handels GmbH 

Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Folin-Ciocalteu-Reagenz     Sigma-Aldrich, Steinheim 

Gallussäure      Sigma-Aldrich, Steinheim   

Gene Ruler™ 1kb Ladder (DNA-Standard)   Fermentas, St. Leon-Roth 

Glycin       Merck, Darmstadt 

IPTG (Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid)  Fermentas, St. Leon-Roth 

iQTM SYBR® Green Supermix    Bio-Rad, München 

iScript™ cDNA Synthesis Kit    Bio-Rad, München 

Kaliumchlorid (KCl)      KMF, Lehmar 

LB-Medium       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Magnesiumchlorid x 4H2O (MgCl2)    Merck, Darmstadt 

Magnesiumsulfat x 6H2O (MgSO4)    Merck, Darmstadt 
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Stoff        Firma 

Mangan(II)chlorid x 2H2O (MnCl2)    Merck, Darmstadt 

Mass Ruler™ DNA Ladder, Low Range   Fermentas, St. Leon-Roth 

(DNA-Standard) 

Monomerengemisch      Bio-Rad, München 

Methanol       Merck, Darmstadt 

Methylenblau       Serva, Heidelberg 

Nähragar       Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid (NaOH)     Merck, Darmstadt 

Phosphoenolpyruvat (PEP)     Sigma-Aldrich, Steinheim 

Rinder-Serum-Albumin     Merck, Darmstadt 

SDS (Natriumdodecylsulfat)     Roth, Karlsruhe 

TEMED (Tetramethylethylendiamin)   Bio-Rad, München 

Thioredoxin (Spirulina sp.)    Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris (ultrapure)      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris HCl       Merck, Darmstadt 

Xylencyanol       Bio-Rad, München 

 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle übrigen Chemikalien von den Firmen Roth 

(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Steinheim) im 

analytischen Reinheitsgrad bezogen. 

 

 

2.1.2  Enzyme 

 

Enzym       Firma 

Rekombinante Enterokinase (rEK)   Merck, Darmstadt 

HotStar HiFidelity DNA Polymerase   Qiagen, Hilden 

iScript™ Reverse Transcriptase    Biorad, München 

Lysozym (Hühnereiweiß)    Sigma-Aldrich, Steinheim 

Pfu Polymerase     Fermentas, St. Leon-Roth 

Taq DNA Polymerase LC (native, without BSA)  Fermentas, St. Leon-Roth 
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Enzym       Firma 

T4-DNA-Ligase     Fermentas, St. Leon-Roth 

T4-DNA-Polymerase     Fermentas, St. Leon-Roth 

 

 

2.1.3 Antikörper 

 

Für die Immunodetektion der DAHP-Synthasen im Westernblot diente polyklonales 

Meerschweinchenantiserum gegen eine DAHP-Synthase aus Arabidopsis von der Firma 

Eurogentec. Als Antigen bei der Immunisierung der Meerschweinchen diente die heterolog 

exprimierte DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis. Dieser Antikörper detektierte im Western 

Blot nachweislich alle drei DAHP-Synthasen aus Arabidopsis. 

 

Antikörper     Firma 

Anti-Meerschweinchen IgG   Sigma-Aldrich, Steinheim 

Anti-DAHPS     Eurogentec Deutschland GmbH, Köln 

 

 

2.1.4  Oligonukleotide 

 

Alle Oligonukleotide wurden in HPLC-gereinigter und lyophilisierter Form von MWG 

Biotech (Ebersberg) bezogen. Sie wurden in dem vom Hersteller angegebenen Volumen 

A. dest. aufgenommen, so dass sie in einer Konzentration von 100 µM vorlagen. 

 

Name      Sequenz        

for_5g20280            AGCTTCAAACCAAGACATCC     ** 

rev_5g20280    TGACCTCTCCAGTGATCC     ** 

for_1g06530     GCGAGAGATTGACAAGTCC     ** 

rev_1g06530     TCACCTCCAAAGCACCAAG     ** 

026_RT_3 (DAHPS3)  AAC CCA AGT CGT CGA ATG TGA C     ** 

033_RT_5 (DAHPS2)  CAT GGG TGC AGC TGG ACT TA      ** 

033_RT_3 (DAHPS2)  AG CCA TGA TTG TGT TTC CGT      ** 
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Name      Sequenz  

5AtActAll (Aktin)   GAGAAGATTTGGCATCACAC     ** 

3AtActAll (Aktin)   CACACCATCTCCAGAGTC      ** 

AtDHS1pETex5  (DAHPS1)  GAC GAC GAC AAG ATT GCT GTA CAC GCG GCT GA  * 

AtDHS1pETex3 (DAHPS1)  GAG GAG AAG CCC GGT TCA AGA CAC ACG CTG   * 

AtDHS2pETex5 (DAHPS2)   GAC GAC GAC AAG ATC GCT TCG GTT AAA TGG AG  * 

AtDHS2pETex3 (DAHPS2)  GAG GAG AAG CCC GGT CTA GAC TCC AAT AGA TG  * 

AtDHS3pETex5  (DAHPS3)  GAC GAC GAC AAG ATT GCG TCG GCG GCG   * 

AtDHS3pETex3 (DAHPS3)  GAG GAG AAG CCC GGT TTA GAG GGC AAA AGC C  * 

AtDHS1_PAL7ex5  (DAHPS1) P-AAG CTT TGG CTG TAC ACG CG    * 

AtDHS1_PAL7ex3  (DAHPS1) P-AAT TCT TAA GAC ACA CGC TGG C    * 

AtDHS2_PAL7ex5  (DAHPS2) P-AAG CTT TGG CTT CGG TTA AAT GG    * 

AtDHS2_PAL7ex3  (DAHPS2) P-AAT TCT TAG ACT CCA ATA GAT GAC G   * 

 AtDHS3_PAL7ex5  (DAHPS3) P-AAG CTT TGG CGT CGG C     * 

AtDHS3_PAL7ex3  (DAHPS3) P-AAT TCT TAG AGG GCA AAA GCC    * 

064_RT_5 (DAHPS1)  GTC AGA GAA AAT CTG TGA TG     ** 

3ATDP (DAHPS1)   GGA ATC CTC GAT TTC TCA TC     ** 

NPTII5 (Kanamycin-Resistenzgen) CAC GAC GGG CGT TCC TTG C   *** 

NPTII3 (Kanamycin-Resistenzgen) GGT GGT CGA ATG GGC AGG TAG C   *** 

5AtPAL1 (PAL1) GTG TCG CAC TTC AGA AG  ** 

3AtPAL1 (PAL1) GGC TTG TTT CTT TCG TGC   ** 

SALK_026183_LP (DAHPS3)         TGC TAC TGG TGG TTA TGC TGC   ** 

 

 

Einsatz für: 

*    die Amplifizierung der cDNA für die Expressionsklonierung und die Kolonie-PCR  

**   die realtime-PCR 

*** die Sondenherstellung für den Southern Blot 
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2.1.5  Vektoren 

 

Vektor      Firma 

pPAL7 Vektor     Bio-Rad, München 

pET-51 EK/LIC Vektor    Merck, Darmstadt 

pQE-2 Vektor     Qiagen, Hilden 

 

 

2.1.6  Antibiotika 

 

Bei der Anzucht der Bakterien fand Ampicillin der Firma Fluka (Buchs, Schweiz)  

Anwendung. 

 

 

2.1.7  Bakterienstämme 

 

Die verwendeten Escherichia coli- Bakterienstämme wurden alle von Merck (Darmstadt) 

bezogen. Es handelt sich um Bakterienstämme der Marke Novagen®. 

 
 
Stamm             Genotyp   
 
Bl21(DE3)  (Expression)        F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm (DE3)
   
   

BL21(DE3)pLysS (Expression)             F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm (DE3)  
                pLysS (CamR) 

 

NovaBlue GigaSingles™ Competent Cells         endA1 hsdR17(rK12
– mK12+) supE44 thi-1 

(Klonierung)             recA1 gyrA96 relA1 lacF'[proA
+
B

+
 lacI 

q

       
       ZDM15::Tn10] (TcR)]  
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2.1.8  Affinitätssäulen 

 

Säule       Firma 

Strep-Tactin „Superflow“ cartridge H-PR  IBA GmbH, Göttingen 

Bio-Scale Mini Profinity eXact Cartridge  Bio-Rad, München 

 

 

2.1.9  Geräte 

 

Gerät     Modell    Firma 

Brutschrank    Modell 300    Memmert (Schwabach) 

Brutschüttler    TH 15     Johanna Otto GmbH (Hechingen) 

Elektrophoreseapparaturen  OWL SeparationSystem  VWR (Darmstadt) 

Feinwaagen    PB3002-5    Mettler Toledo (Giessen) 

Explorer    OHAUS (Giessen) 

Kühlzentrifuge   Centrifuge 5417R   Eppendorf (Hamburg) 

Mikroplatten-Lesegerät Synergy 2   BioTek, Bad Friedrichshall 

MilliQ - Anlage   MilliQ – Gradient   Millipore (Schwalbach) 

PCR-Gerät    RoboCycler Gradient 96  Stratagene (Heidelberg) 

pH-Meter    Accumet model 15   Fischer Scientific (Schwerte) 

Photometer    UVIKON XL    BioTek Instruments 
(Bad Friedrichshall) 

Protein-Elektrophorese- Mini-PROTEAN Tetra Bio-Rad (München) 
System   Cell  

qRT-PCR-Gerät   iCycler MyIQ    Bio-Rad (München) 

Schüttler    Model 260300   Boekel Industries Inc. 
(Feasterville, USA) 

Schüttler    BioDancer    New Brunswick Scientific 
(Nürtingen) 

Schüttler    Certomat® U    VITARIS AG (Baar) 

Spannungsgeräte   Power Pac 300   Bio-Rad (München) 

Spektralphotometer   DR 5000 UV/VIS  HACH LANGE (Düsseldorf) 

Thermoblock    Thermoblock comfort  Eppendorf (Hamburg) 
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Gerät     Modell    Firma 
 
Ultraschallgerät   Vibracell 75186  Sonics & Materials, USA 

(Danbury, Conneticut) 

UV stratalinker    UV stratalinker 1800  Stratagene (Heidelberg) 

Vakuum-Zentrifuge   Concentrator 5301   Eppendorf (Hamburg) 

Videodokumentationsanlage  UVT-28MP    Herolab (Wiesloh) 

Western-Blot-Apparatur Mini Trans-Blot cell  Bio-Rad (München) 

Zentrifugen    Centrifuge 5415D   Eppendorf (Hamburg) 

Centrifuge 5417R   Eppendorf (Hamburg) 

 

Sonstige Laborgeräte entsprachen dem üblichen Laborstandard.   
 

 

2.1.10 Pflanzen 

 

Alle Experimente wurden mit Pflanzenmaterial von Arabidopsis thaliana durchgeführt. 

Das Saatgut wurde von der Firma NASC (Loughborough, UK) bezogen. Es handelt sich bei 

allen Pflanzenlinien um SALK-Linien mit Columbia-Hintergrund. Die Linien N526, N533 

und N5088 sind Knockout-Mutanten für jeweils verschiedene Isoformen der DAHP-Synthase. 

Die Mutationen wurden durch eine T-DNA-Insertion erzeugt. Alle Mutanten waren in der F5- 

Generation homozygot. Es wurde ebenfalls mit einer Doppelmutante für die DAHP-

Synthasen 2 und 3 gearbeitet. Diese wurde durch Kreuzung der Linien N533 und N526 

erzeugt, und die Homozygotie wurde nachgewiesen. 

 

Pflanzenlinie   Salk-Linie   Insertion in Gen  Insertion in Exon/Intron 

Columbia-0   -    -     - 

N526   SALK_026183 At1g 22410 (DHS3)   Intron 

N533   SALK_033389 At4g 33510 (DHS2)   Intron 

N5088    SALK_008842 At4g 39980 (DHS1)   Exon 
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2.2  Methoden 
 
 
 
2.2.1   Molekularbiologische Methoden 
 
 
  
2.2.1.1  RNA-Isolierung 
 

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach 

Angaben des Herstellers. Dafür wurde jeweils 50 – 100 mg in flüssigem Stickstoff 

gemörsertes Blattmaterial verwendet. Für die Isolierung von reiner RNA wurde eine kurze 

DNase-Behandlung nach Herstellerangaben ergänzt.  

 

 

2.2.1.2  Isolierung genomischer DNA 

 

1 g in flüssigem Stickstoff aufgeschlossenen Pflanzenmaterials wurde in 4 ml 2x CTAB-Puffer 

gelöst und unter gelegentlichem Invertieren für 1 Stunde bei 65°C inkubiert. Nach dem 

Abkühlen wurde 1 Volumen Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) hinzugegeben und gut gemischt. 

Zur Phasentrennung wurde für 10 Minuten bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Die wässrige 

Phase wurde dann mit 1/10 Volumen 10% CTAB-Lösung gut gemischt und erneut mit 1 

Volumen des Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches extrahiert. Nach erneuter Zentrifugation 

wurde die wässrige Phase mit 1 Volumen CTAB-Präzipationspuffer vermischt und über Nacht 

bei 65°C inkubiert. Der dabei entstandene CTAB-Nukleinsäure-Komplex wurde dann bei 2000 

rpm und 4°C für 5 Minuten sedimentiert und nach Entfernen des Überstandes mit 500 µl 

Hochsalz-TE-Puffer resuspendiert. Die Fällung der Nukleinsäuren erfolgte durch Zugabe von 

6/10 Volumen eiskaltem Isopropanol und der Inkubation bei -20°C für 15 Minuten. 

Anschließend folgte die Sedimentation mittels Zentrifugation für 15 Minuten bei 14000 rpm und 

4°C. Nach Waschen der DNA mit 80% Ethanol wurde das Pelett in der Vakuumzentrifuge 

getrocknet. Das Lösen der Nukleinsäuren erfolgte über Nacht bei 4°C in 30-50 µl H2O.  

 

2x CTAB Puffer:   1 % (w/v) CTAB, 100 mM Tris-HCL, 20 mM EDTA, 

     1,4 M NaCl, 1% (w/v) PVP, 2% (v/v) ß-ME, 65°C warm 

10% CTAB-Lösung:   0,7 M NaCl, 10% (w/v) CTAB, 65°C warm 
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CTAB Präzipitationspuffer:  1% (w/v) CTAB, 50 mM Tris, 10 mM EDTA  

Hochsalz -TE - Puffer:  10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1M NaCl  

 

 

2.2.1.3  cDNA-Herstellung 

 

Die cDNA wurde mithilfe der M-MLV reversen Transkriptase (Promega) oder mit iScript 

reverser Transkriptase (BioRad) und einem Gemisch aus Oligo(dT)Primern nach Angaben 

des Herstellers gewonnen.  

 

 

2.2.1.4  Polymerasekettenreaktion (PCR): 

 

Die PCR-Reaktionen für die Klonierung in den pET-51-Vektor wurden mit dem Enyzm 

HotStar HiFidelity (Qiagen) und für die Klonierung in den pPAL7-Vektor mit der Pfu-

Polymerase durchgeführt. Alle PCR-Reaktionen erfolgten in einem Ansatzvolumen von 50 µl 

und im RoboCycler Gradient 96 (Stratagene). Die entsprechenden Primer wurden von der 

Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Die lyophilisierten Primer wurden 

mit MiliQ-Wasser auf eine Konzentration von 100 µM gebracht.  

 

 

PCR-Ansatz Pfu:   1x Pfu-Puffer mit Magnesium (Fermentas); 0,2 mM dNTP;  

1 µM jeder Primer; 8 ng template (Plasmid-DNA (pET-51)); 

1 U Pfu Polymerase (Fermentas); H2O dd 

 

PCR-Ansatz HotStar  
HiFidelity: 1x HotStar HiFidelity PCR-Puffer mit Magnesium und dNTP 

(Qiagen); 1 µM jeder Primer; 3 µl cDNA; 2,5 U HotStar -

HiFidelity DNA Polymerase; H2Odd 
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PCR-Programm: 

 

Aktivierungsschritt:   5 Minuten  95°C 

Denaturierung:   0,5 Minuten  95 °C 

Hybridisierung:   1 Minute  Tm - 5°C      35 Zyklen 

Amplifizierung:   1,5 Minuten*  72 °C 

Finale Amplifizierung:  10 Minuten  72 °C 

 

*  Für die PCR-Reaktion mit der Pfu-Polymerase wurde die Zeit der Amplifizierung bis zu 3   

    Minuten erhöht 

 

 

 

2.2.1.5  Gelelektrophoretische Analyse der DNA 

 

Es wurden 0,8 %ige Agarosegele der Größe 7 cm x 8 cm verwendet. Die Agarose wurde in 

1x TAE-Puffer durch Aufkochen gelöst und als Elektrophoresepuffer diente ebenfalls der  

1x TAE-Puffer. Vor dem Auftragen der Proben auf das Gel, wurden diese mit 1/10 Volumen 

Ladepuffer versetzt. Für eine Größen- und Mengenabschätzung der DNA-Banden wurden 

Molekulargewichtsstandards (siehe 2.1.1) geladen. Die gelelektrophoretische Auftrennung der 

DNA erfolgte bei 85 Volt für 45 Minuten in Horizontalgelkammern. Danach wurden die Gele 

für 15 Minuten in Ethidiumbromidlösung (1µg/ml) gefärbt und in MiliQ Wasser entfärbt. Die 

Detektion der DNA erfolgte unter UV Licht und wurde mittels einer Dokumentationsanlage 

(UVT-28MP ICU-1, Herolab (Wiesloch) und Video Graphic Printer UP-890CE Sony, Köln) 

fotografiert. 

 

50x TAE-Puffer:  2 M Tris; 0,9 M Essigsäure; 0,05 M EDTA; pH= 7,3 

10x Ladepuffer:  30 % Glycerin; 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol 
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2.2.1.6  Elution der PCR-Produkte aus dem Gel 

 

Zur Elution der PCR-Produkte aus dem Agarosegel wurde das QIAquick® Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Hilden) dem Protokoll des Herstellers entsprechend verwendet und die DNA wurde 

mit Wasser eluiert. 

 

 

2.2.1.7  Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 

 

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bei 260 nm. Eine OD von 1 entspricht 

einer DNA-Konzentration von 50 ng/µl und einer RNA-Konzentration von 40 ng/µl. 

Desweiteren wurde die OD bei 280 nm erfasst. Bei dieser Wellenlänge absorbieren Proteine 

maximal. So lässt sich die Reinheit der DNA bzw. RNA überprüfen, indem man den 

Quotienten OD260 / OD280 bildet. Der Quotient sollte bei sauberer DNA bzw. RNA zwischen 

1,8 und 2,0 liegen. 

 

 

2.2.1.8  Restriktion von DNA 
 

Das Schneiden von DNA erfolgte mit den Restriktionsendonukleasen HindIII, EcoRI und 

BamHI (Fermentas, St. Leon-Roth). Dies erfolgte in dem vom Hersteller jeweils empfohlenen 

Puffer und Reaktionsvolumen bei 37°C für 2 Stunden. Nach der Restriktion wurden die 

entsprechenden Enzyme hitzeinaktiviert (20 Minuten bei 75°C). 

 
 
 

2.2.1.9 T4-DNA-Polymerase-Behandlung 

 

Für das Einbringen der amplifizierten DNA in den entsprechenden Zielvektor wurde diese 

nach der Gelelution mit T4-DNA-Polymerase (Fermentas) in Anwesenheit der passenden 

Desoxyribonukleotide behandelt, um komplementäre Überhänge zu den Überhängen des 

linearisierten Vektors zu generieren. Bei dem pPAL-7-Vektor handelt es sich um einen RIC-

Vektor (restriction-independent-cloning) und bei dem pET-51-Vektor um einen LIC-Vektor 

(ligation-independent-cloning). Für die Klonierung in den pPAL-7-Vektor wurde dem Ansatz 
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dGTP, und für die Klonierung in den pET-51-Vektor wurde dATP hinzugefügt. Der Ansatz 

wurde für 20 Minuten bei 12°C inkubiert und anschließend wurde die DNA-Polymerase für  

20 Minuten bei 72°C inaktiviert.  

 

T4-DNA-Polymerase-Ansatz:  0,2 - 0,3 pmol DNA; 1x Puffer (Fermentas);  

     2,5 mM entsprechendes dNTP; 1,5 U T4 DNA- 

     Polymerase (Fermentas); H2O dd ad 20 µl 

 

 

2.2.1.10 Einbringen in den Zielvektor 

 

Für das Einfügen des nach der T4-DNA-Polymerase-Behandlung passenden Inserts in den 

Vektor pET-51 wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.  

 

Für die Ligation der mit T4-DNA-Polymerase behandelten Inserts in den pPAL7-Vektor 

wurde eine T4-DNA-Ligase verwendet. Der Reaktionsansatz wurde über Nacht bei 4°C 

inkubiert und anschließend für die Transformation in kompetente Zellen verwendet.  

 

pPAL7 Vektor:   1x Ligationspuffer (Fermentas); 20 ng Vektor (Bio-Rad),   

2,5 U T4 DNA-Ligase (Fermentas); T4-DNA-Polymerase- 

Ansatz (15 - 25 ng DNA); H2O dd ad 20 µl 

 

 

2.2.1.11 Bakterienanzucht von Escherichia coli 

 

Als Festmedium diente Standard-Nähragar (Merck, Darmstadt) und als Flüssigmedium 

LB-Medium (Sigma-Aldrich, Steinheim), die nach Herstellerangaben angesetzt wurden. Die 

Flüssigkulturen mit einem Volumen zwischen 3 und 4 ml wurden auf einem Brutschüttler bei 

180 rpm und 37°C mindestens 16 Stunden inkubiert. Bei der Anzucht auf Festmedien wurde 

entsprechend ebenfalls bei 37°C und in der Regel über Nacht inkubiert. Steril filtiriertes 

Ampicillin (Endkonzentration: 100 µg/ml) wurde den Medien nach dem Autoklavieren 

hinzugefügt. 
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2.2.1.12 Transformation kompetenter E. coli Zellen 

 

Die verwendeten Vektoren mit dem Insert wurden in chemisch kompetente E. coli-Zellen  

NovaBlue GigaSingles™ zur Klonierung oder BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS 

(Novagen®) zur Expression transformiert. Zu 20 µl kompetenten Zellen wurden 2 µl 

Ligationsansatz gegeben. Der Ansatz wurde für 20 Minuten auf Eis gestellt für die Aufnahme 

der DNA in die kompetenten Zellen. Anschließend erfolgte für 50 Sekunden bei 42 °C ein 

Hitzeschock, damit sich die Zellen schlossen. Nach Abkühlen des Ansatzes auf Eis wurde er 

in 950 µl SOC-Medium gegeben und für 60 Minuten bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. 

 
 
SOC-Medium:  2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM 

KCl (autoklaviert); 10 mM MgCl2 (steril filtriert); 20 mM MgSO4 (steril 

filtriert); 20 mM Glukose (steril filtriert) 

 

Nach der Inkubation des Transformationsansatzes bei 37 °C wurde der Ansatz bei 3000 rpm 

für 3 Minuten zentrifugiert und 800 µl des Überstandes abgenommen und verworfen. Das 

Zellsediment wurde in dem restlichen SOC-Medium resuspendiert und vollständig auf einer 

Selektionsagarplatte ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C für mindestens 12 Stunden 

inkubiert. 

 

 

2.2.1.13 Plasmidpräparation 

 

Zur Plasmidpräparation wurde das Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) gemäß den 

Herstellerangaben verwendet und die DNA mit Wasser eluiert. 

 

 

2.2.1.14 Kolonie-PCR 

 

Zur Klonierungskontrolle wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt. Dabei wurde zur PCR 

direkt Zellmaterial von einer Plattenkolonie eingesetzt. Der PCR-Ansatz wurde direkt in die 

PCR-Eppendorfgefäße gegeben, die jeweils das Zellmaterial aus den einzelnen Kolonien 

enthielten. Es wurden PCR-Ansätze mit einem Volumen von 50 µl verwendet. Puffer, MgCl2, 
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dNTPs und die Taq-Polymerase sind alle von demselben Hersteller (Fermentas, St. Leon-

Roth). Das PCR-Programm entsprach dem für die PCR-Reaktionen, die der Klonierung 

dienten (Vergleiche 2.2.1.4). 

 

PCR-Ansatz:   1x Taq-Puffer; 2 mM MgCl2; 0,2 mM dNTPs; 1 µM  jeder Primer;  

1,3 U Taq-Polymerase 

 

 

2.2.1.15 Realtime-PCR 

 

Für die Quantifizierung der Genexpression mittels RT-PCR wurde der iCycler MyIQ (Bio-

Rad) verwendet. Als Fluoreszenzfarbstoff diente SYBR® Green (Bio-Rad). Es wurde nach 

dem Protokoll des Herstellers verfahren. Das Gesamtvolumen einer PCR-Reaktion betrug 

jeweils 50 µl. Die Konzentration der Primer im Reaktionsansatz betrug 300 mM. Für jede 

PCR-Reaktion wurden jeweils 8 µl cDNA, die aus 1 µg RNA gewonnen wurde (siehe 

Abschnitt 2.2.1.1), eingesetzt. Pro Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die 

erhaltenen Daten wurden mit dem mitgelieferten Programm "IQ™ Optical System Software" 

aufgenommen und teilausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mit der REST 2009 

Software (Pfaffl et al., 2002; Pfaffl, 2004). Diese statistische Methode bezieht die 

Normierung des Expressionsunterschiedes des Zielgens auf die Expressionsunterschiede des 

Referenzgens sowie die Amplifikationseffizienzen mit ein. 

Als Referenzgen für den Versuch unter 24 Stunden Licht (Vgl. Abschnitt 3.4.3.1) diente 

Aktin. Das entsprechende Oligonukleotidpaar war dabei so gestaltet, dass es sich nicht nur 

spezifisch an eine Isoform des Aktins in Arabidopsis anlagert, sondern als Startpunkt für die 

Amplifizierung der Aktin-Isoformen 1, 4, 8, 11 und 12 dient. Für die Expressionsanalyse der 

DAHP-Synthasen in Wurzel und Spross (Vgl. Abschnitt 3.4.2) wurden die Gene At1g06530 

und At5g20280 als Referenzgene getestet, da die Expressionswerte von Aktin in Wurzel und 

Spross nicht vergleichbar waren. Das Gen At5g20180 kodiert für eine putative 

Saccharosphosphat-Synthase und das Gen At1g06530 kodiert für ein Protein, das vermutlich 

mit Ubiquitin interagiert. 
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PCR-Programm: 

 

Denaturierung:  5 Minuten 95 °C 

Denaturierung:  0,5 Minuten 95 °C 

Hybridisierung:  0,5 Minuten Tm - 5°C  40 Zyklen 

Amplifizierung:  0,5 Minuten 72 °C 

Terminale   5 Minuten 72 °C 
Amplifizierung:  

 

 

2.2.1.16 Southern Blot 

 

Zunächst wurde mit der genomischen DNA aus 1 g gemörserten Pflanzenmaterial (Vgl. 

Abschnitt 2.2.1.2) ein Restriktionsverdau durchgeführt (Vgl. Abschnitt 2.2.1.8). Die 

Restriktionsansätze wurden auf ein 0,8%iges Agarosegel aufgetragen und die gelelektro-

phoretische Auftrennung erfolgte bei 50 Volt für etwa 5 Stunden. Nach der Elektrophorese 

wurde das Gel in folgenden Schritten gewaschen: 

 

1) 20 Minuten in 0,25 M HCl-Lösung 

2) 2 x kurz in H2O 

3) 2 x 15 Minuten in Denaturierungslösung 

4) 2 x 15 Minuten in Neutralisationslösung 

5) 2 x kurz in H2O 

6) 10 Minuten in 10x SSC-Puffer  

 

Denaturierungslösung: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl  

Neutralisationslösung:  1 M Tris, 1,5 M NaCl, pH 7,4  

10x SSC-Puffer:  1,5 M NaCl, 0,15 M Natriumcitrat, pH 7,0 

 

Der Blot-Aufbau erfolgte nach Vorschrift mit dem Turboblotter (Schleicher & Schuell 

BioScience, Dassel) über Nacht in 10x SSC-Puffer. Es wurde eine Nylonmembran (Roche, 

Mannheim) verwendet. Danach wurde die DNA durch UV-Behandlung auf der Membran 

fixiert und die Membran in H2O gewaschen und an der Luft getrocknet. Die Hybridisierung 

erfolgte mit DIG-markierten Sonden (siehe unten). Vor der Prehybridisierung wurde die 
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Membran mit Methylenblau angefärbt und mit 2x SSC-Puffer und H2O entfärbt und der 

Größenmarker mit Bleistift markiert. Die Hybridisierung erfolgte in DIG Easy Hyb-Puffer 

(Roche) bei 50°C in einem Hybridisierungsofen. Nach einer Stunde Prehybridisierung wurde 

die denaturierte Digoxigenin-markierte Sonde direkt in die Hybridisierungslösung gegeben 

(40 ng/ml). So hybridisierte die Membran über Nacht bei 50°C. Am nächsten Morgen 

erfolgten die Post-Hybridisierungswaschschritte: 

 

1) 2 x 5 Minuten in 2x SSC-Puffer  und 0,1% (w/v) SDS bei 50°C  

2) 2 x 15 Minuten in 0,5x SSC-Puffer  und 0,1% (w/v) SDS bei 50°C  

 

Die immunologische Detektion erfolgte mit dem DIG Wasch- und Blockierlösungs-Kit und 

einem alkalische-Phosphatase-gekoppelten Antikörper gegen Digoxigenin (Roche) nach 

Angaben des Herstellers. Die Inkubation mit dem Substrat CDP-Star (Roche) führt dabei zur 

Chemilumineszens, welche mit dem System LAS-300 (Raytest, Straubenhardt) sichtbar 

gemacht wurde.  

 

Methylenblau:  0,02% (w/v) Methylenblau, 0,3M Natriumacetat, pH 5,5 

 

Zur Herstellung der Sonden zum Nachweis des Kanamycin-Resistenzgens wurde als Matrize 

der Expressionsvektor pKGWFS7 (Karimi et al., 2002) verwendet. Die Herstellung erfolgte 

mittels PCR (Vgl. Abschnitt 2.2.1.4) mit dem „PCR DIG Probe Synthesis Kit“ (Roche) nach 

den Angaben des Herstellers. Die Sondenaufreinigung erfolgte dann mit Amicon® 

Microcon® PCR Filter units (Milipore) ebenfalls nach den Angaben des Herstellers in ein 

Elutionsvolumen von 25 µl H2O. 

 

Reaktionsansatz:  15 ng DNA, 5,0 µl Dig-Puffer (Roche), 5,0 µl Dig-Mix (Roche) 

0,5 µl jeder Primer (Vgl. Abschnitt 2.1.4), 0,7µl Enzym-Mix 

(Roche), ad 50 µl H2O. 
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2.2.2  Expression und Isolierung von Proteinen 
 
 
2.2.2.1 Induktion der Proteinexpression 

 

Die Expression der Zielproteine wurde mit dem künstlichen Induktor Isopropyl-ß-D-

thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Die transformierten E. coli-Zellen BL21(DE3)pLysS 

(pET-51-Vektor) bzw. BL21(DE3) (pPAL-7-Vektor) wurden von einer Selektionsagarplatte in 

sechs Vorkulturen à 4 ml mit 100 µg/ml Ampicilin überimpft.  

Diese Kulturen wurden bei 150 rpm und 37°C für mindestens 12 Stunden inkubiert. Die 

Übernachtkulturen wurden dann in 300 ml vorgewärmtes LB-Medium überführt und im 

Schikanekolben bei 37 °C und 150 rpm weiter inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 zwischen 

0,6 und 0,7 (Kontrolle im Photometer bei 600 nm) wurde die Überexpression mit IPTG mit 

einer Endkonzentration von 0,5 mM (pET-51-Vektor) bzw. 1 mM (pPAL-7-Vektor) gestartet. 

Anschließend erfolgte die weitere Inkubation bei 37°C und 150 rpm für 3 Stunden. Danach 

wurde die Kultur in sterile Zentrifugenröhrchen überführt und für 10 Minuten bei 15000 rcf 

zentrifugiert. Die Zellpellets wurden dann bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert. 

 

 

2.2.2.2 Aufschluss der induzierten Bakterienzellen 

 

Zum Aufschluss der Bakterienzellen mit dem enthaltenen pET-51-Vektor wurde das Pellet 

von 300 ml induzierter Bakterienkultur (Vgl. Abschnitt 2.2.2.1) auf Eis aufgetaut und in  6 ml 

Waschpuffer der Strep-Tactin-Säulen (IBA) mit 0,2 mM DTT resuspendiert. Dazu wurden 

300 µg Lysozym hinzugegeben und die Kultur für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach 

erfolgte der Zellaufschluss mittels Ultraschall-Spitze (Vibracell 75186) in sechs Intervallen à 

10 Sekunden mit einer Amplitude von 50%. Zwischen den Ultraschall-Intervallen wurde die 

Kultur für jeweils 10 Sekunden auf Eis gekühlt. 

Für den Aufschluss der Bakterienzellen mit dem Vektor pPAL-7 wurde genauso verfahren. 

Nur wurde hier das Pellet von 150 ml induzierter Bakterienkultur mit 6 ml Waschpuffer 

resuspendiert (Waschpuffer des Kits „Profinity eXact“).  

 

Waschpuffer „Strep-Tactin“:   1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0,  

 0,2 mM DTT  



                                                                                                                                           Material und Methoden 

 

30 

 

Waschpuffer „Profinity eXact“: 50 mM EPPS, 300 mM Natriumacetat, pH 7,0, 
     1 mM DTT 
 

 

2.2.2.3 Proteinaufreinigung mittels Strep-Tactin-Säulen 

 

Es wurden  „1 ml Strep-Tactin Superflow H-PR cartridges“ (IBA) zur Aufreinigung des 

Proteins mit Strep-Tag verwendet. Die Puffer und das Bakterienlysat wurden unter 

gleichmäßigem Druck mit einer Spritze auf die Säule aufgetragen. Die Puffer hatten alle 

Raumtemperatur und es wurde bei Raumtemperatur gearbeitet. Die Eluate und das 

Bakterienlysat vor Säulenauftrag wurden stets auf Eis gelagert. Zunächst wurde die Säule mit 

2 ml Waschpuffer (Step-Tactin) equilibriert und anschließend das Bakterienlysat langsam 

über die Säule gegeben. Es folgten 5 Waschschritte mit jeweils 1 ml Waschpuffer. Danach 

folgte die Elution mit 3 ml des Elutionspuffers (Strep Tactin) und die Eluate wurden in 0,5 

ml-Portionen aufgefangen und sofort aliquotiert bei -80°C eingefroren. Zur Regeneration der 

Säule wurden dann 15 ml Regenerationspuffer (Strep-Tactin) über die Säule gegeben und die 

Säule bis zur nächsten Verwendung bei 4°C im Kühlschrank gelagert.  

 

 

Waschpuffer „Strep-Tactin“:  1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCl, 10 mM EDTA, 0,2 mM DTT, 

      pH 8,0 

Elutionspuffer „Strep-Tactin“:  1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCl, 10 mM EDTA,  

25 mM Desthiobiotin, pH 8,0  

Regenerationspuffer „Strep-Tactin“: 1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCl, 10 mM EDTA,  

10 mM HABA, pH 8,0  

 

 

 

2.2.2.4 Proteinaufreinigung mittels Profinity eXact-Säulen 

 

Es wurden „1 ml Bio-Scale Mini Profinity eXact Cartridges“ (Bio-Rad) zur Aufreinigung des 

Proteins mit Profinity eXact-Tag verwendet. Die Puffer und das Bakterienlysat wurden mit 

einer Spritze unter gleichmäßigem Druck auf die Säule aufgetragen. Die Puffer wurden vorher 

auf 4°C gekühlt und es wurde bei Raumtemperatur gearbeitet. Die Eluate und das 
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Bakterienlysat vor Säulenauftrag wurden stets auf Eis gelagert. Zunächst wurde die Säule mit 

10 ml Waschpuffer (Profinity eXact) equilibriert und das Lysat langsam über die Säule 

gegeben. Dann wurden 1,5 ml Elutionspuffer (Profinity eXact) auf die Säule gegeben, die 

Eluate in 0,5 ml-Portionen aufgefangen, und die Säule für 30 Minuten bei Raumtemperatur 

gelagert. Anschließend wurden weitere 4,5 ml Elutionspuffer über die Säule gegeben und die 

Eluate erneut in 0,5 ml-Portionen aufgefangen. Die Eluate wurden sofort bei -80°C 

eingefroren. Nach der Elution wurde die Säule mit 5 ml Waschpuffer gespült und dann im 

Kühlschrank bei 4°C gelagert. Mit dem vom Hersteller empfohlenen Elutionspuffer mit  

100 mM Natriumflourid konnte in den Enzymassays keine Aktivität der DAHP-Synthasen 

detektiert werden, so dass der Elutionspuffer wie angegeben modifiziert wurde. 

 

Waschpuffer „Profinity eXact“: 50 mM EPPS, 300 mM Natriumacetat, pH 7,0, 

     1 mM DTT 

Elutionspuffer „Profinity eXact“: 50 mM EPPS, 1 M Natriumformiat, pH 7,2, 

     150 mM KCl, 1 mM DTT 

 

 

2.2.2.5 Gelelektrophorese von Proteinen: SDS Page nach Laemmli 

 

Die Gelelektrophorese der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in der Mini-

PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach Laemmli. Es 

wurden ein 4,5%iges Sammelgel und 10%iges Trenngel verwendet. Die Proteinproben 

wurden vor dem Auftragen auf das Gel 1:2 mit Laufpuffer verdünnt und für 5 Minuten bei 

95°C inkubiert. In jede Geltasche wurden insgesamt 40 µl gegeben. Die Auftrennung erfolgte 

bei 120 V. 

 

Laufpuffer:   0,25 M Tris; 2 M Glycin; 2,5 % SDS; 1 % (w/v) SDS; pH 8,3 

Sammelgel:  4,5%: 1,25 ml Monomerengemisch; 5 ml H2O; 2,1 ml Sammelgelpuffer; 

50 µl 10%iges APS; 30 µl TEMED 

Sammelgelpuffer:  0,5 M Tris HCl; 0,4 % (w/v) SDS; pH 6,8 

Trenngel:  10% : 6 ml Monomerengemisch; 7,5 ml H2O; 4,5 ml Trenngelpuffer; 

120 µl 10%iges APS; 27 µl TEMED 

Trenngelpuffer:  1,5 M Tris HCl; 0,4 % (w/v) SDS; pH 8,8 
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2.2.2.6 Proteinfärbung mit Coomassie 

 

Die Proteinfärbung mit Coomassie erfolgte für 20 Minuten unter Schwenken. Dann wurden 

die Gele in Entfärbelösung gegeben und unter Schwenken entfärbt bis die Hintergrundfärbung 

so stark reduziert war, dass die Proteinbanden scharf sichtbar wurden. 

 

Färbelösung:   0,025 % Coomassie Brilliant Blue G-250; 45 % (v/v) Methanol; 

10 % (v/v) Essigsäure 

Entfärbelösung:  30 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsäure 

 

 

 

2.2.2.7 Western Blot 

 

Der Blot wurde in der Blotapparatur Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Das Blot-Sandwich wurde luftblasenfrei zusammengesetzt und so in die 

Apparatur gegeben, dass die Nitrocellulosemembran zur Anode und das Gel zur Kathode 

ausgerichtet waren. Der Transfer fand für 1 Stunde bei 200 mA und 100 V in eisgekühltem 

Blottingpuffer statt. Um die tranferierten Proteine anschließend sichtbar zu machen wurde 

eine Behandlung mit Antikörpern durchgeführt. Zunächst wurde die Membran bei 

Raumtemperatur für eine Stunde in Blockierlösung inkubiert, um durch diese Absättigung 

eine spätere unspezifische Bindung der Antikörper zu verhindern. Anschließend erfolgte die 

Inkubation mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4°C. Der Primärantikörper (Anti-

DAHPS, Vgl. Abschnitt 2.1.3) wurde 1:20000 in Blockierlösung eingesetzt und ist spezifisch 

gegen das Protein „DAHPS“ gerichtet. Nach viermaligem Waschen der Membran für jeweils 

5 Minuten mit 1x TBS-Puffer (s.u.), erfolgte für eine Stunde die Inkubation mit einem 

Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Sekundärantikörper (Anti-Guinea Pig) ebenfalls 1:20000 

in Blockierlösung verdünnt. Danach folgten erneut vier Waschschritte wie nach der ersten 

Antikörperbehandlung und dann ein kurzes Schwenken in dem Alkalische-Phosphatase-

Puffer zum Equilibrieren. Anschließend wurden die Antikörper mit Hilfe der Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid/5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat (NBT/BCIP)- Färbung sichtbar 

gemacht.  
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Waschschritte:  

 

1) 5 Minuten 1x TBS-Puffer 

2) 5 Minuten TBS-Tween-Puffer 

3) 5 Minuten TBS-Tween-Puffer 

4) 5 Minuten 1x TBS-Puffer 

 

 

Alkalische-Phosphatase-Puffer:  100 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2; pH 9,5 

BCIP:      50 mg/ml in 100% Dimethylformamid 

Blockierlösung:    8 % (w/v) Magermilchpulver in 1 x TBS-Puffer 

Blottingpuffer:    25 mM Tris; 190 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol 

NBT:      50 mg/ml in 70% (v/v) Dimethylformamid 

10x TBS-Puffer:    200 mM Tris; 1,4 M NaCl; pH 7,6 

TBS-Tween-Puffer:    0,05 % (v/v) Tween-20 in 1x TBS-Puffer 

 

 

2.2.2.8 Enterokinasebehandlung 

 

Die Entfernung des Strep-Tags am N-Terminus des aufgereinigten Enzyms (pET-51-Vektor) 

erfolgte nach Herstellerangaben mit einer rekombinanten Enterokinase (Novage®). Dabei 

wurden verschiedenen Konzentrationen Enzym und Enterokinase verwendet. Auch die 

Inkubationstemperatur und -zeit wurden variiert (Raumtemperatur und 4°C; 2-20 Stunden).  

 

 

Reaktionsansatz: 1x rEK Cleavage-Puffer (Novagen) 

20 -50 µg aufgereinigtes Enzym (mit Strep-Tag) 

0,001 U – 1 U Enterokinase (in 1x rEK Dilution-Puffer; Novagen) 

ad 50 µl Aqua dest. 
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2.2.3 Proteincharakterisierung 
 
 
 
2.2.3.1 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten für PEP 
 

Da der Extinktionskoeffizient von Phosphoenolpyruvat (PEP) abhängig ist von pH-Wert und 

zweiwertigen Kationen (Schofield et al., 2003), wurde der Extinktionskoeffizient 

entsprechend dem Lambert-Beerschen Gesetz für jeden verwendeten Puffer photometrisch 

bestimmt. Die Messungen erfolgten im Synergy2 in UV-transparenten 96 well-Platten. Es 

wurde für jeden Puffer eine Eichkurve mit unterschiedlichen Konzentrationen PEP (2 mM,  

1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM und 0,125 mM) bei einer Wellenlänge von 232 nm erstellt. Nach 

Abzug des Nullwertes (jeweiliger Puffer ohne PEP) wurde die Extinktion gegen die PEP-

Konzentration graphisch aufgetragen und aus der Steigung der erhaltenen Geraden wurde der 

jeweilige Extinktionskoeffizient ermittelt. Es wurde stets eine Dreifachmessung durchgeführt 

und der Mittelwert für die späteren Messungen verwendet. 

 

 

2.2.3.2 Umpuffern des Enzyms mittels Micro Bio-Spin-Säulen® 

 

Für das Umpuffern des in Elutionspuffer (Strep-Tag) vorliegenden Zielproteins in einen 

Puffer ohne DTT wurden Bio-Gel P-6 Säulen in Tris-Puffer (Bio-Rad) verwendet. Dabei 

wurde nach Herstellerangaben verfahren. Das Protein wurde in Standardreaktionspuffer (Vgl. 

Abschnitt 2.2.3.3) ohne DTT und E4P umgepuffert. Es wurde dabei zu Beginn jeweils 50 µl 

Enzymlösung auf die Säule aufgetragen. 

 

 

2.2.3.3 DAHP-Synthase Aktivitätstest 

 

Bei diesem Test wird die Abnahme des Substrates PEP ermittelt. Da PEP jedoch bei vielen 

enzymatischen Reaktionen in der Pflanze verbraucht wird, kann dieser Assay nur für ge- 

reinigtes Protein verwendet werden. Die Messung der PEP-Abnahme erfolgte photometrisch 

bei 232 nm im Synergy2. Der Extinktionskoeffizient von PEP wurde für die verwendeten 

Puffer jeweils neu bestimmt (Vgl. Abschnitt 2.2.3.1). 1 U der DAHPS-Aktivität ist über die 

Abnahme von 1 µmol PEP pro Minute definiert.  Die Messung erfolgte kontinuierlich in UV-
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transparenten 96 well plates und das Probenvolumen betrug für jeden Assay jeweils 100 µl. 

Die Reaktion wurde mit der Zugabe des Substrates Erythrose-4-Phosphat gestartet und die 

Messung erfolgte standardmäßig bei Raumtemperatur. Es wurden für jeden Assay 1,08 µg 

Enzym eingesetzt. Die Abnahme der Extinktion wurde sofort nach Start der Reaktion für  

2 Minuten aufgezeichnet und für die Berechnung der Enzymaktivität wurde die Extinktions- 

änderung in der ersten Minute herangezogen.  

 

Für die Messung der Aktivität bei verschiedenen pH-Werten wurde in dem pH-Bereich von 

5,5 bis 7,0 der MES-Puffer mit dem jeweiligen pH-Wert eingesetzt. Im pH-Bereich von 7,0 

bis 8,5 wurde im Standardreaktionspuffer gemessen. 

 

Bei der Bestimmung des Einflusses der verschiedenen zweiwertigen Kationen auf die 

Aktivität des Enzyms wurde als Kontrollpuffer der Standardpuffer ohne MnCl2 verwendet. 

 

Bei der Variation der Konzentrationen eines der Substrate wurde das andere Substrat jeweils 

konstant auf seiner Standardkonzentration (E4P 3mM, PEP 1mM) gehalten. 

 

Für die Messung der Aktivität bei verschiedenen Temperaturen wurde der 

Standardreaktionspuffer verwendet und der pH-Wert von 7,0 bei der jeweiligen Temperatur 

eingestellt.  

 

Für die Messung der Aktivität des Enzyms unter verschiedenen DTT-Konzentrationen wurde 

das aufgereinigte Enzym zunächst umgepuffert (vergleiche 2.2.3.2), um das DTT aus dem 

Elutionspuffer zu entfernen.  

 

Für die Messung der Enzymaktivität unter dem Einfluss von Thioredoxin aus Spirulina sp. 

(Sigma-Aldrich) wurde das Thioredoxin in Waschpuffer (Strep-Tactin) mit einer DTT-

Konzentration von 10 mM gelöst. Das Thioredoxin wurde dann dem Enzym-Reaktionsansatz 

in der jeweiligen Konzentration hinzugefügt und das Enzym und das Thioredoxin für  

5 Minuten zusammen inkubiert bevor die Reaktion gestartet wurde. 

 

Standardreaktionspuffer:  50 mM EPPS; 0,2 mM DTT; 0,5 mM MnCl2; 1 mM PEP; 

    3 mM E4P; pH 7,0 
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MES-Puffer:    50 mM MES; 0,2 mM DTT; 0,5 mM MnCl2; 1 mM PEP; 

    3 mM E4P; pH 7,0 

 

 

2.2.3.4 Proteinbestimmung nach Bradford 

 

Die Proteinmessung erfolgte nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976). Als Protein-

standard für die Eichung wurde Rinder-Serum-Albumin verwendet. Nach Zugabe des 

Bradford-Reagenz, das zuvor 1:5 mit Aqua bidest. verdünnt und durch einen Faltenfilter 

gefiltert wurde, wurden die Proben für 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend 

erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm im Photometer. Es wurden jeweils 

Dreifachproben angefertigt. 

 

Proteinprobe: 1250 µl Bradford-Reagenz + 25 µl Proteinprobe 

Nullprobe: 1250 µl Bradford-Reagenz + 25 µl Elutionspuffer (vgl. 2.2.2.3 und 2.2.2.4) 

 

 

2.2.4 Metabolitenanalyse 
 
 
2.2.4.1 HPLC 
 

Für die Analyse des Aminosäuregehalts wurde eine wässrige Extraktion aus gemörserten 

Sprossmaterial vorgenommen. Es wurden etwa 200 mg Pflanzenmaterial in einen Mörser 

gegeben und mit 200 µl Aqua dest. für 1,5 Minuten gemörsert. Anschließend wurde das Pistill 

mit 100 µl Aqua dest. gespült und die Lösung und der Inhalt des Mörsers in ein 

Eppendorfgefäß überführt. Es folgte die Inkubation für 10 Minuten bei 95°C und das 

anschließende Abkühlen auf Eis. Dann wurde der Ansatz für 10 Minuten bei 14000 rpm und 

4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde mittels Acrodisc® GHP Spritzenvorsatzfiltern (VWR, 

Darmstadt) filtriert und mittels HPLC analysiert.  

Die Aminosäuregehalte wurden über die Derivatisierung mit Orthophthalaldehyd (OPA) 

bestimmt. Es wurde mit einem diskontinuierlichen binären Gradienten (s.u.) bei 40°C auf 

einem HPLC-System (VWR, Darmstadt) aufgetrennt. Die Derivate wurden bei einer 

Anregungswellenlänge von 230 nm und einer Emissionswellenlänge von 455 nm mit einem 
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Hitachi L-2485 Fluoreszenzdetektor (VWR, Darmstadt) detektiert und mit dem Programm EZ 

Chrom Elite™ Chromatography Data System quantifiziert. 

 

 

Säule:     Lichrospher 100 RP 18-5 EC 125 mm x 4 mm  
(CS-Chromatografie,Langerwehe) 

Vorsäule:    Lichrospher 100 RP 18-5 EC 40 mm x 4 mm  
(CS-Chromatografie,Langerwehe) 

Laufmittel  A:    50mM Natriumacetatpuffer/ pH 6,8 mit 50 mM Phosphorsäure,  

1,5% Tetrahydrofuran 

Laufmittel B:    97 % Methanol, 3 % Tetrahydrofuran 

Flussrate:    1 ml/min 

Pumpe:   L-2130 (VWR, Darmstadt) 

Gradient:  0 Min. 100% A; 12,5 Min. 85% A und 15% B; 65 Min. 50% A 
und 50% B; 75 Min. 30% A und 70% B; 80 Min. 100% B;  
82 Min. 90% A und 10%  B; 85 Min. 100% A 

 
Injektion:     10 µl 

Sandwich:    4,5 µl OPA + 1 µl Probe + 4,5 µl OPA 

Säulenofen:    Hitachi Column Oven L-2300 (VWR, Darmstadt) 

Probengeber:    Autosampler Multipurpose Sampler (Gerstel, Mülheim) 

Software Autosampler:  Maestro 

 

 

2.2.4.2 Phenolbestimmung 

 

Die Phenolbestimmung erfolgte modifiziert nach einer Methode von Singleton (Singleton et 

al., 1999). Für die Bestimmung des Phenolgehalts wurden jeweils 50 mg gemörsertes 

Pflanzenmaterial in einen gekühlten Mörser mit ca. 70 mg Seesand (Merck) gegeben. 

Daraufhin erfolgte die Zugabe von 500 µl gekühltem Methanol (95%) und der Inhalt wurde 

für 1 Minute mit mäßigem Druck gemörsert. Danach wurde das Pistill mit 3 x 500 µl 

gekühltem Methanol abgespült und die Lösung und der Inhalt der Mörsers in ein 2 ml 

Eppendorfgefäß überführt. Dann erfolge für 5 Minuten die Zentrifugation bei 13000 rpm.  
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100 µl des Überstands wurden in ein neues Eppendorfgefäß überführt und 200 µl Folin-

Ciocalteu-Reagenz (1:10 verdünnt) hinzugegeben. Nach gutem Mischen folgte die Inkubation 

für 2 Stunden in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Danach wurde die Probe für 7 Sekunden bei 

10000 rpm zentrifugiert, um das Präzipitat am Boden des Reaktionsgefäßes zu fixieren. Die 

photometrische Messung erfolgte bei 765 nm in 1 cm Polystyrol-Küvetten. Die 

Lichtabsorption bei dieser Wellenlänge ist proportional zu der Konzentration der Phenole. Als 

Blank diente 95% Methanol. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. Als 

Eichlösung diente Gallussäure in 95% Methanol und der lineare Bereich lag zwischen 100 

und 1000 µM. 

 

 

2.2.4.3 Ammoniumbestimmung 

 

Der Gehalt an Ammoniuimionen wurde mittels Ammonium Küvetten-Test „LCK 304“ der 

Firma HACH LANGE (Düsseldorf) bestimmt. Es wurden jeweils 100 mg gemörsertes 

Blattmaterial mit 1 ml H2O für 3 Minuten gemörsert und dann für 15 Minuten bei 14000 rcf 

und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und 

erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Der Überstand wurde in dem Küvetten-

Test eingesetzt der Ammoniumgehalt mit dem DR 5000 UV/VIS Spektralphotometer (HACH 

LANGE) bestimmt. Dabei wurde nach Herstellerangaben verfahren. 

 

 

2.2.5. Pflanzenanzucht 
 
 
2.2.5.1 Anzucht auf Erde 
 

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Einheitserde des Typs ED73 (Einheitserde Werkverband 

e.V.) unter Standardbedingungen bei 8 Stunden Licht und 16 Stunden Dunkelheit. Die 

Temperatur betrug während der Belichtung 22°C und in Dunkelheit 18°C. Die relative 

Luftfeuchte lag im Licht bei 50% und in Dunkelheit bei 60%. Die Aussaat erfolgte in 

Aussaatschalen und nach 7 Tagen wurden die Keimlinge in Töpfe der Größe 8 cm x 8 cm 

pikiert und 5-6 Wochen unter ausreichender Wasserversorgung weiter kultiviert. Die 

Lichtintensität betrug 100 bis 150 µmol Photonen m-2
 s-1. Zur Ernte wurde der Spross mit 
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einem Skalpell von der Wurzel getrennt und in flüssigem Stickstoff gefroren. Das 

Pflanzenmaterial wurde bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. 

Für die verschiedenen Stressbehandlungen (kontinuierlich 5°C Kälte, kontinuierlich 10°C 

Kälte, Dauerlicht, Hochlicht mit 600-700 µE) wurden nur die Temperatur- bzw. 

Lichtparameter entsprechend verändert. Die Pflanzen unter Salzstress wurden statt mit 

Leitungswasser mit einer 300 mM NaCl-Lösung gegossen. Die Anzucht der Pflanzen auf 

Nullerde erfolgte wie oben beschrieben. Nur wurde hier statt der Erde des Typs ED73 

Nullerde (Einheitserde Werkverband e.V.) verwendet. 

 

 

2.2.5.2 Anzucht auf Sand 

Die Pflanzen für die Expressionsanalyse der DAHP-Synthasen in Wurzel und Spross wurden 

auf Sand angezogen. Die Anzucht erfolgte in gewaschenem Quarzsand bei 8 Stunden Licht 

und 16 Stunden Dunkelheit. Die Temperatur betrug während der Belichtung 22°C und in 

Dunkelheit 18°C. Die relative Luftfeuchte lag im Licht bei 50% und in Dunkelheit bei 60%. 

Die Aussaat erfolgte in Aussaatschalen und nach etwa 7 Tagen wurden die Keimlinge in 

Töpfe der Größe 8 cm x 8 cm pikiert und 4 Wochen weiter kultiviert. Die Lichtintensität 

betrug 100 bis 150 µmol Photonen m-2
 s-1. Die Pflanzen wurden mit 0,1%iger Nährlösung 

Hakaphos® blau 15+10+15+(2) (Compo) versorgt. Zur Ernte wurden die Pflanzen mit den 

Wurzeln mit Wasser vorsichtig aus dem Sand gelöst und der Sand abgewaschen. Dann 

wurden Spross und Wurzel mit einem Skalpell getrennt und in flüssigem Stickstoff gefroren. 

Das Pflanzenmaterial wurde bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. 

 

2.2.5.3 Anzucht auf Hoagland-Agarplatten 

 

Die Platten wurden mit einer 1/3 Hoagland-Lösung (Hoagland und Arnon, 1950) und 1% 

(w/w) Agar hergestellt. Die Bestandteile der Hoagland-Lösung sind unten dargestellt. Diese 

Lösung wurde 1:3 verdünnt eingesetzt. Agar und Hoagland-Lösung wurden zusammen für 20 

Minuten bei 120°C autoklaviert und die Platten nach Abkühlen auf etwa 50°C gegossen. 
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1/1 Hoagland-Lösung: 

 

Makroelemente:   Mikroelemente: 

    

 

 

    

 

Vor dem Auslegen auf den sterilen Agarplatten erfolgte eine Oberflächensterilisation der 

Arabidopsis-Samen. Die Samen wurden für 3 Minuten in 70% Ethanol und 10 Minuten in 

Natriumhypochlorit-Lösung (0,5% NaOCl, 0,2% Tween 20) gespült. Anschließend wurden 

die Samen mehrfach mit sterilisiertem Wasser gewaschen und mit einer Pipette einzeln in den 

Agar gesetzt. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte dann unter denselben Temperatur- und 

Lichtbedingungen wie unter 2.2.5.1 und 2.2.5.2 beschrieben. 

 

 

2.2.6 GROWSCREEN 

 

Zur Bestimmung der relativen Wachstumsrate wurde der GROWSCREEN (Walter et al., 

2007) eingesetzt. Dieses nicht-invasive Verfahren dient der Bestimmung der projizierten 

Pflanzenfläche von Rosettenpflanzen. Dabei fährt eine in x- und y-Richtung bewegliche 

Kamera automatisch über eine Pflanzenpopulation in diesem Fall in jeweils 8 cm x 8 cm 

großen Töpfen und macht von jeder einzelnen Pflanze eine Farbaufnahme. Mittels einer 

Farbsegmentierung wird der Bildanteil extrahiert, der die Pflanze darstellt, und man erhält 

eine Binärmaske der Pflanze. Durch Zählen der Pixel wird dann die projizierte Pflanzenfläche 

bestimmt. Am 19. Tag nach Aussaat der Pflanzen wurden die ersten Aufnahmen der Pflanzen 

gemacht. Dann folgten ab Tag 25 alle 1-3 Tage erneute Aufnahmen der Pflanzen um den 

Wachstumsverlauf zu analysieren. Dies geschah bis zum 40. Tag nach Aussaat. 

 

KNO3 5 mM 

Ca(NO)2 5 mM 

MgSO4 2 mM 

KH2PO4 1 mM 

MnCl2  0,010 mM 

CuSO4  0,001 mM 

ZnSO4  0,001 mM 

ZnSO4  0,050 mM 

Fe-EDTA- 
Komplex 

0,175 mM FeSO4 

0,090 mM EDTA 
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3 Ergebnisse 

 

3.1  Klonierung und Überexpression 

 

Durch das Arabidopsis Genom Projekt und entsprechende Homologievergleiche sind 

Sequenzen für drei putative DAHP-Synthasen in Arabidopsis identifiziert worden (Herrmann 

und Weaver, 1999). Ein Ziel dieser Arbeit war es, die drei identifizierten Leseraster heterolog 

in E. coli zu exprimieren und die Enzyme biochemisch zu charakterisieren. Dazu war es 

zunächst nötig, das offene Leseraster für die jeweils reife Form des Enzyms ohne die putative 

Chloroplasten-Importsequenz in den Zielvektor zu klonieren. Alle drei Enzyme weisen am N-

terminalen Ende eine solche Importsequenz auf. Die anzunehmenden Schnittstellen des 

Importsignals konnten mit Hilfe des Programms ChloroP 1.1 ermittelt werden 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/; Emanuelsson et al., 1999).  

Als  Expressionsvektor dienten der pET-51-Vektor (Novagen®) und der pPAL7-Vektor (Bio-

Rad). Der pET-51-Vektor trägt N-terminal eine kodierende Sequenz für den Strep Tag II und 

darauf folgend eine Erkennungsstelle für eine Enterokinase. Diese soll ein späteres Entfernen 

des Tags möglich machen. Der pPAL7-Vektor kodiert N-terminal für den 75 Aminosäure 

langen Profinity eXact™ Tag, der die Möglichkeit bietet den Tag bereits auf der Affinitäts-

säule während des Prozesses der Proteinaufreinigung vom Zielprotein zu entfernen. Eine auf 

der Affinitätssäule immobilisierte Subtilisin-Protease erkennt und bindet den Tag. Dann 

spaltet sie nach Veränderung der Pufferbedingungen das Zielprotein an der 

Spalterkennungssequenz ab, welches daraufhin eluiert wird. Einen Überblick über die 

Elemente und Schnittstellen in den Vektoren geben die Abbildungen 49 und 50 im Anhang. 

Mit Hilfe entsprechend abgeleiteter Oligonukleotide konnten alle drei cDNAs amplifiziert 

werden. Die fehlerfreie Amplifikation der Sequenzen wurde durch die Sequenzierung beider 

Stränge (MWG Biotech, Martinsried) verifiziert.  

 

 

3.1.1 Klonierung 

 

Bei beiden verwendeten Vektorsystemen handelt es sich um LIC (ligation independent 

cloning) Vektoren. Hier soll ein detaillierter Überblick über die Klonierung in den pET-51 

Vektor gegeben werden. Die Klonierung in das andere System funktionierte nach demselben 
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Prinzip und wird daher nur kurz behandelt. Für die Klonierung in den pET-51 Vektor wurde 

mittels PCR und geeigneten Oligonukleotiden (Vgl. Abb.3 und Abschnitte 2.1.4 und 2.2.1) 

die Zielsequenz an beiden Enden jeweils mit 15 zusätzlichen spezifischen Basenpaaren 

versehen. Nach der PCR wurden dann die DNA-Doppelstränge mit einer T4-DNA-

Polymerase unter Zusatz von Desoxyadenosintriphosphat (dATP) behandelt, so dass beide 

ohne weiteren Ligationsschritt komplementär binden können (Abb.3). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Somit erhält man nach der Überexpression die reife Form der jeweiligen DAHP-Synthase mit 

drei zusätzlichen Elementen am N-Terminus: dem aus 8 Aminosäuren bestehenden Strep-Tag 

II, der daran anschließenden Erkennungssequenz für die Enterokinase und einer zusätzlichen 

Aminosäure, die für die Klonierung eingefügt werden muss. Im Falle der DAHP-Synthase 1 

Abb.3 Klonierung der Zielsequenz in den pET-51 EK-LIC Vektor am Beispiel der DAHP-Synthase 1 
A: Primerhybridisierung mit der Zielsequenz. Der Ausschnitt aus der DAHPS1-Sequenz ist in schwarz 
dargestellt. * markiert hier das erste und letzte zu exprimierende Codon. Die in diesem Beispiel eingesetzten 
Primer sind in rot dargestellt. Unterstrichene Basen zeigen eine Fehlerpaarung zur Zielsequenz. B: T4-DNA-
Polymerase-Behandlung. PCR-Produkt der in A dargestellten Primer und Templates. Die Erkennungsstelle für 
die Enterokinase ist blau markiert. Die grau unterlegten Basen werden von der T4-DNA-Polymerase aufgrund 
ihrer Exonukleaseaktivität entfernt. C: Einfügen des Inserts in den Zielvektor. Die Vektorsequenz ist in blau, 
und die Zielgensequenz in schwarz dargestellt. 
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handelt es sich bei der letzteren um Isoleucin. Eine Proteinaufreinigung mit diesem System 

liefert also zunächst das Zielprotein mit einer N-terminalen Verlängerung von 14 

Aminosäuren. Schneidet man anschließend das Produkt dieser Aufreinigung mit der 

Enterokinase, so erhält man das Zielprotein mit nur einer zusätzlichen Aminosäure am N-

Terminus. 

 

Die Klonierung in den pPAL7 Vektor erfolgte nach einem ähnlichen Prinzip. Um eine 

komplementäre Sequenz zur Vektorsequenz zu erhalten generierte man auch hier definierte 

5´-Einzelstrangüberhänge am PCR-Produkt mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase. Der Profinity 

eXact™ Tag umfasst insgesamt 228 Basen, wovon die letzten 27 Basen für die 

Erkennungsequenz der Schnittstelle der Subtilisin-Protease kodieren. Da in diesem 

Aufreinigungssystem bereits während der Aufreinigung Tag-freies Protein gewonnen wird 

und die Sequenz des Zielproteins direkt auf die Schnittstelle der Protease folgt, erhält man 

hier als Produkt das Zielprotein ohne zusätzliche Aminosäuren am N-Terminus. 

 

 

3.1.2 Optimierung der Überexpression 

 

Der E. coli Stamm BL21 (DE3)pLysS wurde mit den pET-51-Expressionskonstrukten 

transformiert. Um die optimale Kultivierungsdauer nach Induktion mit IPTG zu ermitteln, 

wurde der Gehalt der Bakterienkultur an Zielprotein zu verschiedenen Zeitpunkten getestet. In 

der Zelle kann das Zielprotein als lösliches Protein oder eingeschlossen in „inclusion bodies“ 

vorliegen. Daher wurde bei der Analyse der Proben zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen 

dem löslichen und dem unlöslichen Anteil unterschieden.  

In Abbildung 4 ist diese Analyse am Beispiel der DAHP-Synthase 3 im Western Blot 

dargestellt. Man sieht deutlich eine Induktion der Expression. Nach drei Stunden ist bereits 

eine erhebliche Menge der DAHP-Synthase in der löslichen Fraktion zu finden. Der Anteil 

der DAHP-Synthase in der unlöslichen Fraktion ist zu allen Zeitpunkten nach Induktion recht 

hoch und gleichbleibend. Doch da die Konzentration des Zielproteins bereits nach drei 

Stunden ausreichend hoch war und sich auch nach weiteren 1,5 Stunden nicht mehr steigern 

ließ, wurde diese Inkubationsdauer auch für die folgenden Inkubationen gewählt. Bei den 

anderen zwei Isoformen wurden auf dieselbe Weise verfahren, da auch sie nach drei Stunden 

bereits eine ausreichende Menge Zielprotein in der löslichen Zellfraktion aufwiesen. 
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Der E. coli Stamm BL21 (DE3) wurde mit den pPAL7-Expressionskonstrukten transformiert. 

Auch hier ergab sich eine optimale Kultivierungsdauer von drei Stunden nach der Induktion 

mit IPTG (Abb.5). In der löslichen Fraktion ist die Menge an Zielprotein nach 4,5 Stunden 

etwa dieselbe wie nach drei Stunden. Die Menge an Zielprotein in der unlöslichen Fraktion 

hingegen steigt nach 4,5 Stunden nochmals an, so dass die zusätzlich exprimierte Menge an 

Zielprotein bei einer längeren Inkubationszeit als drei Stunden vermutlich in „inclusion 

bodies“ vorliegt und für eine Proteinaufreinigung nicht nutzbar ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 t = 0        t = 1,5       t = 3        t = 4,5 

      -      +      -      +     -      +      -      + 

A B 
  t = 0       t = 1,5       t = 3         t = 4,5 

      -     +       -     +      -     +      -      + 

Abb.4 Die Induktion der DAHP-Synthase 3 in E. coli im pET-51 System. Es wurden Proben vor der 
Induktion (t = 0) und 1,5 Stunden, 3 Stunden und 4,5 Stunden nach Induktion entnommen. Nach der 
Zentrifugation wurden sowohl der Überstand (lösliche Fraktion) als auch das Pellet (unlösliche Fraktion) 
aufgeschlossen und im Western Blot dargestellt. Die Induktion erfolgte mit 0,5 mM IPTG (+). Eine 
Bakterienkultur ohne Induktion durch IPTG diente als Kontrolle (-).  A: lösliche Fraktion. B: unlösliche 
Fraktion. Die Detektion der DAHP-Synthase erfolgte mit Antikörpern gegen die DAHP-Synthase (Vgl. 
Abschnitt 2.1.3).    

Abb.5 Die Induktion der DAHP-Synthase 2 in E. coli im pPAL7 System. Es wurden Proben vor der 
Induktion (t = 0) und 1,5 Stunden, 3 Stunden und 4,5 Stunden nach Induktion entnommen. Nach der 
Zentrifugation wurden der Überstand (lösliche Fraktion) als auch das Pellet (unlösliche Fraktion) 
aufgeschlossen. Die Induktion erfolgte mit 1 mM IPTG (+). Eine Bakterienkultur ohne Induktion durch IPTG 
diente als Kontrolle (-). A: lösliche Fraktion im Western Blot. B: unlösliche Fraktion im SDS-Gel; Der Pfeil 
markiert die Laufhöhe der DAHP-Synthase. Die Detektion der DAHP-Synthase im Western Blot erfolgte mit 
Antikörpern gegen die DAHP-Synthase (Vgl. Abschnitt 2.1.3).    

      -     +       -     +      -     +      -      + 

  t = 0       t = 1,5       t = 3         t = 4,5 A B 

28 
28 

      -     +       -     +      -     +      -      + 

  t = 0       t = 1,5       t = 3         t = 4,5 
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3.2 Proteinaufreinigung 

 

3.2.1 Vektor pET-51 (Strep Tag) 

 

Die Proteinaufreinigung der Proteine mit Strep Tag erfolgte über StrepTactin-Säulen. Der 

Erfolg der Aufreinigung und die Reinheit des Proteins wurden sowohl mittels SDS-

Gelelektrophorese als auch mittels Western Blot überprüft. Alle Isoformen ließen sich nahezu 

bis zur Homogenität aufreinigen (Abb.6).  

 

 

 

DHS1 #495 

 

 

 

 

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

L      D    E1    E2     E3    E4    E5    E6 

L      D    E1   E2   E3   E4   E5   E6 

L      D    W1  W2  E1  E2   E3   E4   E5 

Abb.6 Die drei DAHP-Synthasen nach der Aufreinigung über StrepTactin-Säulen. Dargestellt sind die 
einzelnen Aufreinigungsschritte im SDS-Gel (links) und im Western Blot (rechts). Die SDS-Gele wurden mit 
Coomassie-Blau angefärbt. SDS-Gele und Western Blots zeigen jeweils die Ergebnisse unterschiedlicher 
Aufreinigungen. Die Detektion der DAHP-Synthasen im Western Blot erfolgte mit Antikörpern gegen die 
DAHP-Synthase (Vgl. Abschnitt 2.1.3).   L: Lysat     D: Durchfluss    W: Waschfraktion    E: Eluate 
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Die Ausbeute an löslichem Zielprotein aus dem Gesamtprotein im aufgeschlossenen 

Bakterienlysat bewegte sich zwischen 3 und 5 %. In Tabelle 1 ist exemplarisch eine 

detaillierte Aufstellung der Proteingehalte in Lysat und in den einzelnen Eluaten am Beispiel 

der DAHP-Synthase 3 aus drei verschiedenen Aufreinigungen dargestellt. Für alle drei 

DAHP-Synthasen lag die Gesamtausbeute an Zielprotein in einer einzelnen Protein-

aufreinigung jeweils bei 1 - 2 mg Zielprotein. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2   Entfernen des Strep Tags mit einer Enterokinase 

 

Der pET-51-Vektor ist so konzipiert, dass eine Erkennungsstelle für eine rekombinante 

Enterokinase zwischen der Sequenz für den Strep Tag und der Zielsequenz eingebaut wird 

(Vgl. Abschnitt 3.1.1). Diese Erkennungsstelle soll ein Entfernen des Tags mit Hilfe der 

entsprechenden Serinprotease nach der Aufreinigung ermöglichen. Das Entfernen des Tags 

war jedoch nur mit dem Verlust von Enzymaktivität möglich. Eine spätere Analyse mittels 

Western Blot zeigte, dass die Serinprotease durch unspezifisches Schneiden das Zielprotein in 

mehrere Einzelfragmente teilte und somit zum Aktivitätsverlust der DAHP-Synthase führte.  

Trotz Variation der Konzentrationen von Enterokinase und Zielenzym, sowie der 

Inkubationstemperaturen und -zeiten arbeitete die Enterokinase stets unspezifisch und das 

Ergebnis war ein deletiertes, nicht funktionsfähiges Enzym.  In Abbildung 7A ist dargestellt, 

dass die Enterokinase den Strep Tag entfernt, jedoch auch die DAHP-Synthase unspezifisch 

an einigen Stellen schneidet, so dass viele Fragmente der DAHP-Synthase entstehen. 

Daraufhin wurde die Menge der eingesetzten Enterokinase nochmal heruntergesetzt um dieses 

DAHPS 3 
Proteinkonzentration (mg/ml) Ausbeute Gesamt 

Lysat Eluat 1 Eluat 2 Eluat Eluat 4   Eluat 5 [mg] 

1 4,86 - 1,51 1,28 0,38 0,15 1,66 

2 6,80 0,05 1,14 1,24 0,43 0,20 1,53 

3 6,41 - 0,97 1,05 0,3 0,12 1,22 

Tab.1 Proteingehalte in den einzelnen Fraktionen nach Aufreinigung der DAHP-Synthase 3. Die 
Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford. Hier sind exemplarisch die Ergebnisse aus drei voneinander 
unabhängigen Aufreinigungen gezeigt. Lysat: 6 ml Bakterienextrakt nach Ultraschall- und 
Lysozymbehandlung;   Eluate: jeweils 0,5 ml von der Affinitätssäule eluiertes Zielprotein. 



                                                                                                                             
 

 

88 

53 

36 

kDa 

unspezifische Schneiden zu ver

Konzentrationen der Serinprotease zeigte sich gar keine Proteaseaktivität mehr.

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 Vektor pPAL-7 (High Profinity eXact Tag)

 

Da sich das Entfernen des Strep Tags 

erwies, wurde ein weiterer Vektor eingesetzt: der pPAL

Tag direkt auf der Affinitätssäule 

entfernt. Fluorid-Ionen im Elutionspuffer wirken am

der Subtilisin-Protease. Mit dem vom Hersteller empfohlenen Elutionspuffer mit

Natriumfluorid konnte zwar reines und geschnittenes Protein gewonnen werden, dieses zeigte 

jedoch nur wenig oder gar keine Aktivität mehr nach der Aufreinigung

Ionen auch Chlorid-Ionen die Aktivität der Protease anregen, wurde ein Elutionspuffer mit 

Kaliumchlorid entwickelt (Vgl.

Aufreinigung mit diesem Puffer 

1 2 

Abb.7 Behandlung der gereinigten DAHP
zu entfernen. A: Behandlung von 20 µg DAHP
bei Raumtemperatur. A1: Westernblot mit Antikörpern gegen Strep Tag II;  
Antikörpern gegen die DAHP-Synthase. 
(1), 0,01U (2) und 0,1U (3) Enterokinase. Die Proben wurden 3 bzw. 20 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Der Western Blot wurde mit Antikörpern gegen den Strep Tag II 
durchgeführt. Alle Kontrollen (
denselben Bedingungen wie die anderen Proben behandelt. K: Kontrolle; E: mit Enterokinase 
behandelte Probe. 

K     E          K      E 
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unspezifische Schneiden zu vermeiden oder zu reduzieren (Abb.7B). Doch bei sehr niedrigen 

Konzentrationen der Serinprotease zeigte sich gar keine Proteaseaktivität mehr.

7 (High Profinity eXact Tag) 

das Entfernen des Strep Tags II in dem pET-51-Vektor-System 

, wurde ein weiterer Vektor eingesetzt: der pPAL-7 Vektor. In diesem System wird der 

Tag direkt auf der Affinitätssäule durch Veränderung der Pufferbedingungen 

im Elutionspuffer wirken am effektivsten beim Anregen der Aktivität 

Mit dem vom Hersteller empfohlenen Elutionspuffer mit

konnte zwar reines und geschnittenes Protein gewonnen werden, dieses zeigte 

der gar keine Aktivität mehr nach der Aufreinigung. 

onen die Aktivität der Protease anregen, wurde ein Elutionspuffer mit 

gl. Abschnitt 2.2.2.4).  Abbildung 8 zeigt das Ergebnis 

mit diesem Puffer am Beispiel der DAHP-Synthase 1. Im Western Blot (B) ist 

A 
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36 

kDa 

Behandlung der gereinigten DAHP-Synthasen mit Enterokinase um den StrepTag II 
Behandlung von 20 µg DAHP-Synthase-2 mit 0,5 U Enterokinase für 2 Stunden 

: Westernblot mit Antikörpern gegen Strep Tag II;  A2: Westernblot mit 
Synthase. B: Behandlung von 30 µg DAHP-Synthase

(1), 0,01U (2) und 0,1U (3) Enterokinase. Die Proben wurden 3 bzw. 20 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Der Western Blot wurde mit Antikörpern gegen den Strep Tag II 
durchgeführt. Alle Kontrollen (A und B) wurden ohne Enterokinase, aber ansonsten unter 
denselben Bedingungen wie die anderen Proben behandelt. K: Kontrolle; E: mit Enterokinase 
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Doch bei sehr niedrigen 

Konzentrationen der Serinprotease zeigte sich gar keine Proteaseaktivität mehr. 

System als problematisch 

In diesem System wird der 

durch Veränderung der Pufferbedingungen vom Zielprotein 

effektivsten beim Anregen der Aktivität 

Mit dem vom Hersteller empfohlenen Elutionspuffer mit 

konnte zwar reines und geschnittenes Protein gewonnen werden, dieses zeigte 

. Da neben Fluorid-

onen die Aktivität der Protease anregen, wurde ein Elutionspuffer mit 

zeigt das Ergebnis einer 

m Western Blot (B) ist 

Synthasen mit Enterokinase um den StrepTag II 
2 mit 0,5 U Enterokinase für 2 Stunden 

: Westernblot mit 
Synthase-3 mit 0,001U 

(1), 0,01U (2) und 0,1U (3) Enterokinase. Die Proben wurden 3 bzw. 20 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Der Western Blot wurde mit Antikörpern gegen den Strep Tag II 

) wurden ohne Enterokinase, aber ansonsten unter 
denselben Bedingungen wie die anderen Proben behandelt. K: Kontrolle; E: mit Enterokinase 
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sehr deutlich der Größenunterschied zwischen dem Enzym mit Tag in Lysat und Durchfluss 

und dem Enzym ohne Tag in den Elutionsfraktionen zu erkennen. Man sieht hier eine nahezu 

homogene Aufreinigung. Im Western Blot ist in den Elutionsfraktionen nur eine kleine 

zusätzliche Bande kurz unterhalb der Laufhöhe der DAHP-Synthase zu erkennen. Da sie von 

dem Antikörper gegen die DAHP-Synthase erkannt wird, scheint es sich um ein etwas 

kleineres Fragment des Enzyms zu handeln.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die maximal erzielte Proteinkonzentration bei der Aufreinigung über die Profinity eXact 

Säulen betrug in einem Einzeleluat nur 0,34 mg/ml (DAHP-Synthase 1). Die maximale 

Ausbeute in allen Eluaten insgesamt betrug lediglich 0,842 mg (DAHP-Synthase 1). Die hier 

erzielten Konzentrationen und Proteinmengen sind also wesentlich kleiner als die mit den 

StrepTactin-Säulen erreichten (Vgl. Tab.1 und Abschnitt 3.2.1). In den meisten 

Aufreinigungen fiel ein großer Anteil von Zielprotein in der Durchfluss-Fraktion auf. Dies ist 

die Fraktion, die nach dem Hinzufügen von Waschpuffer zur Säule nach Auftrag des 

Bakterienlysats aufgefangen wird. Sie sollte bei optimaler Bindung des Zielproteins an die 

Affinitätssäule also kaum Zielprotein aufweisen. In diesem System scheint also die Bindung 

des Zielproteins an die Säule nicht optimal zu sein, was die geringe Ausbeute an Zielprotein 

erklären könnte.  
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Abb.8 Die DAHP-Synthase 1 nach Aufreinigung über die Profinity eXact Säule (Bio-Rad). 
Dargestellt sind die einzelnen Aufreinigungsschritte im SDS-Gel (A) und im Western Blot (B). Die 
SDS-Gele wurden mit Coomassie-Blau angefärbt. Die Detektion der DAHP-Synthasen im Western 
Blot erfolgte mit Antikörpern gegen die DAHP-Synthase in Arabidopsis.   
L: Lysat; D: Durchfluss; W: Waschfraktion; E und P: Eluate vor (E) und nach (P) Inkubation im 
Elutionspuffer für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die schwarzen Pfeile markieren die Laufhöhe des 
geschnittenen Zielproteins und die roten Pfeile die Laufhöhe des Enzyms mit Profinity eXact Tag. 
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3.2.4   Größenabschätzung der drei Isoformen im SDS-Gel 

 

Um die Molekulargewichte der drei Isoformen zu ermitteln, wurden die über die Profinity 

eXact Säulen™ aufgereinigten Enzyme ohne Tag im SDS-Gel mit einem entsprechendem 

Größenstandard aufgetragen (Abb.9). Die aufgrund der Aminosäuresequenz ermittelten und 

mittels SDS-Gel ermittelten Molekulargewichte sind in Tabelle 2 dargestellt. Die im Gel 

ermittelten Molekulargewichte liegen etwas höher. Die DAHP-Synthase 3 ist hier etwa 1 kDa 

größer als die anderen zwei Isoformen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 DNAMAN SDS-Gel 

DAHPS 1 52,9 kDa 54,6 kDa 

DAHPS 2 51,0 kDa 54,8 kDa 

DAHPS 3 52,8 kDa 55,6 kDa 

Rf
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g
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2,1
y = -0,164 x + 2,0488

Phosphorylase b  (97,4 kDa)

Serumalbumin (66,2 kDa)

Ovalbumin (45 kDa)

Carboanhydrase (31 kDa)

97 

66 

45 

31 

kDa 

Tab.2 Bestimmung des Molekulargewichts der 
drei DAHP-Synthasen. Die Molekulargewichte 
wurden anhand der Aminosäuresequenz mit Hilfe des 
Programmes DNAMAN und mittels SDS-Gel-
Auftragung abgeschätzt. 

Abb.9 Bestimmung des Molekulargewichts der drei DAHP-Synthasen im SDS-Gel.  
links: Auftragung des Logarithmus der Masse der Standardproteine gegen die Laustrecke der 
jeweiligen Proteine zur Ermittlung der Eichgeraden; rechts: die drei Isoenzyme ohne Tag im SDS-
Gel mit dem Größenstandard. 

Laufstrecke (cm) 
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3.3  Biochemische Charakterisierung 

 

In höheren Pflanzen konnten aufgrund von Sequenzhomologien meist zwei oder drei Gene, 

die für putative Isoenzyme der DAHP-Synthase kodieren, identifiziert werden (Betz et al., 

2009; Görlach et al., 1993; Janzik et al., 2005; Zhang et al., 2010). Untersuchungen dieser 

Gene zeigten vor allem auf Transkriptionsebene eine unterschiedliche Regulation (Vgl. 

Abschnitt 1.2.1). Dies weist darauf hin dass die verschiedenen kodierten Isoenzyme 

möglicherweise in der Pflanze unterschiedliche Funktionen erfüllen. So könnte jedes Enzym 

unter anderen physiologischen Bedarfszuständen und Stoffwechsellagen aromatische 

Aminosäuren bzw. ihre Vorstufe Chorismat bereitstellen. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, 

eine mögliche Manifestation dieser unterschiedlichen Regulation und Aufgabenteilung auch 

in den biochemischen Eigenschaften der Isoenzyme zu überprüfen. Bei der vergleichenden 

biochemischen Charakterisierung der drei DAHP-Synthasen aus Arabidopsis thaliana wurde 

mit heterolog exprimierten Proteinen gearbeitet, da dies den Gewinn großer Proteinmengen 

und die Zuordnung der einzelnen Enzyme zu einem konkreten Gen möglich macht. Da sich 

die Proteinausbeute nur im pET-51-Vektor-System als hinreichend groß für eine 

Charakterisierung erwies (Vgl. Abschnitt 3.2), wurden die folgenden Messungen, falls nicht 

anders angegeben, mit Protein mit N-terminalen Strep Tag durchgeführt. Die Aktivität der 

DAHP-Synthase wurde durch die Abnahme des Substrates Phosphoenolpyruvat 

photometrisch ermittelt. 

 

 

3.3.1  pH-Optimum 

Da der Extinktionskoeffizient von Phosphoenolpyruvat pH-Wert abhängig ist (Schofield et 

al., 2003), wurde der Extinktionskoeffizient entsprechend dem Lambert-Beerschen Gesetz für 

jeden verwendeten Puffer jeweils photometrisch bestimmt. Die Messungen erfolgten bei  

einer Wellenlänge von 232 nm (Abb.10A). Die Enzymtests wurden im Bereich von pH 5,5 bis 

7,0 in 50 mM MES- Puffer und in dem pH-Bereich zwischen pH 7,0 und 8,5 in 50 mM EPPS-

Puffer durchgeführt.  

Für die DAHP-Synthase 1 ergab sich ein pH-Optimum zwischen 6,5 und 7,0. Die DAHP-

Synthase 2 zeigte bei einem pH-Wert von 7,0 maximale Aktivität und die DAHP-Synthase 3 

wies sich durch ein etwas breiteres pH-Optimum aus, das zwischen 6,0 und 7,5 lag (Abb.10B-

D). 
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Abb.10: pH-Wert-Abhängigkeit des Extinktionskoeffizienten für Phosphoenolpyruvat (A) und der 
Aktivität der DAHP-Synthasen (B-D). A: Der Extinktionskoeffizient wurde in denselben Puffern bestimmt, 
die in den weiteren Aktivitätstests Verwendung fanden und enthalten somit auch MnCl2, MgCl2 und DTT. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für n = 3. B-D: Die Ergebnisse aus 2 Messungen mit jeweils 
unabhängig voneinander aufgereinigtem Enzym sind in unterschiedlichen Farben dargestellt (blau und rot). 
Jeder Aktivitätswert zeigt den Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung für  die Dreifachbestimmung.    50 mM MES-Puffer ; ▼  50 mM EPPS-Puffer.                                   
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2 Abhängigkeit von zweiwertigen Kationen 

 

Die DAHP-Synthasen sind Metalloproteine, d.h. sie tragen ein Metallion als prosthetische 

Gruppe. Aus Pflanzen hat man bisher DAHP-Synthasen isoliert, die durch Cobalt-, Mangan- 

und Magnesiumionen aktiviert werden (Herrmann und Weaver, 1999; Rubin und Jensen, 

1985; Suzich et al., 1985).  
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3.3.2.1 Mangan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der Extinktionskoeffizient für Phosphoenolpyruvat ist nicht nur pH-Wert abhängig, sondern 

wird auch von zweiwertigen Kationen beeinflusst (Schofield et al., 2003). Daher wurde auch 

für die Messungen mit Manganzusatz zunächst der Extinktionskoeffizient in dem jeweiligen 

mit MnCl2 versetzten Puffer bestimmt. Der Extinktionskoeffizient im Kontrollpuffer ohne 

Zusatz von zweiwertigen Kationen unterscheidet sich deutlich von den Extinktionswerten mit 

Mangan. Die Extinktionswerte der Puffer mit verschiedenen Mangankonzentrationen 

untereinander sind hingegen sehr ähnlich (Abb.11). Die Abhängigkeit der Aktivität von der 

Anwesenheit von Mangan ist für alle Isoenzyme deutlich zu sehen (Abb.12). Die Steigerung 

der Mangankonzentration von 10 µM auf 1000 µM bringt für alle drei Enzyme eine 

Aktivitätssteigerung von etwa 80 % mit sich. Die hier dargestellten Aktivitäten wurden mit 

dem für den jeweiligen Puffer spezifischen Extinktionskoeffizienten berechnet. 

 

 

3.3.2.2    Magnesium 

 

Auch durch den Zusatz von Magnesium lassen sich die DAHP-Synthasen aktivieren. Dafür 

sind allerdings Konzentrationen im millimolaren Bereich notwendig (Abb.13). 
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Abb.11: Abhängigkeit des Extinktionskoeffizienten 
für Phosphoenolpyruvat von Mangan.  
Der Extinktionskoeffizient wurde in denselben Puffern 
bestimmt, die in den weiteren Aktivitätstests Verwen-
dung fanden. Die Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung für n = 3. 
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Abb.12: Abhängigkeit der Aktivität der drei 
DAHP-Synthasen von Mangan. 
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für 
n = 3. Der hier verwendete Grundpuffer (EPPS 50 
mM pH 7,0) enthielt keinerlei Zusatz von 
zweiwertigen Kationen. 
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Für diese Tests wurden die Extinktionskoeffizienten von Phosphoenolpyruvat in den 

einzelnen mit MgCl2 versetzten Puffern nicht bestimmt. Daher wurde hier nicht die 

spezifische Aktivität als Maß für die Enzymaktivität gewählt, sondern die Änderung der 

optischen Dichte pro Minute. Es zeigte sich deutlich, dass die Aktivierung durch 

Magnesiumzusatz stattfindet und dass die Aktivierung durch das Mangan höher ausfällt als 

die Aktivierung durch das Magnesium. Die DAHP-Synthase 1 zeigt im Gegensatz zur DAHP-

Synthase 3 bereits bei einer MgCl2-Konzentration von 5 mM eine Aktivitätssteigerung. 
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Abb.13: Abhängigkeit der Aktivität der drei DAHP-
Synthasen von Magnesium. 
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für  
n = 3. Der hier verwendete Grundpuffer (EPPS 50 mM; 
pH 7,0) enthielt keinerlei Zusatz von zweiwertigen 
Kationen. Die Proben „Mn“ enthielten 0,5 mM MnCl2, 
jedoch kein Magnesium.  
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3.3.2.3    Cobalt 

 

Unter Zusatz von Cobalt zeigten die DAHP-Synthasen 2 und 3 keinerlei Aktivität. Dabei 

wurden Konzentrationen von 10 und 500 µM CoCl2 eingesetzt. Die ausbleibende Aktivierung 

der DAHP-Synthase 1 durch Cobalt wurde bereits in der Arbeit von Entus et al. (2002) 

gezeigt. 

 

 

3.3.3   Km-Werte und maximale Reaktionsgeschwindigkeiten  

 

Die Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration ergab für alle 

Isoformen der DAHP-Synthase sowohl für das Substrat Phosphoenolpyruvat (PEP) als auch 

für das Substrat Erythrose-4-Phosphat (E4P) eine typische Michaelis-Menten-Kurve in Form 

einer Hyperbel (Abb.14 und 15). Die Bestimmung der Km-Werte und der maximalen 

Reaktionsgeschwindigkeiten erfolgte mittels nichtlinearer Regression mit der Excel-Vorlage 

ANEMONA (Hernàndez und Ruiz, 1998). Dabei wurde der für die jeweiligen Dreifachproben 

ermittelte Standardfehler in jeder Berechnung berücksichtigt. 

 

 

3.3.3.1   pH-Wert 7,0 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Abb.14: Michaelis-Menten-Diagramme für die Substrate PEP (links) und E-4-P (rechts) für die DAHP-
Synthase 1. Dargestellt sind in jeweils unterschiedlichen Farben die Ergebnisse aus drei Messungen mit 
unabhängig voneinander aufgereinigtem Protein. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler für  n = 3. 
Die Aktivitätstests wurden in 50 mM EPPS-Puffer pH 7,0 durchgeführt. 
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Die Enzymtests wurden im Standardpuffer EPPS mit pH 7,0 durchgeführt. Im Vergleich 

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Km-Werte (PEP) und Km-Werte (E4P) 

zwischen den verschiedenen Isoenzymen. Die Km-Werte (PEP) lagen mit 0,24 – 0,29 mM 

etwas mehr als doppelt so hoch wie die für Erythrose-4-Phosphat, die sich zwischen 0,11 und 

0,17 mM bewegten. Der Vergleich der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (Vmax) 

offenbart allerdings eine signifikant höhere maximale Reaktionsgeschwindigkeit der DAHP-

Synthase 3 gegenüber den anderen zwei Isoenzymen (Abb.16). 
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Abb.15: Michaelis-Menten-Diagramme für die Substrate PEP (links) und E-4-P (rechts) für die DAHP-
Synthasen 2 (A) und 3 (B). Dargestellt sind in jeweils unterschiedlichen Farben die Ergebnisse aus drei 
Messungen mit unabhängig voneinander aufgereinigtem Protein. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardfehler für  n = 3. Die Aktivitätstests wurden in 50 mM EPPS-Puffer pH 7,0 durchgeführt. 
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3.3.3.2   pH-Wert 6,0 

 

Wurden die Enzymtests bei einem pH-Wert von 6,0 durchgeführt, so zeigten die DAHP-

Synthasen 1 und 3 für das Substrat Erythrose-4-Phosphat dasselbe Verhalten wie bei einem 

pH-Wert von 7,0. Für die DAHP-Synthase 2 hingegen verdoppelte sich der Km-Wert für das 

Substrat Erythrose-4-Phosphat im Vergleich zu den saureren pH-Bedingungen (Tab.3). Für 

diese pH-Wert Bedingung liegt für jedes Isoenzym jeweils nur eine Analyse vor. Die Km-

Werte der einzelnen Enzyme für das Substrat Phosphoenolpyruvat unter pH-Wert 6,0 konnten 

im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt werden. 

 

 

 

 

 

  DAHPS1 DAHPS2 DAHPS3 

  Km (E4P) [mM] 

pH 7 (1) 0,23 0,26 0,37 

pH 7 (2) 0,29 0,36 0,20 

pH 7 (3) 0,21 0,26 0,29 

pH 6 (1) 0,20 0,79 0,21 

 Km (E4P) 
[mM] 

Km (PEP) 
[mM] 

Vmax 
[U/mg] 

DHS1 0,24 ± 0,04 0,11 ± 0,04 10,56 ± 2,28 

DHS2 0,29 ± 0,06 0,11 ± 0,03 9,65 ± 1,19 

DHS3 0,29 ± 0,09 0,17 ± 0,05 14,33 ± 3,21 

Abb.16: Km-Werte und maximale Aktivitäten (Vmax) für die drei Isoformen der DAHP-Synthase.  
Die Werte sind Mittelwerte aus drei Messungen mit unabhängig voneinander aufgereinigtem Protein. Die 
Bestimmung der Km- und Vmax-Werte erfolgte mit der Excel-Vorlage ANEMONA. A zeigt die maximalen 
Aktivitäten nochmals graphisch aufgetragen. Die maximale Aktivität der DAHP-Synthase 3 ist signifikant 
höher als die der DAHP-Synthase 1 (p ≤ 0,05) und signifikant höher als die der DAHP-Synthase 2 (p ≤ 0,001). 
Zur Ermittlung der Signifikanz wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit einem Post-Hoc LSD-
Test durchgeführt  
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Tab.3: Vergleich der Km-Werte (E4P) der DAHP-
Synthasen bei pH 6,0 und pH 7,0. Dargestellt sind die 
Ergebnisse von drei Analysen bei pH-Wert 7,0 und einer 
Analyse bei pH-Wert 6,0. Bei jeder Analyse wurde für 
jede Substratkonzentration eine Dreifachbestimmung der 
Enzymaktivität durchgeführt. 
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3.3.4 Reduzierende Agenzien 

 

Viele Enzyme im Chloroplasten sind lichtreguliert. Die Lichtregulation erfolgt über 

veränderte Redoxzustände von Enzymen, welche durch den photosynthetischen 

Elektronentransport ausgelöst werden. Die Reduktion der entsprechenden Enzyme führt zu 

einer veränderten katalytischen Aktivität und somit zu einer Aktivierung oder Inaktivierung. 

Die drei DAHP-Synthasen in Arabidopsis sind aufgrund der identifizierten Importsequenzen 

vermutlich ebenfalls im Chloroplasten lokalisiert und möglicherweise lichtreguliert. Die 

Aktivierung der DAHP-Synthase 1 durch DTT und reduziertes Thioredoxin ist bereits durch 

eine Arbeit von Entus et al. (2002) bekannt. Zur Überprüfung einer Redoxregulation wurde 

die Aktivität der anderen beiden DAHP-Synthasen unter Einfluss des chemischen 

Reduktionsmittels Dithiothreitol (DTT) und von Thioredoxin (TRX) aus Spirulina sp. 

getestet. Alle drei Enzyme wurden sowohl durch DTT als auch durch reduziertes Thioredoxin 

aktiviert (Abb.17). Für die Messungen mit DTT wurden die Enzyme zunächst umgepuffert, da 

die Puffer für die Proteinaufreinigung DTT zur Enzymstabilisierung enthalten. Die 

Umpufferung erfolgte mittels Molekularsieb-Chromatographie (Bio-Spin®6, Biorad). Das 

verwendete TRX wurde vor der Reaktion zunächst mit 10 mM DTT reduziert. Die Aktivität 

der Enzyme ließ sich mit DTT um etwa 60 % (DAHP-Synthasen 1 und 3) bzw. um etwa 40 % 

(DAHP-Synthase 2) steigern. Dafür reichten bei Isoenzym 1 200 µM DTT, bei der dritten 

Isoform 160 µM und bei der DAHP-Synthase 2 wurde bereits bei einer Konzentration von 80 

µM DTT die maximale Aktivität erreicht. Die Aktivität aller drei Enzyme wurde etwa um 

weitere 30 % gesteigert durch die Zugabe von reduziertem Thioredoxin.  Da in jeder Messung 

ein konstantes Volumen einer entsprechenden Thioredoxinmenge in 10 mM DTT eingesetzt 

wurde, wies jeder Puffer in der Messung eine DTT-Konzentration von 300 µM auf. Auch der 

Kontrollpuffer wurde mit einer DTT-Konzentration von 300 µM versetzt. Bei dieser DTT-

Konzentration sind alle drei Enzyme bereits maximal durch DTT aktiviert, so dass die weitere 

Aktivierung tatsächlich durch das reduzierte Thioredoxin hervorgerufen sein muss. Um einen 

bloßen Stabilisierungseffekt durch das Thioredoxin als Protein als Ursache für die 

Aktivitätssteigerung auszuschließen, wurden ebenfalls Aktivitätstests mit Zusatz von 

Rinderserumalbumin (BSA) durchgeführt. 
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Abb.17: Aktivität der DAHP-Synthasen mit Dithiothreitol und reduziertem Thioredoxin. Die einzelnen 
Aktivitätswerte sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung 
für  n = 3 an. 100 % entsprechen der höchsten mittleren Aktivität in der jeweiligen Testreihe. Die 
Aktivitätstests wurden in 50 mM EPPS-Puffer pH 7,0 durchgeführt. Für die Ermittlung der DTT-Abhängigkeit 
wurde das Enzym zunächst in den späteren Reaktionspuffer umgepuffert ohne Zugabe von reduzierenden 
Agenzien. Die Vorinkubation des Enzyms mit DTT erfolgte für 2 Minuten. Das Thioredoxin aus Spirulina sp. 
(Sigma) wurde für 10 Minuten in 10 mM DTT vorinkubiert. Dann erfolgte eine Inkubation mit dem Enzym 
vor der Aktivitätsmessung für 5 Minuten. 
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Durch die Zugabe von BSA mit einer Konzentration von 100 µg/ml im Puffer konnte die 

Aktivität der Enzyme lediglich um etwa 10 % gesteigert werden (Abb.18). Im Vergleich dazu 

wurden in den Messreihen mit Thioredoxin Konzentrationen zwischen 1,2 µg/ml und 36 

µg/ml Thioredoxin eingesetzt. Also ist die Aktivitätssteigerung durch reduziertes Thioredoxin 

eindeutig kein bloßer Stabilisierungseffekt durch eine erhöhte Proteinkonzentration im 

Reaktionspuffer, sondern wird durch das Thioredoxin selbst hervorgerufen.  

 

 

 

3.3.5 Substratspezifität  

 

Man kennt Cobalt-aktivierte DAHP-Synthasen, die eine breite Substratspezifität aufweisen    

(Doong et al., 1992b). Zu den wirksamsten Substraten gehören dabei Glykoaldehyd, DL-

Glyceraldehyd und D (-) Erythrose. Diese Alternativsubstrate zu Erythrose-4-Phosphat 

wurden daher auch an den heterolog exprimierten DAHP-Synthasen aus Arabidopsis getestet. 

Doch für keines der drei Isoenzyme konnte unter Verwendung der drei Alternativsubstrate 

Abb.18: Aktivität der DAHP-Synthasen mit BSA.  Die einzelnen Aktivitäts-
werte sind Mittelwerte aus  Dreifachbestimmungen. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung für n = 3 an. 100 % entsprechen der Aktivität der 
entsprechenden Probe mit Zusatz von BSA. Die Aktivitätstests wurden in  
50 mM EPPS-Puffer pH 7,0 mit 0,1 mg/ml BSA durchgeführt. * zeigt 
Signifikanz gegenüber der Kontrolle. Zur Ermittlung der Signifikanz wurde ein 
t-Test (p≤0,05) durchgeführt. 
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eine Aktivität detektiert werden. Dabei wurden die Konzentrationen des jeweiligen Substrates 

von 1 mM bis 10 mM variiert. 

 

 

3.3.6 Temperaturabhängigkeit 

 

Zu der Abhängigkeit der DAHP-Synthasen von der Temperatur liegen für die Isoformen 1 

und 3 jeweils die Ergebnisse aus einem Test vor. Für die Isoform 2 liegen die Ergebnisse aus 

zwei Analysen mit Material aus jeweils unabhängigen Proteinaufreinigungen vor. 

Die Isoformen 1 und 3 zeigten maximale Aktivität bei einer Temperatur von 40 °C. Die 

Isoform 2 hatte ein Temperaturoptimum zwischen 40 °C und 45 °C (Abb.19). 
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Abb.19: Aktivität der DAHP-Synthasen bei verschiedenen Temperaturen.  Die einzelnen 
Aktivitätswerte sind Mittelwerte aus  Dreifachbestimmungen. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung für n = 3 an. Die Aktivitätstests wurden in 50 mM EPPS-Puffer pH 7,0 
durchgeführt. Der pH-Wert wurde bei den entsprechenden Temperaturen eingestellt. Für die 
DAHP-Synthase 2 liegen die Ergebnisse aus zwei unabhängigen Messungen vor (rot). 
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3.3.7 Einfluss der aromatischen Aminosäuren auf die Aktivität  

 

In einigen Untersuchungen mit aus Pflanzen gewonnenen DAHP-Synthasen konnte man eine 

Aktivierung durch die aromatischen Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan zeigen (Suzich et 

al., 1985, Pinto et al., 1986). In dieser Arbeit konnte eine Aktivitätssteigerung der DAHP-

Synthasen 1 und 2 unter Zugabe von Phenylalanin zum Reaktionspuffer beobachtet werden. 

Die Aktivität der DAHP-Synthase 1 konnte darüber hinaus auch durch die Aminosäure 

Tryptophan gesteigert werden. Die  Zugabe von Tyrosin hatte keinen Einfluss auf die 

Aktivität der Enzyme. Die DAHP-Synthase 3 zeigte keinerlei Aktivitätsänderung durch die 

Zugabe von aromatischen Aminosäuren (Abb.20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.20: Aktivität der DAHP-Synthasen in 
Gegenwart der aromatischen Aminosäuren. 
Die einzelnen Werte sind Mittelwerte aus  
Sechsfachbestimmungen. Die Fehlerbalken geben 
die Standardabweichung für n = 6 an. Die 
Aktivitätstests wurden in 50 mM EPPS-Puffer pH 
7,0 durchgeführt. * zeigt Signifikanz (p≤0,05) 
gegenüber der Kontrolle. Zur Ermittlung der 
Signifikanz wurde ein t-Test durchgeführt. 
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3.3.8 Charakterisierung des Enzyms ohne Tag 

 

Für die Charakterisierung der DAHP-Synthasen ohne Tag wurde bei der Klonierung der 

pPAL-7-Vektor eingesetzt. Der pPAL7-Vektor kodiert N-terminal für den 75 Aminosäure 

langen Profinity eXact™ Tag, der die Möglichkeit bietet den Tag bereits auf der Affinitäts-

säule während dem Prozess der Proteinaufreinigung vom Zielprotein zu entfernen. Das in 

diesem System gewonnene Enzym zeigte nach der Aufreinigung zunächst nur wenig Aktivität 

und auch nach Optimierung der Pufferbedingungen konnten nur geringe Mengen aktives 

Protein gewonnen werden, die nicht ausreichend für eine umfassende Charakterisierung 

waren. Die maximal erzielten Proteinkonzentrationen in den Eluaten lagen bei der 

Aufreinigung im pPAL-7 System bei nur etwa 1/3 der Konzentration der im pET-51-System 

erzielten Konzentrationen (Vgl. Abschnitt 3.2.3). Daher wurde die umfassende 

Proteincharakterisierung an Protein mit N-terminalen Strep-Tag durchgeführt, das im pET-51-

System gewonnen wurde (siehe Abschnitte 3.3.1 bis 3.3.7). Um dennoch zu zeigen, dass der 

N-terminale Strep-Tag keine Auswirkung auf die Aktivität und das Verhalten der hier 

exprimierten DAHP-Synthasen hatte, sollte auch das Enzym ohne Tag in kleineren Mengen 

getestet werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies für das pH-Wert-Optimum und den Km 

(PEP)-Wert für die DAHP-Synthase 1 durchgeführt werden (Abb. 21 und 22). 
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Abb.21: pH-Wert Abhängigkeit der Aktivität der DAHP-Synthase 1 ohne Tag (pPAL-7; A,B) und mit 
Strep Tag (pET-51; B).  Die einzelnen Aktivitätswerte sind Mittelwerte aus  Dreifachbestimmungen. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung für n = 3 an. 100% entsprechen in B der maximalen Aktivität des 
jeweiligen Enzyms in der einzelnen Messreihe. 
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Für die DAHP-Synthase 1 ohne Tag ergab sich ein pH-Optimum von 7,0 (Abb.21). Dies liegt 

ganz im Bereich des ermittelten pH-Optimums der DAHP-Synthase 1 mit Strep-Tag. Dieses 

lag zwischen pH 6,5 und pH 7,0 (Vgl. Abschnitt 3.3.1). Auch die Werte der spezifischen 

Aktivität sind hier sehr ähnlich. Die spezifische Aktivität im pH-Optimum des Enzyms mit 

Strep-Tag bewegte sich zwischen 10 und 12 U/mg Protein. Die DAHP-Synthase 1 ohne Tag 

zeigte hier ebenfalls eine spezifische Aktivität von etwa 11 U/mg Protein.  

Vergleicht man den für die geschnittene DAHP-Synthase ermittelten Km (PEP)-Wert mit dem 

Mittelwert aus drei Messungen des Enzyms mit Strep-Tag (0,11 ± 0,04 mM),  so liegt er mit 

0,07 mM etwas niedriger. Schaut man sich jedoch die einzelnen Km (PEP)-Werte des Enzyms 

mit Tag an, so liegt er durchaus in demselben Bereich (Abb.22). 

Im Rahmen der Km-Wert-Bestimmung wurde ebenfalls die maximale Aktivität bestimmt. 

Diese lag in der Messung mit dem geschnittenen Enzym bei 9,32 U/mg Protein für die 

DAHP-Synthase 1. Der Mittelwert aus drei Messungen an dem Enzym mit Strep-Tag ergab 

eine maximale Aktivität von 10,56 U/mg Protein. 
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Abb.22: Michaelis-Menten-Diagramm für das Substrat PEP für die DAHP-Synthase 1 ohne Tag (links). 
Die Aktivitätswerte sind Einzelwerte aus zwei unabhängigen Messreihen. Die ermittelten Km (PEP)-Werte für 
die DAHP-Synthase 1 mit Strep-Tag (pET-51) und ohne Tag (pPAL-7) sind der Tabelle rechts zu entnehmen. 
Die Bestimmung der Km- Werte erfolgte mit der Excel-Vorlage ANEMONA. Dabei wurde nur für das Enyzm 
mit Strep-Tag der für die jeweiligen Dreifachproben ermittelte Standardfehler in der Berechnung 
berücksichtigt. Für das Enzym ohne Tag war dies nicht möglich, da hier nur Doppelproben vorlagen. 
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3.4 Charakterisierung der Knockout-Linien 

 

Für jede Isoform der DAHP-Synthase standen homozygote T-DNA Insertions-Mutanten für 

die entsprechenden Gene zur Verfügung (Abb.23). Das Saatgut wurde von NASC 

(Loughborough, UK) bezogen. Es handelt sich bei allen drei Pflanzenlinien um SALK-Linien 

mit Columbia-Hintergrund (Alonso et al., 2003; Vgl. Abschnitt 2.1.10). Die Pflanzen wurden 

zunächst mit sich selbst gekreuzt um homogenes Saatgut zu erhalten. Die Knockout-Mutanten 

waren in der F5-Generation homozygot. Dass es sich um Einzel-Insertionslinien handelt 

wurde mittels Restriktionsenzymen und Southern Blots nachgewiesen (Abb.24). Es wurden 

noch weitere SALK-Linien getestet, doch es konnten keine weiteren Einzel-Insertionslinien 

mit eindeutigem Knockout identifiziert werden. Aus den identifizierten Einzelinsertionslinien 

wurde eine Doppelmutante für die Isoformen 2 und 3 gekreuzt. Die Gene für die DAHP-

Synthasen 2 und 3 liegen auf zwei verschiedenen Chromosomen, was die Erzeugung der 

Doppelmutante erheblich vereinfachte. Auch hier wurde die Homozygotie nachgewiesen. 

Mittels PCR und Isoform-spezifischen Oligonukleotiden wurde nachgewiesen, dass die 

Transkripte der DAHP-Synthasen in den entsprechenden Knockout-Pflanzen im Vergleich zu 

den Transkripten in den Wildtyp-Pflanzen um das mindestens 500-fache reduziert oder 

überhaupt nicht nachweisbar waren (Daten nicht dargestellt). 

 

  

Abb.23: Überblick über die verwendeten Knockout-Linien für die verschiedenen DAHP-Synthasen. Es 
wurde in der Arbeit mit Wildtyp-Pflanzen des Ökotyps Columbia-0 verwendet und die Knockout-Linien haben 
denselben genetischen Hintergrund.          kennzeichnet den Ort der T-DNA-Insertion.  
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Zunächst wurden die Knockout-Mutanten unter Standardbedingungen im Gewächshaus 

angezogen und verglichen. Hier wurden sowohl rein äußerliche sowie metabolische und 

transkriptionelle Analysen durchgeführt. Dann wurden die KO-Mutanten unter diversen 

Stressbedingungen analysiert, da vergangene Transkriptanalysen zeigten, dass einige 

Isoformen besonders unter Stress induziert werden und ihnen eine wichtige Rolle bei der 

entsprechenden Stressreaktion zugesprochen wird (Betz et al., 2009; Ditt et al., 2006; Görlach 

et al., 1995; Janzik et al., 2005; Keith et al., 1991). In den folgenden Abschnitten sind die 

Ergebnisse im Detail dargestellt. 

 

 

3.4.1 Wachstum unter Standardbedingungen 

 

Unter Standardbedingungen im Gewächshaus (Vgl. Abschnitt 2.2.5.1) zeigten die Knockout-

Mutanten dieselben äußerlichen und biochemischen Merkmale wie der Wildtyp (Abb.25). 

Nur für die Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 2 konnte ein biochemischer Phänotyp 

nachgewiesen werden: Diese Pflanzen zeigten unter Standardbedingung einen etwa 30% 

höheren Phenylalanin-Gehalt im Spross als die anderen Pflanzen (Abb.26).  

Abb.24: Test auf Einzelinsertion der KO-Linien für die drei 
DAHP-Synthasen mittels Southern Blot. DAHPS1: KO-
Linie N5088 für DAHP-Synthase 1; DAHPS2: KO-Linie N533 
für DAHP-Synthase 2; DAHPS3: KO-Linie N526 für DAHP-
Synthase 3. Verwendete Restriktionsenzyme: HindIII (H), 
BamHI (B), EcoRI (E). Bei allen drei KO-Linien handelt es 
sich um Einzelinsertionslinien, da nach Behandlung mit den 
entsprechenden Restriktionsenzymen in allen Fällen jeweils nur 
eine Bande zu detektieren war.  
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Um zu verfizieren, dass keine  Unterschiede im Wachstumsverhalten der Mutanten und der 

Wildtyp-Pflanzen existieren, wurden die Pflanzen mittels GROWSCREEN-Verfahren (Walter 

et al., 2007) analysiert. Dabei handelt es sich um ein nicht-invasives bildverarbeitendes 

Verfahren um die relative Wachstumsrate zu bestimmen (Vgl. Abschnitt 2.2.6). Die Analyse 

Abb.25: Phänotyp des Wildtyps und der Knockout-Mutanten für die verschiedenen Isoformen der 
DAHP-Synthase im Vergleich. Die Pflanzen sind 5 Wochen alt und unter Kurztagbedingungen 
angezogen (8 Stunden Licht). Die Temperaturen betrugen 22°C am Tag und 18 °C in der Nacht. Es ist kein 
Unterschied in den Phänotypen auszumachen.         
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Abb.26: Gehalt an Phenylalanin im Spross von Wildtyp und 
Knockout-Mutanten. Die Pflanzen unterlagen einem Tag-Nacht-
Rhythmus mit 8 Stunden Belichtung. Die Analysen wurden mittels HPLC 
durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen, in denen 
jeweils 2 Pflanzenpools à 3 Pflanzen geerntet und analysiert wurden. Die 
Fehlerbalken zeigen also die Standardabweichung für n=4.  Der 
Phenylalanin-Gehalt in den DAHP-Synthase 2-KO-Pflanzen ist signifikant 
höher als in den anderen Pflanzen; p ≤ 0,05. Zur Ermittlung der Signifikanz 
wurde ein t-Test durchgeführt. 
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mittels GROWSCREEN zeigte keinen signifikanten Unterschied im Wachstumsverhalten des 

Wildtyps und der Knockout-Mutanten (Abb.27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2 Das basales Expressionsmuster der drei DAHP-Synthasen 

 

Um die Expression der drei Isoformen der DAHP-Synthase in Wurzel und Spross zu 

vergleichen, wurden sowohl Wildtyp-Pflanzen als auch alle Knockout-Pflanzen auf Sand 

angezogen (Vgl. Abschnitt 2.2.5.2). Nach 4 Wochen (ab Keimung) wurden die Wurzeln und 

Sprosse getrennt geerntet und mittels realtime-PCR die Expression der einzelnen Isoformen in 

den zwei verschiedenen Geweben analysiert. 
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Abb.27: Relative Wachstumsrate von Wildtyp und Knockout-Mutanten für die DAHP-
Synthasen. Die Pflanzen wurden von Tag 19 bis Tag 40 nach Aussaat mit dem 
GROWSCREEN-Verfahren aufgenommen. Ab Tag 25 erfolgte die Aufnahme alle 1 bis 3 
Tage. Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils 47-50 Pflanzen. Nur für die Knockout-
Mutanten für die DAHP-Synthasen 2 und 3 sind die Mittelwerte aus jeweils 23-25 Pflanzen 
dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.         
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3.4.2.1 Auswahl eines geeigneten Referenzgens 

 

Als mögliches Referenzgen wurde zunächst Aktin getestet, welches ein weit verbreitetes und 

gängiges Referenzgen darstellt, da es als wenig reguliert gilt. Das Gen war zwar innerhalb der 

Wurzel und innerhalb des Sprosses jeweils sehr konstant exprimiert, doch ein Vergleich der 

Expression in Wurzel- und Sprossproben untereinander ergab einen nahezu 8-fachen 

Expressionsunterschied (∆CT von fast 3) (Abb.28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um jedoch die Expression der DAHP-Synthasen in der Wurzel und im Spross untereinander 

vergleichen zu können, musste ein Referenzgen gefunden werden, das sowohl in der Wurzel 

als auch im Spross ähnliche CT-Werte ergibt. Daher wurden zwei weitere potentielle 

Referenzgene getestet. Das Gen At5g20180 kodiert für eine putative Saccharosphosphat-

Synthase und das Gen At1g06530 kodiert für ein Protein, das vermutlich mit Ubiquitin 

interagiert. Beide Gene waren sowohl in den Wurzel- als auch in den Sprossproben nahezu 

identisch und konstant exprimiert (Abb.28). Die Differenz zwischen den CT-Werten in Spross 

und in Wurzel innerhalb der einzelnen Pflanzenpools lag für das Referenzgen AT5g20280 

niedriger, so dass dieses als Referenzgen für die folgenden Analysen verwendet wurde. 
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Abb.28: CT-Werte nach realtime-PCR mit 
drei verschiedenen Referenzgenen in Wurzel- 
und Sprossproben. Die einzelnen Werte sind 
Mittelwerte aus  einer Dreifachbestimmung. Die 
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für   
n = 3.  
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3.4.2.2 Expression der drei DAHP-Synthasen in Wurzel und Spross  

 

Sowohl in den Wildtyp-Pflanzen als auch in den Knockout-Pflanzen stellte die DAHP-

Synthase 3 die am höchsten, und die DAHP-Synthase 2 die am niedrigsten exprimierte 

Isoform dar. Dies gilt für das Spross- und das Wurzelgewebe gleichermaßen. In Abbildung 29 

ist die Expression der drei Isoformen exemplarisch nur im Wildtyp dargestellt, da sich in den 

Knockout-Mutanten keine Unterschiede zeigten. Die Darstellung der Expressionswerte aller 

Gene im Spross und in der Wurzel der verschiedenen Pflanzen findet sich im Anhang 

(Abb.51, Tab.9 und Tab.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ein Vergleich der Expressionswerte in der Wurzel und im Spross ergab für die Wildtyp- 

Pflanzen und für die Knockout-Pflanzen dasselbe Bild. Die Expression der DAHP-Synthasen 

1 und 3 lag in der Wurzel deutlich höher als im Spross.  Die Expression der DAHP-Synthase 

2 in der Wurzel hingegen war der im Spross ähnlich oder lag sogar niedriger (Tab.4). In 

Abb.30 ist dieser Vergleich der Expression der DAHP-Synthasen in Wurzel und in Spross 

exemplarisch für den Wildtyp graphisch dargestellt. 
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Abb.29: Die relative Expression der DAHP-Synthasen in der Wurzel (links) und im Spross (rechts) von 
Wildtyp-Pflanzen. Die Ergebnisse der Analyse von zwei Pflanzenpools sind in jeweils unterschiedlichen 
Farben dargestellt. Für jeden Pool wurden fünf Pflanzen geerntet Die Expressionswerte wurden mit dem 
Programm REST 2009© ermittelt. Die CT-Werte der DAHP-Synthase 2 dienten dabei als Kontrollgruppe, so 
dass die Expression der jeweiligen Isoformen in Relation zur Expression der DAHP-Synthase 2 dargestellt ist. 
Die Standardfehler (Fehlerbalken) und die Signifikanz der Ergebnisse wurden mit dem Programm REST 
2009© ermittelt.  * = signifikanter Unterschied im Vergleich zur Expression der DAHP-Synthase 2; p ≤ 0,05. 
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Pflanzenlinie Isoform 
x-fache 

Expression I 
Standard- 

fehler I 
p ≤ 0,05 

x-fache 
Expression II 

Standard- 
  fehler II 

p ≤ 0,05 

Wildtyp 1 3,4 2,1 – 6,8 - 4,5 4,0 – 4,9 ja 

 2 0,6 0,4 – 1,0 - 0,7 0,5 – 0,9 - 

 3 7,3 4,5 – 13,7 - 8,2 5,6 – 12,0 ja 

        

DAHPS1 KO 2 0,5 0,2 – 1,0 - 1,2 1,0 – 1,4 - 

 3 7,6 4,0 – 14,8        ja 20,2 14,5 – 29,9 ja 

        

DAHPS2 KO 1 9,2 6,6 – 11,3 ja 6,1 4,9 – 8,1 ja 

 3 9,4 6,0 – 13,9 ja 11,3 8,7 – 14,9 ja 

        

DAHPS 3 KO 1 4,6 3,5 – 6,2 ja 4,8 3,1 – 6,7 - 

 2 0,6 0,5 – 0,7 - 0,4 0,3 – 0,6 - 

        

DAHPS 2_3 KO 1 3,8 2,5 – 5,5 ja 4,9 4,1 – 5,7 - 

x
-f

a
c
h

e
 E

x
p

re
s
s

io
n

 i
n

 d
e

r 
W

u
rz

e
l 

im
 V

e
rg

le
ic

h
 z

u
m

 S
p

ro
s
s

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

Pool I

Pool II

    DAHPS 1                DAHPS 2                DAHPS 3

* 

* 

Abb.30 Die Expression der DAHP-Synthasen in der Wurzel im Vergleich zur Expression im 
Spross von Wildtyp-Pflanzen. Die Ergebnisse der Analyse von zwei Pflanzenpools sind in jeweils 
unterschiedlichen Farben dargestellt. Für jeden Pool wurden fünf Pflanzen geerntet. Die 
Expressionswerte wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt. Die CT-Werte der Sprossproben 
dienten dabei als Kontrollgruppe, so dass die Expression der Isoformen in Relation zur Expression der 
jeweiligen Isoform im Spross dargestellt ist. . Die Standardfehler (Fehlerbalken) und die Signifikanz 
der Ergebnisse wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt.Die Fehlerbalken zeigen den von 
REST 2009© ermittelten Standardfehler. * = signifikanter Unterschied im Vergleich zur Expression 
im Spross. p ≤ 0,05. 

Tab.4: Die Expression der DAHP-Synthasen in der Wurzel im Vergleich zur Expression im Spross. Die 
Ergebnisse der Analyse von zwei Pflanzenpools werden jeweils als Expression I und Expression II bezeichnet. 
Für jeden Pool wurden fünf Pflanzen geerntet Die Expressionswerte wurden mit dem Programm REST 2009© 
ermittelt. Die CT-Werte der Sprossproben dienten dabei als Kontrollgruppe, so dass die Expression der 
Isoformen in Relation zur Expression der jeweiligen Isoform im Spross dargestellt ist. Die Standardfehler und 
die Signifikanz der Ergebnisse wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt. Ein signifikanter 
Unterschied zur Expression im Spross besteht wenn p ≤ 0,05. 
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3.4.3 Knockout-Linien unter diversen Stressbehandlungen 

 

Wie bereits erwähnt zeigten die Wildtyp-Pflanzen und die Knockout-Mutanten unter 

Standardbedingungen denselben Phänotyp. Die Modifizierung von Wasserverfügbarkeit und 

Nährstoffen wirkten sich zwar auf den Phänotyp aller Linien aus, brachten jedoch keine 

Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutanten zum Vorschein. Tabelle 5 und Abbildung 31 

geben einen Überblick über die Auswirkungen von veränderten Anzuchtbedingungen.  

Die Anzucht in sehr kalter Umgebung bei Temperaturen von 5°C führte zu einem Stillstand 

des Wachstums ab Beginn der Stressbehandlung bei allen Pflanzen. In Nullerde, die etwa 

fünfmal weniger Calciumchlorid und Kalium und viermal weniger Phosphor als Normalerde 

enthält, zeigten alle Pflanzen einen Zwergenwuchs.  
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Abb.31: Überblick über die Auswirkung verschiedener Stressbehandlungen auf  Wildtyp-Pflanzen 
und Mutanten. Details zu den Stress-Behandlungen sind der Tabelle 5 zu entnehmen. Es sind stets 
exemplarisch Pflanzen des Wiltyps und mindestens eine der KO-Pflanzen dargestellt, wie in den 
Abbildungen jeweils gekennzeichnet. 
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Bei der Anzucht auf Agarplatten ohne Stickstoffzusatz hörten alle Pflanzen kurz nach der 

Keimung auf zu wachsen und zeigten eine starke Rotfärbung. Eine verringerte 

Stickstoffverfügbarkeit führte bei allen Pflanzen zu sehr geringen Wachstum und einer 

Chlorose der Blätter. Die Anzucht unter starkem Lichteinfluss von 600-700 µE führte zu 

einem starken Wachstum aller Pflanzen. Unterschiede im Frischgewicht ließen sich nicht 

feststellen. Unter Salzstress, der durch das Bewässern mit 300 mM NaCl-Lösung gegeben 

wurde, zeigten alle Pflanzen ein etwas geringeres Wachstum als die Pflanzen unter 

Kontrollbedingungen (Abb.31). Erst die Anzucht unter kontinuierlicher Belichtung und die 

Behandlung Dauer der 

Behandlung 

Alter der 

Pflanzen 

bei Ernte 

Kontrolle Unterschied 

zwischen 

Wildtyp und 

Mutanten 

Effekt der 

Behandlung 

Bilder 

5°C; 12 h Licht; 

80%/80%  LF 
15 Tage 5 Wochen 

22°C; 14 h Licht; 

60% /60% LF  
nein 

Einstellung des 

Wachstums 

Abb.31: 

1a,1b 

Nullerde; 8 h 

Licht; 22°C/18°C; 

50%/60% LF 
6 Wochen 6 Wochen 

Normalerde  

8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60% LF 

nein 

geringeres 

Wachstum 

Abb.31: 

2 

Hoaglandplatten 

ohne Stickstoff 

3 Wochen 3 Wochen 

Hoaglandplatten 

mit Stickstoff;  

10 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60% LF 

nein 

kaum 

Wachstum,  

Rotfärbung 

Abb.31: 

3a,3b 

Hoaglandplatten 

mit 1/50 

Stickstoff 3 Wochen 3 Wochen 

Hoaglandplatten 

mit Stickstoff; 

10 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60% LF 

nein 

Geringes 

Wachstum und 

Chlorose der 

Blätter 

 

- 

Hochlicht 600-

700 µE; 8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF 

7 Tage 5 Wochen 

8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF 
nein 

Starkes 

Wachstum 

Abb.31: 

4a,4b 

Salzstress  

300 mM NaCl;   

8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF 

7 Tage 5 Wochen 

8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF nein 

Geringeres 

Wachstum 

Abb.31: 

4a,4b 

10°C; 8 h Licht; 

50%/60%LF 
7 Tage 5 Wochen 

8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF 
ja 

Doppelmutante 

zeigt höchste 

Zunahme an 

Frischgewicht  

Abb.31: 

4a,4b 

24 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF 
7 Tage 5 Wochen 

8 h Licht; 

22°C/18°C; 

50%/60%LF 
ja 

Wildtyp zeigt 

höchste 

Zunahme an 

Frischgewicht 

Abschnitt 

3.4.3.1 

Tab.5: Überblick über die Auswirkung verschiedener Stressbehandlungen auf Wildtyp-Pflanzen und 
Mutanten. Wenn nicht anders angegeben waren die Pflanzen während der Belichtungszeit einem Licht von 100 
bis 150 µE Licht ausgesetzt. Temperatur und Luftfeuchte (LF) sind stets sowohl für die Belichtungszeit als auch 
für die  Dunkelphase angegeben (Licht/Dunkelheit). 



                                                                                                                                                   Ergebnisse 
 

 

73 

 

Anzucht in einer Umgebungstemperatur von 10°C wirkten sich auf die Wildtyp-Pflanzen und 

die Knockout-Mutanten unterschiedlich aus. Unter Dauerlicht zeigte der Wildtyp eine stärkere 

Zunahme des Frischgewichts im Vergleich zur Kontrolle als die Mutanten. In einer 

Umgebungstemperatur von 10 °C hatte die Doppel-Knockout-Mutante für die Isoformen 2 

und 3 die höchste Zunahme an Frischgewicht im Vergleich zum Wildtyp und den anderen 

Mutanten. Eine detaillierte Darstellung der Pflanzen unter 24 Stunden Dauerbelichtung und in 

10°C Umgebungstemperatur wird in den folgenden Abschnitten gegeben. 

 

 

3.4.3.1 Knockout-Linien in 24 Stunden Licht 

 

3.4.3.1.1    Frischgewichte 

 

Unter kontinuierlicher Belichtung zeigten sowohl die Knockout-Mutanten als auch der 

Wildtyp eine leichte Akkumulation von  Anthocyanen an der Blattunterseite und die Blätter 

waren nicht flach wie in der Kontrollgruppe, sondern vor allem die älteren Blätter waren nach 

unten gerollt. Stellenweise zeigten sich kleine punktförmige helle Flecken an der 

Blattoberseite (Abb.32). Der Vergleich der Frischgewichte von Kontrollpflanzen und der 

Pflanzen in 24 Stunden Dauerlicht ergab einen deutlichen Unterschied zwischen dem Wildtyp 

und den Knockout-Mutanten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.32: Phänotyp des Wildtyps Col-0 nach Dauerlichtbehandlung. Die Pflanzen 
wurden für 7 Tage einem kontinuierlichen Dauerlicht von 100-150 µE ausgesetzt. Es 
zeigte sich eine leichte Rotfärbung an der Blattunterseite und vereinzelt helle Flecken an 
der Blattoberseite. Die Knockout-Mutanten zeigten denselben Phänotyp.  
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Die Wildtyp-Pflanzen zeigten im Dauerlicht im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant 

erhöhtes Frischgewicht. Bei den Knockout-Mutanten hingegen unterschieden sich die 

Frischgewichte unter den beiden Anzuchtbedingungen kaum oder nicht signifikant (Abb.33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3.1.2  Genexpression 

 

Die Expression der verschiedenen Isoformen der DAHP-Synthase und einer Isoform der PAL 

(PAL1) in den Kontroll-Pflanzen und in den Pflanzen unter Dauerlicht wurde mittels 

realtime-PCR analysiert. Dabei wurde das Blattmaterial als RNA-Quelle genutzt. Vergleicht 

man die Genexpression der vier Enzyme in den Wildtyp-Pflanzen und den Mutanten, so 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abb.34). 

Vergleicht man die Genexpression aller Pflanzen unter Dauerlicht mit den entsprechenden 

Kontrollpflanzen, so war sowohl im Wildtyp als auch in den Mutanten im Mittel die DAHP-

Synthase 1 herunterreguliert (x-fache Induktion 0,6-0,8) und die DAHP-Synthase 3 leicht 

hochreguliert (x-fache Induktion etwa 1,3). Die PAL-Expression war sowohl im Wildtyp als 

auch in den Mutanten im Dauerlicht im Mittel dreifach höher als in den Kontrollpflanzen. Ein 

Abb.33: Frischgewichte von Wildtyp- und Knockout-Pflanzen in zwei Versuchen mit 24 Stunden 
Dauerlicht. Die Pflanzen wurden für 7 Tage einem kontinuierlichen Dauerlicht von 100-150 µE 
ausgesetzt. Es wurde darauf geachtet, dass die Kontrollpflanzen und die jeweiligen Pflanzen unter 
Dauerlicht zu Versuchsbeginn die gleiche Größe aufwiesen. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
Frischgewichte pro Pflanze direkt nach Ernte. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für n=6.  
„*“ zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Frischgewichten der behandelten Pflanzen und den 
jeweiligen Kontrollpflanzen,  p < 0,001 in Versuch 1 und p < 0,05 in Versuch 2. Zur Ermittlung der 
Signifikanz wurde ein t-Test durchgeführt. 
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Unterschied zwischen Wildtyp und Mutanten konnte dagegen nicht nachgewiesen werden 

(Abb.34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3.1.3  Aminosäuregehalt  

 

Neben der Genexpression und dem Frischgewicht wurden ebenfalls die Aminosäuren in den 

Versuchspflanzen analysiert. Ein Vergleich der aromatischen Aminosäuren in den Sprossen 

der Kontrollpflanzen ergab in den KO-Pflanzen für die DAHP-Synthase 2 eine signifikant 

höhere Konzentration an Phenylalanin als im Wildtyp oder in den anderen Knockout-

Pflanzen. Auch die Konzentration von Tryptophan ist leicht, aber signifikant gegenüber den 

KO-Pflanzen für die DAHP-Synthasen 1 und 3 und die Doppelmutante erhöht. Die Analyse 

des Gehalts an Tyrosin hingegen ergab für alle Pflanzen ein ähnliches Ergebnis. Die 

Konzentration aller drei aromatischen Aminosäuren war sowohl im Wildtyp als auch in den 

Knockout-Mutanten unter Dauerlicht erhöht gegenüber den Pflanzen unter 

Kontrollbedingungen (Abb.35). 
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Abb.34: x-fache Expression der DAHP-Synthasen (links) und der PAL1 (rechts) in den Knockout-
Pflanzen in Dauerlicht im Vergleich zum Wildtyp in Dauerlicht. Die Pflanzen wurden für 7 Tage einem 
kontinuierlichen Dauerlicht von 100-150 µE ausgesetzt. Jeder Expressionswert zeigt den Mittelwert aus 2 
unabhängigen Versuchen mit jeweils 2 Pflanzenpools à 3Pflanzen. Die Expressionswerte wurden mit dem 
Programm REST 2009© ermittelt. Die CT-Werte der Wildtyp-Analysen wurden als Kontrollgruppe 
verwendet, so dass die Expression der Isoformen in Relation zur Expression der jeweiligen Isoform im 
Wildtyp unter Dauerlicht dargestellt ist. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung für n = 4. Es zeigte 
sich laut dem Programm REST 2009© insgesamt kein signifikanter Unterschied zwischen der Expression im 
Wildtyp und in den Knockout-Mutanten.  
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Im Folgenden werden die Ergebnisse einiger ausgewählter Aminosäuren dargestellt, die eine 

wesentliche Rolle im Stickstoffhaushalt der Pflanze spielen. Sie dienen als Stickstoff-

transportform, sind Bausteine für andere Aminosäuren oder für Purin- und 

Pyrimidinnukleotide oder sie entstehen bei der Photorespiration.  

Die Konzentrationen von Asparagin (Asn), Serin (Ser) und Glutamin (Gln) waren in den 

Pflanzen unter Dauerlicht erhöht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dagegen waren die 

Aminosäuren Asparaginsäure (Asp), Glutaminsäure (Glu) und Glycin (Gly) unter Dauerlicht-

bedingungen niedriger konzentriert als unter Kontrollbedingungen (Abb.36).  

Die Abnahme der Konzentration von Asparaginsäure war für die DAHP-Synthase-3-

Knockout-Pflanzen unter kontinuierlichem Licht nicht so stark ausgeprägt wie für die anderen 

Pflanzen. Schaut man sich die Ergebnisse der beiden Einzelversuche getrennt an (Ergebnisse 

nicht dargestellt), so war im ersten Versuch die Konzentration der Asparaginsäure sogar leicht 

erhöht (1,1fach im Vergleich zur Kontrolle) und im zweiten Versuch nur leicht erniedrigt  
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Abb.35: Gehalt an aromatischen Aminosäuren im 
Spross von Wildtyp und Knockout-Mutanten 
unter Kontroll- und Dauerlichtbedingungen. Die 
Analysen wurden mittels OPA-Derivatisierung und 
HPLC-Fluoreszenzanalyse durchgeführt. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen, in denen 
jeweils 2 Pflanzenpools à 3 Pflanzen geerntet und 
analysiert wurden. Die Fehlerbalken zeigen 
entsprechend die Standardabweichung für n=4.   
„*“ zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen 
dem Aminosäuregehalt in den Pflanzen unter 
Dauerlicht und in den Kontrollpflanzen, p ≤ 0,05. Zur 
Ermittlung der Signifikanz wurde ein t-Test 
durchgeführt. 
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(0,9fach im Vergleich zur Kontrolle). Für die anderen Pflanzenlinien waren die Asp-

Konzentrationen im ersten Versuch 0,7fach bis 0,9fach verglichen mit der Kontrollgruppe, 

und im zweiten Versuch 0,6fach bis 0,8fach. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.36: Gehalt an ausgewählten Aminosäuren im Spross von Wildtyp- und Knockout-Pflanzen unter 
Kontroll- und Dauerlichtbedingungen. Die Analysen wurden mittels HPLC durchgeführt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus 2 Versuchen, in denen jeweils 2 Pflanzenpools à 3 Pflanzen geerntet und analysiert wurden. Die 
Fehlerbalken zeigen also die Standardabweichung für n = 4.  „*“ zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen 
dem Aminosäuregehalt in den Pflanzen unter Dauerlicht und in den Kontrollpflanzen, p ≤ 0,05. Zur Ermittlung 
der Signifikanz wurde ein t-Test durchgeführt. 

Wildtyp    DAHPS1   DAHPS2    DAHPS3      DAHPS2_3 

n
m

o
l/

g
 F

ri
s

c
h

g
e

w
ic

h
t

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

Kontrolle

24h Licht

KO              KO             KO               KO

Asn 

Wildtyp    DAHPS1   DAHPS2    DAHPS3      DAHPS2_3 

n
m

o
l/

g
 F

ri
s

c
h

g
e
w

ic
h

t

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800
Kontrolle

24h Licht

KO              KO             KO               KO

Ser 

Glu Gln 

Wildtyp    DAHPS1   DAHPS2    DAHPS3      DAHPS2_3 

n
m

o
l/
g

 F
ri

s
c
h

g
e
w

ic
h

t

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

Kontrolle

24h Licht

KO              KO             KO               KO

Gln 

* 

* 

* 

* 

* 

* 
* 



                                                                                                                                                   Ergebnisse 
 

 

78 

 

Für die Aminosäure Glycin zeigte die Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 3 erneut 

dieses Bild. Auch hier war die Abnahme der Gly-Konzentration geringer unter Dauerlicht als 

bei den anderen Pflanzenlinien. Im ersten Versuch war die Konzentration noch etwa 0,5fach 

gegenüber den Kontrollpflanzen und im zweiten Versuch sogar leicht erhöht mit einer 

1,1fachen Konzentration. Die anderen Pflanzenlinien zeigten hier im ersten Versuch eine 0,2 

bis 0,4fache und im zweiten Versuch eine 0,4 bis 0,7fache Konzentration der Aminosäure 

Glycin gegenüber der Kontrolle. 

Betrachtet man die Konzentrationen der Aminosäure Asparagin, so fällt für die Knockout-

Mutante für die DAHP-Synthase 1 im Mittel eine Ab- statt einer Zunahme an Asparagin im 

kontinuierlichen Licht auf. Doch in der Einzelauswertung der beiden Versuche mit Dauerlicht 

(Ergebnisse nicht dargestellt) zeigte diese Knockout-Mutante im ersten Versuch dasselbe 

Verhalten wie die anderen Pflanzenlinien und nur im zweiten Versuch wich sie von diesem 

Verhalten ab. Unter Kontrollbedingungen wies sie hier eine 2,3 bis 3,6fach höhere Asn-

Konzentration auf als die anderen Pflanzen, während die entsprechende Asn-Konzentration 

unter Dauerlicht im selben Bereich lag wie die der anderen Pflanzenlinien. Somit ist dieses 

widersprüchliche Ergebnis und dieser extrem hohe Wert in der Kontrolle des zweiten 

Versuches nur schwer zu beurteilen. 

 

 

3.4.3.1.4  Ammonium- und Phenolgehalt  

 

Ammonium (NH4
+) ist ein zentrales Intermediat im Stickstoffhaushalt der Pflanze und der 

Ammoniumgehalt kann Hinweise auf die Stickstoffverfügbarkeit der Pflanze geben. Der 

Ammoniumgehalt der Knockout-Mutanten und des Wildtyps aus einem der 24-h-Licht-

Versuche wurde mittels des Küvettentests der Firma HACH LANGE analysiert.  

Ein Vergleich der Ammoniumgehalte in den Sprossen von Kontrollpflanzen und der Pflanzen 

unter Dauerlicht erbrachte weder einen Unterschied zwischen Wildtyp und Mutanten, noch 

zwischen den verschiedenen Behandlungen (Tab.6). 

 

Pflanzliche Phenole stellen eine große heterogene Gruppe von Sekundärstoffen dar. Die 

meisten dieser Stoffe werden im Phenylpropanoidweg über die Aminosäure Phenylalanin 

synthetisiert. 
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Tab.6: Ammoniumgehalt im Spross von Wildtyp und Knockout-Mutanten. Dargestellt 
sind die Ergebnisse aus einem 24 h-Licht-Versuch. Dabei wurden 2 Pflanzenpool der 
Kontrollgruppe und 2 Pflanzenpools der Gruppe unter Dauerlicht mit jeweils 3 Pflanzen 
analysiert. Die Analysen wurden mit einem Küvetten-Test der Firma HACH LANGE 
durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Somit gibt der Phenolgehalt Auskunft über die Aktivität des Shikimatweges, der das 

Eingangssubstrat Phenylalanin bereitstellt, und über die Aktivität des Phenylpropanoidweges, 

der dieses Substrat zu diversen phenolischen Substanzen weiterverarbeitet. Der mittlere 

Phenolgehalt in den Sprossen der Kontrollpflanzen lag zwischen 4,2 und 5,3 µmol/g 

Frischgewicht in allen Linien. Nach 7 Tagen Dauerlichtbehandlung waren in allen 

Pflanzenlinien die Phenolgehalte etwa 1,2fach erhöht im Vergleich zu den jeweiligen 

Kontrollgruppen (Abb. 37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ammoniumgehalt  

(ng/mg FG) 

Ammoniumgehalt 

 (ng/mg FG) 

Pflanzenlinie 
Kontrolle 

 Pool I 

24 h Licht  

Pool I 

Kontrolle 

Pool II 

24 h Licht 

Pool II 

Wildtyp 42,86 51,98 49,73 50,50 

DAHPS1 KO 57,48 63,56 41,78 40,73 

DAHPS2 KO 51,98 45,73 48,50 51,88 

DAHPS3 KO 48,99 44,46 46,39 48,88 

DAHPS2_3 KO 52,76 48,81 42,16 47,64 

Abb.37: Phenolgehalt im Spross von Wildtyp und Knockout-Mutanten nach 7 Tagen 
Dauerlichtbehandlung und unter Kontrollbedingungen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus 
beiden 24h-Licht-Versuchen. Dabei wurden in jedem Versuch jeweils 2 Pflanzenpool der 
Kontrollgruppe und 2 Pflanzenpools der Gruppe unter Dauerlicht mit jeweils 3 Pflanzen 
analysiert. Dargestellt sind hier die Mittelwerte aus beiden Versuchen. Die Fehlerbalken zeigen 
die Standardabweichung für n = 4. In allen Pflanzenlinien war der Phenolgehalt unter 24-h-Licht-
Bedingungen um etwa 20% erhöht. „*“ zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen dem 
Phenolgehalt in den Pflanzen unter Dauerlicht und in den Kontrollpflanzen, p ≤ 0,05. Zur 
Ermittlung der Signifikanz wurde ein t-Test durchgeführt. 
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3.4.3.2         Knockout-Linien unter Kältestress 

 

3.4.3.2.1    Frischgewichte 

 

Es wurden zwei Versuche durchgeführt, in denen die Pflanzen für 7 Tage bei einer 

Temperatur von 10°C aufgezogen wurden. In beiden Versuchen zeigten der Wildtyp und die 

Einzel-Knockout-Mutanten für die DAHP-Synthasen 1, 2 und 3 ein vermindertes 

Frischgewicht im Vergleich zu der Kontrollgruppe in einer Umgebungstemperatur von 22°C 

während der Belichtung und 18°C während der Dunkelphase. Die Doppel-Knockout-Mutante 

für die DAHP-Synthasen 2 und 3 hingegen wies im ersten Versuch kein reduziertes 

Frischgewicht auf, und im zweiten Versuch war es weniger verringert als das der anderen 

Pflanzenlinien (Abb.38 und 39).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D C 

A B 

Kontrolle Kontrolle Kälte Kälte 

Abb.38: Wildtyp und Doppelmutante (Knockout für DAHPS 2 und 3) unter Kontrollbedingungen und in 
10°C Kälte in zwei unabhängigen Versuchen. A: Versuch I Wildtyp; B: Versuch I DAHP-Synthase 2/3 
Knockout-Mutante; C: Versuch II Wildtyp; D: Versuch II DAHP-Synthase 2/3 Knockout-Mutante. Die 
Kontrollpflanzen sind jeweils links und die Pflanzen in Kälte jeweils rechts dargestellt. 
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So zeigte die Doppelmutante unter Kältebedingungen im ersten Versuch noch 100% des  

 

 

So zeigte die Doppelmutante unter Kältebedingungen im ersten Versuch noch 100% des 

Frischgewichtes unter Kontrollbedingungen, während die anderen Pflanzenlinien unter Kälte 

nur noch 56 bis 77% des Frischgewichtes der Kontrolle erreichten. Im zweiten Versuch kam 

dieser Unterschied nicht so stark heraus, konnte jedoch tendenziell reproduziert werden. Hier 

wies die Doppelmutante in Kälte noch 68% des Kontrollfrischgewichtes auf, während die 

Frischgewichte der anderen Knockout-Mutanten und des Wildtyps zwischen 50 und 61% 

lagen. 

 

 

 

3.4.3.2.2    Phenolgehalt 

 

Unter Kältebehandlung wurde bereits in anderen Experimenten ein Anstieg des Phenolgehalts 

beobachtet (Kirakosyan et al., 2003; Rivero et al., 2001). Hier war nach 7 Tagen Anzucht in 

einer Umgebungstemperatur von 10°C in allen Pflanzenlinien der Phenolgehalt im Vergleich 

zu den jeweiligen Kontrollgruppen in einer Umgebungstemperatur von 18 bis 22°C im Mittel 

um 30% erhöht (Abb.40).  

 

Abb.39: Frischgewichte des Wildtyps und der Knockout-Mutanten unter Kontrollbedingungen und in 
10°C Kälte in Versuch I (A) und Versuch II (B). Dabei wurden in jedem Versuch jeweils 2 Pflanzenpool der 
Kontrollgruppe und 2 Pflanzenpools der Gruppe unter 10°C mit jeweils 3 Pflanzen analysiert. Dabei wurde das 
Einzelgewicht jeder Pflanze bestimmt. Dargestellt sind daher die Mittelwerte und die Standardabweichung für 
n=6. „*“ zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen dem Frischgewicht in den Pflanzen unter 
Kältebehandlung und in den Kontrollpflanzen, p ≤ 0,05. Zur Ermittlung der Signifikanz wurde ein t-Test 
durchgeführt. 
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3.4.3.2.3    Aminosäuregehalt  

 

Daten zur Aminosäureanalyse liegen nur für einen der Kälteversuche vor. Auch hier wurden 

pro Linie jeweils zwei Pflanzenpools geerntet und der Aminosäuregehalt in beiden Pools 

bestimmt. Für die Knockout-Linien der DAHP-Synthasen 2 und 3 liegen allerdings nur die 

Daten für einen Pool vor.   

Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren unter Kälteeinfluss die Aminosäuren Asparagin, 

Serin, Threonin und Glycin erhöht. Ebenfalls erhöht waren in den Knockout-Mutanten die 

Aminosäuren Asparagin- und Glutaminsäure. Auffallend dabei ist, dass der Wildtyp dabei das 

gegenteilige Verhalten zeigte und diese Aminosäuren im Wildtyp in der Kälte stattdessen 

erniedrigt waren (Abb.41).  

 

 

Abb.40: Phenolgehalt im Spross von Wildtyp und Knockout-Mutanten nach 7 Tagen 
Kältebehandlung bei 10°C und unter Kontrollbedingungen. Dargestellt sind die Ergebnisse 
aus beiden Kälte-Versuchen. Dabei wurden in jedem Versuch jeweils 2 Pflanzenpool der 
Kontrollgruppe und 2 Pflanzenpools der Gruppe in 10°C Kälte mit jeweils 3 Pflanzen analysiert. 
Dargestellt sind hier die Mittelwerte aus beiden Versuchen. Die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung für n = 4. In allen Pflanzenlinien war der Phenolgehalt unter 24-h-Licht-
Bedingungen etwa 1,3fach erhöht. „*“ zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen dem 
Frischgewicht in den Pflanzen unter Kältebehandlung und in den Kontrollpflanzen, p ≤ 0,05. Zur 
Ermittlung der Signifikanz wurde ein t-Test durchgeführt. 
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Abb.41: Gehalt an ausgewählten Aminosäuren im Spross von Wildtyp- und Knockout-Pflanzen unter Kontroll- 
und Kältebedingungen. Die Analysen wurden mittels HPLC durchgeführt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem 
Versuch, in dem jeweils 2 Pflanzenpools à 3 Pflanzen für jede Pflanzenlinie geerntet und analysiert wurden. Die Ergeb- 
nisse der Pools sind einzeln dargestellt. Für einige Pflanzenlinien liegen nur die Analyseergebnisse für einen Pool vor.  
Die hellen Farben stellen jeweils die Kontrollgruppe und die dunklen Farben die Kältegruppe dar.                   Wildtyp;                                              
          DAHPS KO;             DAHPS2 KO;             DAHPS3 KO;            DAHPS2_3 KO.                           
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Für die aromatischen Aminosäuren liegen nur die Daten für Tyrosin und Phenylalanin vor. 

Die Konzentration von Tyrosin war in allen Pflanzenlinien unter Kälteeinfluss niedriger im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Aminosäure Phenylalanin war in der Kältegruppe im 

Wildtyp und in der Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 1 erhöht und hingegen in den 

Knockout-Linien für die DAHP-Synthasen 2 und 3 reduziert. Die Doppelmutante zeigte in 

einem Pool einen leicht erhöhten und in dem anderen Pool einen leicht reduzierten 

Phenylalanin-Gehalt (Abb.42). 

 

 

 

n
m

o
l/

g
 F

ri
s

c
h

g
e

w
ic

h
t

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

Wildtyp            DAHPS1       DAHPS2   DAHPS3     DAHPS2_3
KO                KO            KO               KO

Tyr 
n

m
o

l/
g

 F
ri

s
c
h

g
e
w

ic
h

t

0

10

20

30

40

50

60

Wildtyp            DAHPS1       DAHPS2   DAHPS3     DAHPS2_3
KO                KO            KO               KO

Phe 

Abb.42:Gehalt an aromatischen Aminosäuren im Spross von Wildtyp- und Knockout-Pflanzen unter Kontroll- 
und Kältebedingungen. Die Analysen wurden mittels HPLC durchgeführt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem 
Versuch, in dem jeweils 2 Pflanzenpools à 3 Pflanzen für jede Pflanzenlinie geerntet und analysiert wurden. Die 
Ergebnisse der Pools sind einzeln dargestellt. Für einige Pflanzenlinien liegen nur die Analyseergebnisse für einen 
Pool vor.  Die hellen Farben stellen jeweils die Kontrollgruppe und die dunklen Farben die Kältegruppe dar.                                                       
            Wildtyp;                 DAHPS KO;                DAHPS2 KO;                 DAHPS3 KO;                 DAHPS2_3 KO.         
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4 Diskussion 

 

Der Shikimatweg spielt als Lieferant der aromatischen Aminosäuren und ihrer Vorstufen eine 

sehr zentrale Rolle im Stoffwechsel der Pflanze (Herrmann und Weaver, 1999; Tzin und 

Galili, 2010). Er liefert wesentliche Bausteine für die Proteinbiosynthese und auch für eine 

Vielzahl elementarer Sekundärmetabolite. Die Abwesenheit des Shikimatweges bei 

Säugetieren macht ihn darüber hinaus zu einem geeigneten Ziel bei der Entwicklung von 

Herbiziden, die bei Tier und Mensch keine toxische Wirkung aufweisen. So sind der 

Shikimatweg und seine Enzyme Thema und Objekt zahlreicher Untersuchungen (Übersicht in 

Maeda und Dudareva, 2012; Tzin und Galili, 2010). Meist wird in diesen zwischen dem 

Prechorismatweg und Postchorismatweg unterschieden, da bis zum Chorismat die Synthese 

der aromatischen Aminosäuren über einen gemeinsamen Weg erfolgt, sich jedoch ab dem 

Chorismat die Synthese in Richtung Phenylalanin und Tyrosin von der in Richtung 

Tryptophan trennt. Über die genaue Regulation des Prechorismatweges in Pflanzen ist 

dennoch nur wenig bekannt und die DAHP-Synthase als Eingangsenzym dieses zentralen 

Stoffwechselweges ist bei der Erforschung der Regulation von besonderem Interesse. In 

dieser Arbeit sollte zunächst nachgewiesen werden, dass die drei in Arabidopsis aufgrund von 

Sequenzhomologien identifizierten Gene funktionelle DAHP Synthasen kodieren. Mit Hilfe 

von heterolog exprimierten Enzymen sollte nach Hinweisen auf mögliche biochemische 

Unterschiede dieser drei DAHP-Synthasen gesucht werden.  In einem weiteren Ansatz sollten 

entsprechende Knockout-Mutanten für die einzelnen DAHP-Synthasen unter unter-

schiedlichen Anzuchtbedingungen Hinweise auf mögliche funktionelle Unterschiede der 

verschiedenen Isoenzyme liefern. 

 

 

4.1   Co-Expressionsmuster der drei DAHP-Synthasen: eine Datenbankanalyse 

 

In verschiedenen Arbeiten konnte die differentielle Expression der drei putativen DAHP-

Synthase Gene nachgewiesen werden, die bereits auf unterschiedliche Funktionen hindeuten 

(Betz et al., 2009; Chen et al., 2006; Ditt et al., 2006; Görlach et al., 1995; Keith et al., 1991; 

Thilmony et al., 2006; Vanderauwera et al., 2005). Inzwischen erlauben die vorhandenen 

Datenbanken darüber hinaus eine genaue Co-Expressionsanalyse mit anderen Genen, welche 

über diese Kontext-Regulations-Analyse weitere Hinweise auf die Funktion der einzelnen 
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Isoformen liefern kann. Eine solche Analyse wurde mit der Datenbank ATTED-II 

(http://atted.jp; Obayashi et al., 2009 und 2011) durchgeführt.  

 

Nach dieser Co-Expressionsanalyse ist die DAHP-Synthase 1 in ihrem Netzwerk direkt 

verbunden mit einem Gen der Tryptophan-Biosynthese (At2g04400) und einem Gen der 

Serin-Biosynthese (At4g35630). Im weiteren Netzwerk schließen sich noch vier weitere Gene 

an, die in die Tryptophan-Biosynthese involviert sind (At5g38530, At5g17990, At5g05730 

und At3g54640) (Abb.43). Somit könnte diese Isoform der DAHP-Synthase besonders 

wichtig sein für die Bereitstellung der Bausteine für die Synthese der Aminosäure Tryptophan 

und weiterer Stoffe, die sich von Tryptophan ableiten. Eine wesentliche Verbindung, die sich 

von Tryptophan ableitet ist das Auxin. So kodiert tatsächlich eines mit der DAHP-Synthase 1 

co-regulierten Gene für das Enzym Anthranilatsynthase-1 (ASA-1; At5g05730), welches für 

die Jasmonat-induzierte Auxin-Biosynthese wesentlich ist (Sun et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Synthese von Auxin gibt es einen Tryptophanabhängigen und einen 

Tryptophanunabhängigen Weg. Der Tryptophanunabhängige Weg führt vermutlich über das 

Abb.43: Co-Expressionsnetzwerk der DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis (At4g39980). Erstellt mit ATTED-II 

(http://atted.jp). rot: Biosynthese der aromatischen Aminosäuren; gelb: Glyin-, Serin- und Threonin Metabolismus 
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Indol-3-Glycerol-Phosphat, in dessen Synthese das ebenfalls co-regulierte Enzym IGPS 

involviert ist (Ouyang et al., 2000). Aufgrund dieser möglichen Einbindung in die 

Tryptophan-Biosynthese ist es denkbar, dass die DAHP-Synthase 1 über den 

Tryptophan/Auxingehalt und -bedarf reguliert wird. Dies schlägt sich dann allerdings nicht in 

den Tryptophan-Konzentrationen der Knockout-Mutanten für die DAHP-Synthase 1 nieder, 

welche unverändert im Vergleich zum Wildtyp waren (Abb.35). Vermutlich wird von den 

anderen beiden Isoformen der DAHP-Synthase noch ausreichend Chorismat bereitgestellt, so 

dass der Tryptophangehalt nicht beeinflusst wird. Ein weiterer Stoff, dessen Biosynthese 

Tryptophan erfordert, ist das Phytoalexin Camalexin in Arabidopsis, welches bei der Abwehr 

von Pathogenen eine wesentliche Rolle spielt (Glawischnig et al., 2004). Dies passt zu der 

Tatsache, dass die DAHP-Synthase 1 durch Verwundung und Pathogene induziert wird (Keith 

et al., 1991; Sharma et al., 1999; Thilmony et al., 2006).  Die co-regulierte Anthranilat-

Synthase ASA-1 katalysiert die erste Reaktion der Tryptophanbiosynthese und wird ebenfalls 

durch Verwundung und Pathogene induziert (Niyogi und Fink, 1992). Jamonat und 

Methyljasmonat sind wichtige Signalsubstanzen in der Stressantwort von Pflanzen. Gene der 

Tryptophan-Biosynthese und der DAHP-Synthase 1 und werden durch Jasmonat und 

Methyljasmonat hochreguliert (Sasaki-Sekimoto et al., 2005). Auch dies unterstreicht die 

Bedeutung der DAHP-Synthase 1 bei der Antwort auf Stress durch Verwundung, Ozon und 

Pathogene (Ditt et al., 2006; Keith et al., 1991; Janzik et al., 2005; Thilmony et al., 2006).  

  

Die DAHP-Synthase 3 ist direkt co-reguliert mit drei Genen des Phenylpropanoidweges. 

Dabei handelt es sich um das Eingangsenzym des Phenylpropanoidweges, der Phenylalanin-

Ammonium-Lyase PAL1 (At2g37040), um die 4-Coumarat-CoA Ligase 4CL1 (At1g51680) 

und die Caffeoyl-CoA O-methyltransferase (At4g34050). Im weiteren Netzwerk schließen 

sich noch 8 weitere Gene des Phenylpropanoidweges, darunter 2 Gene der Flavonoid-

Biosynthese an. Desweiteren findet man 2 Gene des Pentosephosphatweges, darunter die 

Transketolase (At2g45290), die den Shikimatweg mit dem Substrat E4P versorgt. Eine 

Untersuchung in Tabakpflanzen zeigt, dass eine verringerte Transketolase-Aktivität zu 

deutlich reduzierten Konzentrationen der aromatischen Aminosäuren und einiger 

Phenylpropanoide führt. Dies wird mit einem verminderten Fluss durch den Shikimat- und 

Phenylpropanoidweg erklärt aufgrund des reduzierten Angebots von E4P (Henkes et al., 

2001). Somit deutet die Co-Expression der DAHP-Synthase 3 mit diesem Substratlieferanten 

für den Shikimatweg erneut auf eine zentrale Rolle dieser Isoform unter den drei DAHP-
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Synthasen hin. Mit der Chorismatmutase CM1 (At3g29200) ist auch ein Gen des 

Shikimatweges co-reguliert mit der DAHP-Synthase 3 (Abb.44). Die Chorismatmutase ist 

wesentlich für die Synthese von Phenylalanin und Tyrosin, also die Substrate für den 

Phenylpropanoidweg. Der Phenylpropanoidweg ist ein zentraler Stoffwechselweg bei der 

Biosynthese der verschiedensten Sekundärstoffe, die die Pflanze zum größten Teil bei der 

Auseinandersetzung mit ihrer Umwelt und mit möglichen biotischen und abiotischen 

Stressfaktoren benötigt.  

Die Expression der DAHP-Synthase 3 scheint nach diesem Co-Expressionsnetzwerk 

besonders mit diesem Stoffwechselweg verknüpft zu sein. Auch die Expression von dieser  

Isoform der DAHP-Synthase wird durch Verwundung, Ozon, Pathogene und Methyljasmonat 

induziert (Chen et al., 2006; Ditt et al., 2006; Ho et al., 2008; Pauwels et al., 2008). 

 

 

 

 

 

Abb.44: Co-Expressionsnetzwerk der DAHP-Synthase 3 aus Arabidopsis (At1g22410). Erstellt mit ATTED-II 

(http://atted.jp). rot: Biosynthese von Phenylpropanoiden; gelb: Phenylalanin- Metabolismus; grün: Biosynthese der 

aromatischen Aminosäuren; hellblau: Pentosephosphatweg; dunkelblau: Flavonoid-Biosynthese 
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Schaut man sich die Übersicht für die DAHP-Synthase 2 an, so fällt auf, dass anders als bei 

den Isoformen 1 und 3 keine Gene des Pheylpropanoidweges oder der Aminosäure-

Biosynthese direkt mit dieser Isoform co-exprimiert sind (Abb.45). Die DAHP-Synthase 2 ist 

direkt co-reguliert mit dem Gen für das Enzym PPH1 (At4g27800). Diese Proteinphosphatase 

wird für die lichtabhängige Umverteilung (state transition) von Antennenpigmentkomplexen  

zwischen den Photosystemen I und II benötigt (Pribil et al., 2010). Zwei weitere direkt co- 

exprimierte Gene kodieren für Proteine mit unbekannter Funktion.  

 

 

 

 

 

 

Die DAHP-Synthase 2, die als kaum reguliert gilt und von den drei DAHP-Synthasen sowohl 

in der Wurzel als auch im Spross am niedrigsten exprimiert wird, zeigt keine Co-Expression 

mit anderen Genen, die in zentralen Stoffwechselwegen involviert sind oder einen Hinweis 

auf eine spezielle Funktion dieser Isoform der DAHP-Synthase liefern. Dies unterstützt die 

Vermutung der konstitutiven Expression dieses Isoenzyms.  

 

Abb.45: Co-Expressionsnetzwerk der DAHP-Synthase 2 aus Arabidopsis (At4g33510). Erstellt mit ATTED-II 

(http://atted.jp).  
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4.2   Biochemische Charakterisierung der DAHP-Synthasen 

 

In einem zweiten Schritt sollten die heterologe Expression und biochemische 

Charakterisierung weitere Hinweise auf unterschiedliche Funktionen der drei putativen 

DAHPS Gene und der entsprechend kodierten Proteine liefern. 

 

 

4.2.1    Proteinaufreinigung 

 

Durch das Anfügen eines N-terminalen Strep-Tags mit Hilfe des pET 51-Vektors konnten die 

drei Enzyme der DAHP-Synthase über StrepTactin-Säulen nahezu zur Homogenität und in 

ausreichender Menge für umfangreiche Aktivitätstest aufgereinigt werden. Dieses für die 

Charakterisierung eingesetzte Protein trug am N-Terminus insgesamt 14 zusätzliche 

Aminosäuren (Strep-Tag II, Enterokinase-Erkennungssequenz und eine zusätzliche 

Aminosäure für die Klonierung) im Vergleich zum vermutlich reifen Protein in der Pflanze 

(ermittelt mit ChloroP 1.1; Emanuellson et al., 1999). Der Strep-Tag wurde am N-terminalen 

Ende angefügt, da Modelle der drei DAHP-Synthasen aus Arabidopsis für 2 Isoformen eine 

C-terminale Helix vorhersagen. Die dritte Isoform, die DAHP-Synthase 2, trägt diese Helix 

nicht (Shahinas, 2009).  

 

Das im pPAL-Vektor exprimierte Enzym völlig ohne Tag konnte erst nach einigen 

Optimierungen in aktiver Form gewonnen werden und nur in geringen Konzentrationen, so 

dass ausführliche Aktivitätstests mit diesem Material nicht möglich waren. Doch die 

gewonnenen Mengen waren für die DAHP-Synthase 1 ausreichend um zu zeigen, dass das 

Aktivitätsniveau dieses Enzyms ohne Tag dasselbe war wie das des Enzyms mit den 14 

zusätzlichen Aminosäuren am N-Terminus. So lag die maximale spezifische Aktivität der 

DAHP-Synthase 1 bei der Bestimmung des pH-Optimums bei 10,2-11,8 U/mg mit Tag, und 

bei 11,1 U/mg ohne Tag. Darüber hinaus lagen das pH-Optimum und der Km-Wert für 

Phosphoenolpyruvat (PEP) für die DAHP-Synthase 1 ohne Tag in demselben Bereich wie für 

die DAHP-Synthase 1 mit Tag (Details siehe Abschnitte 4.2.2 und 4.2.4). Mit dem Enzym 

ohne Tag konnte mittels Auftragung im SDS-Gel und geeigneter Größenstandards die Größe 

der drei Isoformen abgeschätzt werden. In der Literatur findet man Angaben zu aufgereinigten 

DAHP-Synthasen aus der Karotte und der Kartoffel. Diese wurden aus den Pflanzen mittels 
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nicht denaturierender Phosphocellulose-Chromatographie isoliert. Man identifizierte dabei 

jeweils Homodimere mit einer Masse von 103 bzw. 110 kDa (Suzich et al., 1985 und Pinto et 

al., 1986). Für die heterolog exprimierten Tag-freien DAHP-Synthasen in dieser Arbeit ergab 

sich eine Größe der Monomere von etwa 55 kDa für alle drei Isoenzyme (Tab.2 und Abb.9). 

Dies entspricht also der Größe der DAHP-Synthasen aus Karotte und Kartoffel wenn man 

davon ausgeht, dass auch die DAHP-Synthase aus Arabidopsis als Homodimer vorliegt. Die 

so ermittelten Größen liegen ebenfalls nur knapp über den aufgrund der Aminosäuresequenz 

abgeschätzten Größen von 51 kDa (DAHPS 2) und 53 kDa (DAHPS 1 und 3). 

Die folgenden Betrachtungen zu der Charakterisierung der heterolog exprimierten DAHP-

Synthasen befassen sich, falls nicht anders angegeben, mit den Ergebnissen der 

Proteinanalysen mit N-terminalem Strep-Tag. 

 

 

4.2.2    pH-Optimum 

 

Die Abhängigkeit der Aktivität der DAHP-Synthasen vom pH-Wert wurde in dem Bereich 

von pH 5,5 bis 8,5 untersucht. Die drei DAHP-Synthasen arbeiteten alle in einem ähnlichen 

pH-Wert-Bereich optimal. Für die DAHP-Synthase 1 ergab sich ein pH-Optimum zwischen 

6,5 und 7,0. Die DAHP-Synthase 2 zeigte bei einem pH-Wert von 7,0 maximale Aktivität. 

Die DAHP-Synthase 3 hatte ihr pH-Optimum zwischen 6,0 und 7,5. Ein Unterschied ergibt 

sich hier also für die DAHP-Synthase 3, deren pH-Optimum breiter ist als das der anderen 

beiden Isoenzyme.  

Da alle drei Isoformen eine N-terminale Chloroplastenimportsequenz besitzen (ChloroP 1.1; 

Emanuelsson et al., 1999) ist die Lokalisation im Chloroplasten sehr wahrscheinlich. In der 

Kartoffel wurde bereits der Import einer DAHP-Synthase in den Chloroplasten demonstriert 

und die DAHP-Synthase 3 aus Arabidopsis konnte mit Hilfe einer Coexpression mit dem  

gelb floureszierenden Protein (YFP) im Chloroplasten nachgewiesen werden (Bayer et al., 

2011; Zhao et al., 2002). Darüber hinaus konnte massenspektrometrisch die DAHP-Synthase 

2 im Chloroplasten von Arabidopsis erfasst werden (Zybailov et al., 2008, Ferro et al., 2010). 

Die DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis wurde bisher nicht direkt im Chloroplasten 

nachgewiesen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das Enzym SPP (stromal processing 

peptidase), das zuständig ist für die Prozessierung von Enzymen die aus dem Cytoplasma in 

den Chloroplasten transportiert werden, auch die DAHP-Synthase 1 prozessiert und die 
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Chloroplasten-Importsequenz entfernt (Richter et al., 2005). Also befinden sich 

wahrscheinlich alle drei Enzyme in einem Umfeld, dessen pH-Wert zumindest im Spross 

stark lichtabhängig ist. Im Dunkeln liegt der pH-Wert in Stroma und Lumen etwa bei pH 7,0. 

Während der Lichtreaktion der Photosynthese werden Protonen über die Thylakoidmembran 

in das Lumen gepumpt, so dass der pH-Wert dort bis zu pH 5,0 absinken, und der pH-Wert im 

Stroma bis auf pH 8,0 ansteigen kann (Crofts und Horton, 1991; Werdan et al., 1975). 

Aufgrund der unterschiedlichen pH-Wert-Bedingung innerhalb der verschiedenen 

Zellkompartimente ist die genaue subzelluläre Lokalisation der drei DAHP-Synthasen bei der 

Beurteilung ihrer pH-Optima von Bedeutung. Leider ist bisher nur wenig darüber bekannt. 

Proteine, die ihren Bestimmungsort im Thylakoidlumen haben, besitzen neben der 

Transitsequenz häufig noch eine zusätzliche Thylakoid-Transfer-Domäne. Nach 

erfolgreichem Transfer wird auch hier wieder die Domäne durch eine Peptidase abgetrennt 

und das reife Enzym entlassen (Emanuelsson et al., 2000). Eine Analyse der 

Aminosäuresequenzen der drei DAHP-Synthasen mit dem Programm SignalP 4.0 (Petersen et 

al., 2011; Emanuelsson et al., 2007) ergab keinen Hinweis auf eine Signalsequenz für den 

Import ins Thylakoidlumen. In der Datenbank AT_CHLORO (Ferro et al., 2010), die auf LC-

MS/MS-Daten von Stroma, Thylakoiden und Chloroplastenhülle beruht, findet man allerdings 

Angaben zur Isoform 2 in Arabidopsis: Von der DAHP-Synthase 2 wurden 96,1%  im 

Thylakoidlumen und nur 3,9 % im Stroma identifiziert, was auf eine Lokalisation dieser 

Isoform im Lumen hindeutet.  

Die DAHP-Synthase 3 wurde während einer Plasmamembranisolierung in Arabidopsis mittels 

LC-MS/MS nachgewiesen (Mitra et al., 2009). Hier wurde allerdings ausschließlich die 

Plasmamembran untersucht und es gibt keine Angabe zur Menge des identifizierten Proteins, 

so dass es sich möglicherweise auch um kleine Mengen von Verunreinigung oder gerade über 

die Membran transportiertes Protein handeln könnte. Führt man ein semiglobales Alignment 

der Aminosäuresequenzen der DAHP-Synthasen aus Arabidopsis und der zwei bekannten 

putativen DAHP-Synthasen aus der Kartoffel durch, so ist die DAHP-Synthase 3 aus 

Arabidopsis einer DAHP-Synthase aus der Kartoffel am ähnlichsten, die im Stroma lokalisiert 

ist (Abb.46). Bei Importversuchen mit dieser Isoform der Kartoffel-DAHP-Synthase in 

Spinatchloroplasten wurde nach Isolierung von Thylakoiden und Stroma das prozessierte 

Enzym nur im Stroma gefunden (Zhao et al., 2002). Die Ähnlichkeit der DAHP-Synthase 3 

mit diesem Enzym kann auf die gleiche Lokalisation der DAHP-Synthase 3 im Stroma 

hindeuten.  
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Die Analyse des pH-Optimums der DAHP-Synthase 3 würde allerdings eher für eine 

Lokalisation im Thylakoidlumen sprechen: An einen pH-Wert im sauren Bereich zwischen 

pH 5,5 und pH 6,0, der während der Lichtreaktion herrscht, wäre sie nach den 

Charakterisierungsdaten im Vergleich zu den anderen beiden Isoformen am besten angepasst. 

Sie zeigte bei pH 6,0 noch etwa 91 % ihrer maximalen Aktivität im Optimum, während die 

DAHP-Synthase 1 bei pH 6,0 nur noch 67% und die DAHP-Synthase 2 nur noch 52% bzw. 

67% der maximalen Aktivität erreichten (Abb.10). Ihr breites pH-Optimum macht sie 

unabhängiger von den umgebenden pH-Wert und so wird sie eventuell weniger von dem 

Belichtungsstatus der Pflanze beeinflusst. Darüber hinaus ist die DAHP-Synthase 3 die 

Isoform, die in der Wurzel am stärksten exprimiert wird. Ihre Expression in der Wurzel liegt 7 

bis 20fach höher als im Spross und etwa 140 mal höher als die der DAHP-Synthase 2 bzw. 11 

mal höher als die der DAHP-Synthase 1 in der Wurzel (Vgl. Abschnitt 3.4.2.2). Somit könnte 

diese Isoform eine besondere Rolle in der Wurzel erfüllen. 

Die DAHP-Synthase 2, die laut LC-MS/MS-Daten (Ferro et al., 2010) im Thylakoidlumen 

lokalisiert ist, würde bei Belichtung bei einem pH-Wert zwischen 5,0 und 6,0 suboptimale 

Abb.46: phylogenetischer Stammbaum der drei DAHP-Synthasen aus Arabidopsis thaliana und von zwei 
DAHP-Synthasen aus Solanum tuberosum nach semiglobalem Alignment der Aminosäuresequenzen: 
ermittelt mit dem Programm Geneious Pro 5.5.6 (Drummond AJ, Ashton B, Buxton S, Cheung M, Cooper A, 
Duran C, Field M, Heled J, Kearse M, Markowitz S, Moir R, Stones-Havas S, Sturrock S, Thierer T, Wilson A 
(2011) Geneious v5.4; http://www.geneious.com) mit der Methode UPGMA und dem Distanzmodell Juke-
Cantor. Die Aminosäuresequenzen stammen für die Kartoffel vom „National Center for Biotechnology 
Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov). At1-3: DAHP-Synthasen 1-3 aus Arabidopsis thaliana (diese 
Arbeit); St1: Isoform aus Solanum tuberosum (Zhao et al.,2002 ) und St2: eine weitere Isoform aus Solanum 

tuberosum  (Dyer et al., 1990). 
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Bedingungen vorfinden. Dies wiederum könnte ein Hinweis darauf sein, dass der DAHP-

Synthase 2 weniger Bedeutung bei starker Lichteinwirkung zukommt. 

Bei Dunkelheit oder schwacher Lichteinwirkung, wenn der pH-Wert im Stroma und im 

Lumen eher bei pH 7,0 liegt, herrscht für alle Isoenzyme ein optimaler pH-Wert ganz 

unabhängig von ihrer subzellulären Lokalisation. Bei einem pH-Wert von 8,0 liegen die 

Ergebnisse der zwei unabhängigen Messungen des pH-Optimums teilweise weiter 

auseinander. Alle Isoformen zeigen jedoch unter diesen pH-Bedingungen eine deutlich 

niedrigere Aktivität als in ihrem Optimum (Abb.10) und somit wären alle an die pH-Wert-

Bedingungen im Stroma während der Lichtreaktion suboptimal angepasst. 

 

Die Bestimmung des pH-Optimums der DAHP-Synthase 1 ohne Tag (Expression im pPAL7 

Vektor) ergab ein Optimum bei pH 7,0. Somit liegt das Optimum des Enzyms mit Tag (6,5 -

7,0) in demselben Bereich wie das des Enzyms ohne Tag. Auch die Aktivitätsniveaus beider 

Enzyme sind ähnlich. Beide Enzyme zeigten eine spezifische Aktivität von 10-11 U/mg unter 

optimalen pH-Bedingungen. Somit beeinflussen die N-terminalen Anhänge des Enzyms mit 

Strep-Tag weder das Aktivitätsniveau noch das Verhalten des Enzyms in unterschiedlichen 

pH-Niveaus wesentlich. 

 

 

4.2.3    Aktivierung durch zweiwertige Kationen 

 

Die DAHP-Synthasen sind Metalloproteine, d.h. sie tragen ein Metallion als prosthetische 

Gruppe. Aus Pflanzen hat man bisher DAHP-Synthasen isoliert, die durch Cobalt-, Mangan- 

und Magnesiumionen aktiviert werden (Herrmann und Weaver, 1999; Rubin und Jensen, 

1985; Suzich et al., 1985). An der heterolog exprimierten DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis 

wurde bereits gezeigt, dass sie durch Manganionen im mikromolaren Bereich und durch 

Magnesiumionen im millimolaren Bereich aktiviert wird. Cobaltionen, Eisen- und 

Calciumionen vermochten das Enzym jedoch nicht zu aktivieren (Entus et al., 2002). In dieser 

Arbeit wurde die Aktivität der drei heterolog exprimierten DAHP-Synthasen in Anwesenheit 

von Mangan-, Magnesium- und Cobaltionen getestet.  

Alle drei Enzyme wurden gleichermaßen durch den Zusatz von Manganionen aktiviert 

(Abb.12). Ohne Zusatz von Metallionen war kaum Aktivität detektierbar und bei einer 

MnCl2-Konzentration von 500 µM war bereits die maximale Aktivitätssteigerung um etwa 
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80% durch den Manganzusatz festzustellen. Zu den konkreten physiologischen 

Konzentrationen von freiem Mn2+ in Chloroplasten finden sich wenige und recht 

unterschiedliche Angaben in der Literatur. Williams und Fraústo da Silva (2000) schätzen im 

Zytoplasma Konzentrationen unter 1 µM und auch im Chloroplasten nehmen sie 

Konzentrationen im mikromolaren Bereich an. In einem vergleichbaren Bereich wiesen die 

Chloroplasten aus Tomaten einen Mangangehalt von etwa 1,9 µg Mn/mg Chlorophyll auf 

(Possingham und Spencer, 1962). In den Blättern von zwei Traubensorten konnte man 

deutlich höhere Mangankonzentrationen von 0,09 bzw. 0,37 mg/g Trockengewicht messen 

(dies entspricht bei einem angenommenen Wassergehalt von 80% etwa einer 

Mangankonzentration von 0,33 mM bzw. 1,35 mM) (Yao et al., 2012). Im Spitzahorn wurde 

in Sonnenblättern ein Mangangehalt von umgerechnet 1,36 mM und in Schattenblättern von 

0,55 mM mittels NMR bestimmt (McCain und Markley, 1989). Diesen Werten nach würde 

man tatsächlich Mangankonzentrationen im Blatt vorfinden, die im millimolaren Bereich 

liegen und in denen die drei DAHP-Synthasen eine starke Aktivierung durch die 

Manganionen erfahren. Allerdings ist bei diesen Konzentrationen im Blatt nicht bekannt wie 

viele der Manganionen tatsächlich im Chloroplasten vorzufinden sind, da hier die 

Mangankonzentrationen im gesamten Blattmaterial ohne Unterscheidung zwischen 

verschiedenen Kompartimenten bestimmt wurden. Da Mangan in höheren Konzentrationen 

giftig für die Pflanzenzelle ist, ist der größte Teil der Manganionen nicht im Chloroplasten, 

sondern in der Vakuole oder in der Zellwand lokalisiert (McCain und Markley, 1989; Yao et 

al., 2012). Somit liegen die in Chloroplasten geschätzten Konzentrationen von Mangan 

vermutlich niedriger und möglicherweise unter den hier in vitro ermittelten optimalen 

Konzentrationen der drei DAHP-Synthasen aus Arabidopsis.  

 

Durch den Zusatz von Magnesiumionen war ebenfalls für alle drei Enzyme eine Aktivierung 

um etwa 50% zu beobachten. Hierfür sind allerdings millimolare Konzentrationen des MgCl2 

zwischen 5 und 20 mM notwendig. Die Aktivierung des Enzyms durch Magnesiumionen fällt 

nur etwa halb so hoch aus wie die Aktivierung durch Manganionen (Abb.13). Die im Rahmen 

dieser Arbeit bestimmte Änderung der Extinktion pro Minute kann hier nicht wie die 

spezifische Aktivität als ein Absolutwert beurteilt werden. Aktivitätsunterschiede zwischen 

den Proben mit verschiedenen Magnesium- und mit Manganzusätzen würden sich noch leicht 

verändern wenn man den spezifischen Extinktionskoeffizienten von Phosphoenolpyruvat zur 

Berechnung heranziehen und die spezifische Aktivität der Enzyme betrachten würde. 
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Dennoch stellen diese Daten die Aktivierung durch Magnesiumzusatz eindeutig dar. Während 

der Belichtung wird das Stroma als Folge des Protonentransports in das Thylakoidlumen 

alkalisch und daraufhin findet ein Gegentransport von Mg2+ statt, der die 

Magnesiumkonzentration im Stroma ansteigen lässt. Da freies Magnesium auf viele Enzyme 

des Calvin-Zyklus aktivierend wirkt, nimmt man an, dass diese lichtinduzierte erhöhte 

Magnesiumkonzentration ein positiver Regulationsmechanismus für die CO2-Fixierung ist 

(Hind et al., 1974; Krause, 1977; Ishijima et al., 2003 und 2004). So könnten die erhöhten 

Magnesiumwerte im Stroma ebenfalls aktivierend auf im Stroma lokalisierte DAHP-

Synthasen wirken. Mittels fluoreszierendem Magnesium-Indikator wurde im Stroma eine 

Konzentration von freien Magnesiumionen von 0,5 mM in Dunkelheit und 2 mM in 

Belichtung festgestellt (Ishijima et al., 2003). Andere Untersuchungen an isolierten 

Chloroplasten aus Spinat stellten eine Erhöhung der Magnesiumkonzentration um 1-3 mM 

bzw. 2-5 mM im Stroma unter Lichteinwirkung gegenüber den Werten in Dunkelheit fest 

(Krause, 1977; Portis und Heldt, 1976). Die heterolog exprimierte DAHP-Synthase 1 wurde 

bei einem pH-Wert von 7,0 durch  eine MgCl2- Konzentration von 5 mM um etwa 34% in 

ihrer Aktivität gesteigert (Änderung der optischen Dichte/Min.). Die DAHP-Synthase 3 zeigte 

bei 10 mM MgCl2 noch keine Aktivitätssteigerung (Daten nicht dargestellt), bei 20 mM 

MgCl2 jedoch stellte sich eine Aktivitätssteigerung von etwa 50 % ein. Für die DAHP-

Synthase 2 liegen nur Daten bei einer MgCl2-Konzentration von 20 mM vor, die ebenfalls zu 

einer Aktivierung der DAHP-Synthase führte (Abb.13). Diese Daten beruhen auf einer 

Messreihe mit jeweils Dreifachproben für jede Magnesiumkonzentration. Um die 

Aussagekraft dieser Daten zu erhöhen müssten diese Messungen noch weitere Male und in 

kleineren Konzentrationsstufen wiederholt werden. Nach der bisherigen Datenlage reagiert 

die DAHP-Synthase 1 am empfindlichsten auf erhöhte Magnesiumkonzentrationen. Die 

Aktivitätssteigerung findet hier in einem Konzentrationsbereich statt, der einer 

physiologischen Konzentration im Chloroplasten während der Belichtung entspricht. Für die 

anderen zwei Isoformen wurde erst in höheren Konzentrationen eine Aktivierung festgestellt 

(DAHP-Synthase 3) oder getestet (DAHP-Synthase 2). Es ist also auch möglich, dass in vivo 

eine synergistische Wirkung von Magnesium- und Manganionen vorliegt, so dass auch eine 

relativ niedrige Magnesiumkonzentration in einem Bereich von 1 bis 5 mM im 

Zusammenspiel mit vorhandenen Mangankonzentrationen einen viel stärkeren 

Aktivierungseffekt hätte. Eine Aktivierung durch Magnesiumionen, welche im Stroma bei 
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Belichtung in erhöhter Konzentration vorliegen, passt zu der erhöhten Expression der DAHP-

Synthasen bei Belichtung (Vgl. Abb.47). 

 

In dieser Arbeit wurde außerdem die Aktivität der DAHP-Synthasen 2 und 3 unter Zusatz von 

10 µM und 500 µM CoCl2 getestet. Mit diesen Konzentrationen konnte keine Aktivität der 

Enzyme detektiert werden. Die ausbleibende Aktivierung der DAHP-Synthase 1 durch Cobalt 

wurde bereits in der Arbeit von Entus et al. (2002) gezeigt. Cobalt-aktivierbare DAHP-

Synthasen verschiedener Pflanzen sind dagegen durch 500 µM Cobaltionen klar aktivierbar 

(Doong et al., 1992b; Ganson et al., 1986; Ganson und Jensen, 1988).  

 

 

4.2.4    Enzymkinetik 

 

Eine zentrale Einflussgröße auf die katalytische Aktivität eines Enzyms ist auch die Menge an 

verfügbaren Substraten. Mit der Michaelis-Menten-Theorie lässt sich die Affinität des 

Enzyms zu seinen Substraten quantitativ erfassen. Die Michaelis-Menten-Konstanten wurden 

für das Substrat Phosphoenolpyruvat (PEP) und für das Substrat Erythrose-4-Phosphat (E4P) 

bestimmt. Die Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeiten gegen die Substrat-

konzentrationen ergab für alle Isoformen der DAHP-Synthase und für beide Substrate eine 

typische Michaelis-Menten-Kurve in Form einer Hyperbel (Abb.14 und 15). Zur Bestimmung 

der Km-Werte und der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten wurde die Excel-Vorlage 

ANEMONA (Hernàndez und Ruiz, 1998) verwendet. Dabei wurden die kinetischen Daten 

mittels nichtlinearer Regression und unter Berücksichtigung der für die jeweiligen 

Dreifachproben ermittelten Standardfehler berechnet. Der pH-Wert 7,0 für die Ermittlung der 

Km-Werte wurde zunächst gewählt, da hier alle drei Enzyme optimale Aktivität zeigten. Ein 

Vergleich der Km-Werte der drei Enzyme ergab keine signifikanten Unterschiede. Die Km-

Werte für PEP lagen für alle drei DAHP-Synthasen zwischen 0,24 und 0,29 mM PEP und die 

Km-Werte für E4P zwischen 0,11 und 0,17 mM E4P. Die mittlere maximale 

Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) der DAHP-Synthase 3 war jedoch signifikant höher als die 

der anderen beiden Enyzme. So lag die mittlere maximale Reaktionsgeschwindigkeit der 

DAHP-Synthase 3 um 26% höher als die der DAHP-Synthase 1  und 32% höher als die der 

DAHP-Synthase 2 (Abb.16). Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wird jedoch nur bei 

Substratsättigung erreicht, welche unter natürlichen Bedingungen nicht anzunehmen ist.  
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Die katalytischen Effizienzen (kcat/Km) für das Substrat PEP sind bei allen drei Isoenzymen 

höher als die für das Substrat E4P, so dass die Effizienz der drei DAHP-Synthasen von der 

Bindung des Substrates E4P bestimmt wird. Die DAHP-Synthase 2 weist hier tendenziell die 

geringste katalytischen Effizienz mit 33,5 ± 5,7 M-1 s-1 auf und die DAHP-Synthase 3 

erwartungsgemäß die höchste mit 47,3 ± 11,3 M-1 s-1. Allerdings sind die 

Standardabweichungen hier recht hoch und die Unterschiede nicht signifikant (Tab.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dennoch spricht diese tendenziell höhere katalytische Effizienz der DAHP-Synthase 3 

zusammen mit der Tatsache, dass sie sowohl in Wurzel als auch im Spross die am höchsten 

exprimierte Isoform ist (Vgl. Abschnitt 3.4.2.2) für eine zentrale Rolle dieses Isoenzyms. Da 

sie zu den unter Stress induzierten Enzymen zählt, ist sie unter Stressbedingungen in der Lage 

durch ihre Effizienz und große Anzahl in kurzer Zeit große Mengen Chorismat für  

nachfolgende Stoffwechselwege bereitzustellen. 

Die für die drei DAHP-Synthasen ermittelten Effizienz-Werte liegen im selben Bereich wie 

die katalytische Effizienz eines Enzyms, das in einem dem Shikimatweg nachgeschalteten 

Stoffwechselweg eine zentrale Rolle spielt und häufig ähnlich reguliert ist wie die DAHP-

Synthase: die PAL. Die katalytischen Effizienzen der 4 rekombinanten PAL-Enyzme aus 

Arabidopsis lagen zwischen 25 und 51 M-1 s-1 (Cochrane et al., 2004). 

 

Die Tabelle 8 gibt eine Übersicht über Km-Werte anderer DAHP-Synthasen und weiterer  

Enzyme, die ebenfalls PEP als Substrat verwenden. In der Pflanze gibt es einige Enzyme, die 

ebenfalls Phosphoenolpyruvat nutzen: die EPSP-Synthase, Pyruvatkinase, Enolase und  PEP- 

Carboxylase. Die ersten drei Enzyme sind ausschließlich oder auch im Chloroplasten 

lokalisiert. Die PEP-Carboxylase galt bisher als ausschließlich cytosolisches Enzym, es wurde 

 
Kcat/Km [M

-1
 s

-1
] 

E4P PEP 

DAHPS 1 42,6 ± 9,10 92,1 ± 25,7 

DAHPS 2 33,5 ± 5,70 74,8 ± 10,5 

DAHPS 3 47,3 ± 11,3 78,7 ± 4,70 

Tab.7: Die katalytische Effizienzen der drei Isoenzyme der 
DAHP-Synthase für die beiden Substrate Phosphoenolpyruvat 
(PEP) und Erythrose-4-Phosphat (E4P). Es wurden jeweils drei 
Bestimmungen durchgeführt. Dargestellt sind daher die 
Mittelwerte und die Standardabweichungen für n=3. 
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mittlerweile jedoch in Reis auch eine Isoform im Chloroplasten identifiziert (Masumoto et al., 

2010; Plaxton, 1996). Die EPSP-Synthase katalysiert den sechsten Schritt des 

Prechorismatweges. Dabei reagiert Shikimat-3-Phosphat mit PEP unter Abspaltung von 

Orthophosphat zu 5-Enolpyruvyl-Shikimat-3-Phosphat. Die Pyruvatkinase ist ein 

wesentliches Enzym in der Glykolyse und katalysiert die Umsetzung von PEP zu Pyruvat. 

Das Enzym PEP-Carboxylase carboxyliert PEP zu Oxalacetat. In CAM- und C4-Pflanzen 

stellt dies die primäre CO2-Fixierung dar, während es sich in C3-Pflanzen um eine 

anaplerotische Reaktion handelt. Die Enolase (2-Phosphoglycerat-Dehydratase) dehydratisiert 

2-Phosphoglycerat zu PEP in der Glykolyse oder katalysiert die reverse Reaktion in der 

Glukoneogenese.  

 

 

 

 

 
Enzym                Pflanze                              Km (PEP)              Km (E4P)          Quelle 

DAHP-Synthase                         Zea mays   310 µM          240 µM                     1 
(Mn-aktiviert) 
    Daucus carota                    30 µM           71 µM                      2 
 
    Arabidopsis thaliana*    110-170 µM        240-290 µM               3 
 
 
DAHP-Synthase                        Spinacea oleracea                    /                       1950 µM                   4 
(Co-aktiviert) 
 
 
EPSP-Synthase                          Pisum sativum L.                 5 µM                       /                        5 

                Oryza sativa*                  20 µM                /                       6 

    Zea mays                28 – 33 µM                /                        7 
 
 
Pyruvatkinase             Spinacea oleracea L.        38 – 45 µM                /      8 

              Brassica napus                    52 µM                     /                        9 

              Nicotiana tabacum L.           71 µM                    /                       10 

 

Enolase   Arabidopsis thaliana*       534 µM                /                      11 

        

PEP-Carboxylase  Zea mays        340 µM                   /                       12 

Tab.8: Michaelis-Menten Konstanten für verschiedene Enzyme. Quellen: 1: Graziana und Boudet, 1980; 2: 
Suzich et al., 1985); 3: diese Arbeit; 4: Doong et al., 1992; 5: Mousdale und Coggins, 1984; 6: Zhou et al., 2006; 
7: Forlani et al., 1994; 8: Baysdorfer und Bassham, 1984; 9: Plaxton et al., 2002; 10: Knowles et al., 1998; 11: 
Prabhaker, 2010; 12: Ting und Osmond, 1973. Dargestellt sind die gerundeten Werte. * kennzeichnet die 
Enzyme, die nicht aus Pflanzenmaterial gewonnen, sondern heterolog exprimiert wurden. 
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Für das Substrat Erythrose-4-Phosphat gibt es nur zwei Konkurrenzenzyme: die Aldolase und 

die Transketolase. Für diese Enzyme liegen in der Literatur keine Km-Werte für E4P vor. Die 

Aldolase (Sedoheptulose-1,7 Biphosphat Aldolase) ist ein Enzym des Calvin Zyklus und 

katalysiert die Reaktion von E4P und Dihydroxyaceton-3-Phophat zu Sedoheptulose-1,7-

bisphophat. Die Transketolase ist sowohl ein Enzym des Calvin-Zyklus als auch des 

oxidativen Pentosephosphatwegs. In beiden Stoffwechselwegen stellt sie ein Substrat für den 

Shikimatweg bereit: das Erythose-4-Phosphat. Doch neben dieser Reaktion von 

Glyceraldehyd-3-Phosphat und Fruktose-6-Phosphat zu Xylulose-5-Phosphat und E4P, 

katalysiert die Transketolase im oxidativen Pentosephosphatweg u.a. auch die reverse 

Reaktion von Xylulose-5-Phosphat und E4P zu Fruktose-6-Phosphat zu Xylulose-5-Phosphat. 

 

Sowohl in Daucus carota als auch in Arabidopsis thaliana liegt der Km-Wert der 

manganaktivierten DAHP-Synthase für das Substrat E4P etwa doppelt so hoch wie der Km-

Wert für PEP. Dies überrascht nicht, da im Chloroplasten drei oder vier weitere Enzyme mit 

der DAHP-Sythase um das Substrat PEP konkurrieren, während für das E4P in diesem  

Kompartiment nur zwei Konkurrenzenzyme vorliegen. Somit ist eine erhöhte Affinität gegen-  

über PEP von Vorteil für das Enzym. 

Die DAHP-Synthase in Mais zeigt einen ähnlichen Km-Wert für E4P wie das Enzym in 

Arabidopsis (240 µM E4P). Der Km-Wert für PEP liegt in Mais etwas höher als der für E4P. 

Allerdings ist Mais eine Pflanze, die C4-Photosynthese betreibt. Während in C3-Pflanzen das 

Enzym RuBisCO (Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase) die primäre CO2-

Fixierung katalysiert und Ribulose-1,5-bisphosphat dabei als Akzeptormolekül dient, ist in 

C4-Pflanzen die PEP-Carboxylase unter Nutzung des Substrates Phosphoenolpyruvat für die 

CO2-Fixierung zuständig. Da dann die Regeneration des primären CO2-Akzeptors PEP in den 

Chloroplasten der Mesophyllzellen stattfindet, finden sich hier hohe PEP-Transportraten von 

den Mesophyllzellen ins Cytosol wo die CO2-Fixierung stattfindet (Knappe et al., 2003). 

Somit sollte PEP in C4-Pflanzen im Chloroplasten höher konzentriert vorliegen und für die 

dort lokalisierte DAHP-Synthase leichter verfügbar sein als in C3-Pflanzen, und somit eine 

geringere Affinität gegenüber PEP tolerierbar sein. Die Pyruvat-Phosphat-Dikinase (PPDK), 

die die Regeneration von PEP aus Pyruvat katalysiert, wird durch Licht aktiviert (Fukayama 

et al., 2001). Wenn die DAHP-Synthase tatsächlich auch durch Lichteinwirkung aktiviert 

wird (Vgl. Abschnitt 4.2.5), so wären die beiden Enzyme auch zeitgleich besonders aktiv.  
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Die Cobalt-aktivierte DAHP-Synthase aus Spinat zeigt einen vergleichsweise hohen Km-Wert 

für das Substrat E4P (1950 µM E4P). Für dieses Enzym konnte bereits gezeigt werden, dass 

es eine breite Substratspezifität aufweist und ebenfalls Diosen, Triosen und weitere Tetrosen 

als Substrat verwenden kann (Vgl. Abschnitt 4.2.6). Daher ist es fraglich ob es tatsächlich von 

physiologischer Bedeutung für die Synthese von DAHP ist oder die Bereitstellung anderer 

Substanzen katalysiert (Doong et al., 199b). Diese im Vergleich zu den Mangan-aktivierten 

DAHP-Synthasen geringe Affinität gegenüber E4P unterstützt diese Vermutung.  

Der Vergleich der Km-Werte für die Mangan-aktivierten DAHP-Synthasen in 

unterschiedlichen Pflanzenspezies (Tab.8) zeigt, dass diese von Art zu Art stark variieren 

können. Daher kann man für einen direkten Vergleich der Km(PEP)-Werte der EPSP-

Synthasen und DAHP-Synthasen nur das Enzym aus Mais heranziehen, da nur in diesem Fall 

für beide Enzyme entsprechende Daten vorliegen.  So liegt der Km-Wert für das Substrat PEP 

für die EPSP-Synthase etwa zehnmal niedriger als für die DAHP-Synthase. Dies ist durchaus 

sinnvoll, da die EPSP-Synthase im Shikimatweg der DAHP-Synthase nachgeschaltet ist und 

auf einen noch geringeren PEP-Pool zugreifen kann. 

Die Pyruvatkinase, die ein sehr zentrales Enzym des katabolen Stoffwechsels darstellt, zeigt 

im Vergleich zur DAHP-Synthase tendenziell eine höhere Affinität gegenüber dem Substrat 

Phosphoenolpyruvat, wenngleich hier nur die Enzyme unterschiedlicher Spezies verglichen 

werden können (Tab.8). 

 

Schaut man sich die Konzentrationen der beiden Substrate der DAHP-Synthase im 

Chloroplasten an, so scheinen die Enzyme keine optimalen Substratkonzentrationen für ihre 

Aktivität vorzufinden. Allerdings liegen für Erythrose-4-Phosphat nur Schätzungen vor und 

keine konkreten Messdaten. Im Stroma von Arabidopsis schätzt man die Konzentration von 

E4P auf nur 2,3 µM bzw. 2,8 µM und in Spinatchloroplasten auf 17 µM E4P. In Blättern von 

Sonnenblumen schätzt man die Konzentration immerhin auf 50 µM E4P (Backhausen et al., 

1997; Vosloh, 2011; Woodrow und Mott, 1993). Für Phosphoenolpyruvat wurden in 

Arabidopsis Konzentrationen von 52 µM PEP im Chloroplasten und 2215 µM PEP im 

Cytosol bestimmt (Vosloh, 2011). In Tabak wurden 75 nmol PEP/g Frischgewicht gemessen 

(Scheible et al., 1997; Vosloh, 2011). Diese Substratkonzentrationen in der Pflanze liegen 

sehr viel niedriger als die in dieser Arbeit ermittelten optimalen Konzentrationen von 

Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-Phosphat für die heterolog exprimierten Enzyme. Dies 

lässt vermuten, dass in der Pflanze die Einflüsse anderer Faktoren, wie beispielsweise die 
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Konzentration von reduzierenden Agenzien und Metallionen oder die Temperatur sehr 

wesentlich für die Aktivität der Enzyme sind und einen hohen Stellenwert besitzen.  

 

Die sehr viel höhere Aktivität der DAHP-Synthase 3 bei pH 6,0 führte zu der Vermutung,  

dass sich unter diesen pH-Wert-Bedingungen auch Unterschiede in den Km-Werten zwischen 

den drei Isoenzymen zeigen würden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Km-Werte für das 

Substrat E4P bei diesem pH-Wert ermittelt. Überraschenderweise zeigte dabei nicht die 

DAHP-Synthase 3 ein abweichendes Verhalten, sondern die DAHP-Synthase 2. Sie zeigte in 

dem sauren pH-Milieu eine deutlich geringere Affinität zu dem Substrat Erythrose-4-

Phosphat als bei pH 7,0. Der Km-Wert (E4P) lag mit 0,79 mM E4P bei pH 6,0 etwa 63% 

höher als bei pH 7,0 (0,29 mM E4P). Die katalytische Effizienz der DAHP-Synthase 2 lag bei 

pH 6,0 nur noch bei 11,05 M-1 s-1, also etwa dreimal niedriger als bei pH 7,0. Im Gegensatz 

dazu lagen die Km-Werte (E4P) der anderen beiden Enzyme bei pH 6,0 in demselben Bereich 

wie bei pH 7,0 (Tab.3). Die Werte der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten lagen bei allen 

drei Enzymen bei pH 6,0 etwas niedriger als im neutralen pH-Milieu. Auch hier zeigte die 

DAHP-Synthase 3 mit 13,08 U/mg die höchste maximale Reaktionsgeschwindigkeit 

(Ergebnisse nicht dargestellt). Die DAHP-Synthase 2 arbeitet also in einem pH-Wert von 7,0 

sehr viel effektiver als bei einem pH-Wert von 6,0. Dieses Verhalten ist erstaunlich, da für die 

DAHP-Synthase 2 die Lokalistation im Thylakoidlumen festgestellt wurde, wo während der 

Belichtung durchaus pH-Werte zwischen 5,0 und 6,0 herrschen können (Ferro et al., 2010). 

Die anderen beiden Enzyme hingegen zeigen unter beiden pH-Wert-Bedingungen dieselbe 

Affinität zum Substrat E4P. Allerdings müssen zukünftige Enzymtests dieses Ergebnis 

nochmals bestätigen und auch das Verhalten der Km-Werte (PEP) bei pH 6,0 untersuchen.  

 

Für die DAHP-Synthase 1 liegt ein Km-Wert (PEP) für das Enzym ohne Tag vor, das im 

PAL-7-Vektor exprimiert wurde. Vergleicht man den für die geschnittene DAHP-Synthase 

ermittelten Km (PEP)-Wert mit dem Mittelwert aus drei Messungen des Enzyms mit Strep-

Tag (0,11 ± 0,04 mM),  so liegt er mit 0,07 mM etwas niedriger. Schaut man sich jedoch die 

einzelnen Km (PEP)-Werte des Enzyms mit Tag aus der Dreifachbestimmung an, so wurde in 

einer Messung auch hier ein Wert von 0,07 mM bestimmt (Abb.22). Die maximale Reaktions-

geschwindigkeit (Vmax) lag in der Messung mit dem geschnittenen Enzym bei 9,32 U/mg 

Protein für die DAHP-Synthase 1. Der Mittelwert aus drei Messungen an dem Enzym mit 

Strep-Tag ergab ein Vmax von 10,56 U/mg Protein ± 2,28. Somit scheint die N-terminale 
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Verlängerung der DAHP-Synthase 1 durch den Strep-Tag keinen großen Einfluss auf den Km-

Wert (PEP) auszuüben. Dies deutet daraufhin, dass der Tag möglicherweise auch generell das 

Verhalten des Enzyms nicht verändert.  

 

 

4.2.5   Einfluss von reduzierenden Agenzien 

 

Redoxreaktionen sind ein wesentlicher Bestandteil des pflanzlichen Stoffwechsels. Über 

Redoxzustände werden Enzymreaktionen gesteuert und so verschiedene Stoffwechselwege 

und die Expression verschiedener Gene beeinflusst. Eine wesentliche Komponente in der 

Redoxregulierung in Chloroplasten stellen die Thioredoxine dar. Thioredoxine sind ubiquitäre 

etwa 12 kDa große Proteine, die in reduzierter Form als Oxireduktasen wirken. Höhere 

Pflanzen besitzen eine Vielzahl von Isoformen des Thioredoxins, die in verschiedenen 

subzellulären Kompartimenten angesiedelt sind. In Arabidopsis sind mindestens 20 Isoformen 

bekannt. (Collin et al., 2003; Gelhaye et al., 2005). Die Regulierung von Enzymen in 

Chloroplasten durch Thioredoxin galt lange als Ferredoxin- und damit als lichtabhängig, bis 

man eine NADPH-abhängige Thioredoxin-Reduktase im Chloroplasten fand. Die NADPH-

abhängigen Thioredoxin-Reduktasen galten bis dahin als ausschließlich im Cytoplasma oder 

in den Mitochondrien lokalisiert. Somit ist auch eine lichtunabhängige Redoxregulierung über 

Thioredoxin im Chloroplasten denkbar (Cejudo et al., 2012; Lepistö et al., 2009).  

Bei der lichtgekoppelten Reduktion von Thioredoxin führt der photosynthetische 

Elektronentransport in Photosystem I zu einer Reduktion von Ferredoxin. Dies wiederum 

reduziert die Ferredoxin/Thioredoxin-Reduktase (FTR), welche Thioredoxin reduzieren kann. 

NADPH hingegen kann sowohl im Licht über den photosynthetischen Elektronentransfer 

bereitgestellt werden als auch bei Dunkelheit über die NADP-Dehydrogenase-Aktivität. Die 

NADPH-abhängige Thioredoxin-Reduktase, die im Chloroplasten lokalisiert ist (NTRC), 

verfügt über zwei Domänen: über eine NADPH-Thioredoxin-Reduktase-Domäne am N-

Terminus und eine Thioredoxin-Domäne am C-Terminus (Cejudo et al., 2012). 

Reduziertes Thioredoxin vermag Enzyme des Calvin-Zyklus zu aktivieren, wie die Fruktose-

1,6-bisphosphatase, Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase oder  Transketolase. Es inaktiviert 

wiederum beispielsweise ein Enzym des oxidativen Pentosephosphatweges, die Glukose-6-

Phosphat-Dehydrogenase (Marchand et al., 2004; Scheibe, 1991).  
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Für die DAHP-Synthase 1 aus Arabidopsis konnte bereits gezeigt werden, dass sie sowohl 

durch DTT als auch durch reduziertes Thioredoxin aus Cyanobakterien und aus Spinat 

aktiviert wird. Entzog man dem Enzym alle reduzierenden Agenzien, so zeigte es keine 

Aktivität mehr (Entus et al., 2002).  Reduzierende Agenzien verändern nicht nur die Aktivität 

von Enzymen, sondern sie können darüber hinaus auch den Import von Enzymen in den 

Chloroplasten positiv regulieren. So wird beispielsweise der Toc-Komplex, einer der am 

Import der Proteine in den Chloroplasten beteiligten Translokons, durch reduzierende 

Agenzien beeinflusst (Stengel et al., 2009). 

 

In dieser Arbeit wurde erstmals die Wirkung von reduzierenden Agenzien auf alle drei 

DAHP-Synthasen aus Arabidopsis untersucht. Alle DAHP-Synthasen ließen sich durch DTT 

um 40-60% in ihrer Aktivität steigern.  Reduziertes Thioredoxin aus Cyanobakterien konnte 

diese Aktivität nochmals um weitere 30% steigern. Durch Aktivitätstest mit 

Rinderserumalbumin konnte ein bloßer Stabilisierungseffekt durch das Thioredoxin als 

Protein für die Aktivitätssteigerung ausgeschlossen werden (Vgl. Abschnitt 3.3.4). Im 

Chloroplasten liegt Thioredoxin in reduzierter Form unter Belichtungsbedingungen bei 

laufender Lichtreaktion der Photosynthese vor. So kann die Redoxregulation der Enzyme ein 

Hinweis auf eine Verbindung zwischen Lichteinwirkung und Aktivität der DAHP-Synthasen 

sein. Für eine Mangan-aktivierte DAHP-Synthase aus der Erdbeere wurde bereits eine 

vermehrte Aktivität des Enzyms mit steigender Lichtintensität gezeigt (Mori et al., 2000) und 

alle drei DAHP-Synthasen werden bei Belichtung stärker exprimiert als in Dunkelheit (Vgl. 

Abb.47). Ob lichtunabhängig durch die Aktivität der NTRC reduziertes Thioredoxin etwa bei 

der Regulation der DAHP-Synthasen in den Wurzeln ebenfalls eine wichtige Rolle spielt, 

muss in zukünftigen Analysen genauer untersucht werden. 

 

 

4.2.6   Substratspezifität 

 

Cobalt-aktivierte DAHP-Synthasen aus Spinat und Kartoffel zeigen eine breite 

Substratspezifität (Vgl. Abschnitt 1.2.1). Diese Enzyme vermögen in Kombination mit PEP 

nicht nur mit dem Substrat E4P sondern auch mit diversen anderen Zuckern zu arbeiten. Die 

Enzyme zeigen zwar die höchste Affinität für das Substrat E4P, jedoch erreichen sie vor allem 

mit diversen Diosen und Triosen höhere spezifische Aktivitäten und mit einigen Tetrosen 
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ähnliche spezifische Aktivitäten wie mit dem Substrat E4P (Doong et al., 1992b).  Die 

höchste Aktivität erreichen sie mit dem Substrat Glykolaldehyd (2,45 mal höher als mit E4P).  

Ersetzt man im Fall der drei heterolog exprimierten DAHP-Synthasen aus Arabidopsis das 

E4P durch einige dieser Substrate (Glykolaldehyd, DL-Glyceraldehyd-3-Phosphat oder D(-) 

Erythrose), so zeigen die Enzyme keinerlei Aktivität. Sie scheinen spezifisch E4P als Substrat 

zu verwenden. 

 

4.2.7   Temperaturabhängigkeit  

 

Der optimale Temperaturbereich der Enzyme wurde bei pH 7,0 ermittelt, da hier alle Enzyme 

optimale pH-Wert-Bedingungen vorfinden. Für die DAHP-Synthase 2 liegen zwei, und für die 

anderen beiden Enzyme jeweils eine Bestimmung des Temperaturoptimums vor. Die DAHP-

Synthase 2 zeigte bei Temperaturen zwischen 40°C und 45°C die höchste Aktivität. Die DAHP-

Synthasen 1 und 3 hatten ihr Optimum bei 40°C. Diese relativ hohen Temperaturoptima decken 

sich mit dem optimalen Temperaturbereichen anderer DAHP-Synthasen aus Spinat und Tabak 

zwischen 45°C und 50°C (Doong et al., 1993). Auch ein anderes Enzym des Prechorismatweges, 

die EPSP-Synthase, weist ein recht hohes Optimum zwischen 50°C und 55 °C auf (Forlani et al., 

1994; Smart et al., 1985). 

 

 

4.2.8   Einfluss der aromatischen Aminosäuren 

 

In Bakterien werden die DAHP-Synthasen durch eine starke negative Rückkopplung durch 

die aromatischen Aminosäuren reguliert. Sie besitzen drei verschiedene DAHP-Synthasen: 

eine Tyrosin-, eine Phenylalanin- und eine Tryptophan-sensitive Isoform (Ogino et al., 1982). 

Doch die drei hier heterolog exprimierten DAHP-Synthasen zeigten kein vergleichbares 

Regulationsmuster. In anderen Untersuchungen konnte in der Kartoffel und in der Karotte 

sogar eine leichte Aktivierung der DAHP-Synthase durch Tryptophan (Trp) beobachtet 

werden. So stieg die Aktivität der DAHP-Synthase in der Kartoffel bei einer Tryptophan-

Konzentration von 300 µM um 52% und in der Karotte um 25% bei einer Konzentration von 

20 µM (Suzich et al, 1985; Pinto et al., 1986). Eine Aktivitätssteigerung durch Tryptophan 

konnte in dieser Arbeit nur für die DAHP-Synthase 1 gezeigt werden. Hier wurde die 

Aktivität mit einer Konzentration von 200 µM Tryptophan im Vergleich zur Kontrolle ohne 
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Zusatz von Aminosäuren signifikant um 52% gesteigert. Diese Aktivierung ist also sehr 

ähnlich zu der in der Kartoffel. Eine Verbindung von Tryptophansynthese und der DAHP-

Synthase 1 zeigt sich auch in einer Co-Expressionsanalyse (Vgl. Abschnitt 4.1). Demnach 

wird das Gen für die DAHP-Synthase 1 mit einigen Genen der Tryptophan-Biosynthese co-

exprimiert. 

Erhöhte Tryptophankonzentrationen wirken stimulierend auf die Aktivität einiger 

Chorismatmutasen und somit auf die Synthese der Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin. 

Hingegen wirken sie negativ regulierend auf die Aktivität einiger Anthranilat-Synthasen und 

somit auf die Biosynthese von Tryptophan selbst (Eberhard et al., 1996b; Poulsen et al., 

1993). Verfügt die Pflanze also über ausreichend Tryptophan, so wird der Baustein Chorismat 

in die Richtung der Synthese von Phenylalanin und Tyrosin, und somit in Richtung 

Phenylpropanoidstoffwechsel und Alkaloid-Synthese geleitet.  

Die Zugabe der Aminosäure Tyrosin hatte keinerlei Einfluss auf die Aktivität der Enzyme. 

Allerdings wurde eine signifikante Aktivitätssteigerung der DAHP-Synthasen 1 und 2 unter 

Zugabe von Phenylalanin zum Reaktionspuffer beobachtet. Bei einer Phe-Konzentration von 

500 µM stieg die Aktivität der DAHP-Synthase 1 um 86% und die Aktivität der DAHP-

Synthase 2 um 39%  (Abb.20).  

Somit wird die Isoform 1 am stärksten durch die aromatischen Aminosäuren beeinflusst, 

während die DAHP-Synthase 3 keinerlei Aktivitätsänderung durch die Zugabe von 

aromatischen Aminosäuren zeigte. Die DAHP-Synthase 1 wird also deutlich stärker durch 

den metabolischen Status in der Pflanzenzelle beeinflusst als die DAHP-Synthase 3, was im 

Einklang mit der deutlich geringeren pH-Empfindlichkeit der DAHP-Synthase 3 zu stehen 

scheint. 

 

 

4.2.9   Zusammenfassung  der Charakterisierungsdaten 

 

Die drei DAHP-Synthasen zeigen viele Ähnlichkeiten. So werden sie alle durch DTT, 

reduziertes Thioredoxin und Mangan- und Magnesiumionen aktiviert. Das Temperatur-

optimum aller drei Enzyme liegt zwischen 40°C und 45 °C. Doch es zeigen sich auch 

Unterschiede. Dabei fällt auf, dass v.a. die DAHP-Synthase 3 sich in einigen Eigenschaften 

von den anderen zwei Enzymen unterscheidet.  
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Die Daten zum pH-Optimum zeigen, dass Die DAHP-Synthase 3 aufgrund des breiten pH-

Optimums unabhängiger von dem pH-Wert der Umgebung und somit auch unabhängiger von 

der Lichtreaktion und dem Belichtungsstatus der Pflanze ist. Hinsichtlich einer möglichen 

subzellulären Lokalisation der drei DAHP-Synthasen im Chloroplasten lassen die Daten zum 

pH-Optimum nur für die DAHP-Synthase 3 eine Vermutung zu. Ihre recht hohe Aktivität 

auch unter sauren pH-Wert-Bedingungen spricht für eine Lokalisation im Thylakoidlumen. 

Für die anderen Isoformen ergaben die Daten keine eindeutigen Hinweise. Die Datenlage zur 

tatsächlichen subzellulären Lokalisation ist sehr gering. Nur für die DAHP-Synthase 2 aus 

Arabidopsis ist die Lokalisation im Thylakoidlumen zuverlässig nachgewiesen (Ferro et al., 

2010). Dies unterstreicht die ermittelte Aktivität der DAHP-Synthase 2 im sauren pH-Milieu 

allerdings nicht: Diese hat ihr Optimum bei einem pH-Wert von 7,0. Die DAHP-Synthase 2, 

die trotz Lokalisation im Thylakoidlumen bei pH-Werten zwischen 5 und 6 suboptimal 

arbeitet, ist möglicherweise eher bei geringer Belichtung wichtig und aktiv. 

Auch die Daten zur Enzymkinetik weisen für die DAHP-Synthase 3 eine Besonderheit auf: 

Das Enzym zeigt eine signifikant höhere maximale Aktivität als die DAHP-Synthasen 1 und 

2. Während sich die DAHP-Synthasen 1 und 2 durch die aromatische Aminosäuren 

Tryptophan und Phenylalanin in ihrer Aktivität beeinflussen lassen, erwies sich die Isoform 3 

als unempfindlich gegenüber allen drei aromatischen Aminosäuren. Zieht man noch in 

Betracht, dass die DAHP-Synthase 3 in Arabidopsis die am höchsten exprimierte Isoform 

darstellt (Vgl. Abschnitt 3.4.2.2), so scheint diesem Isoenzym eine zentrale Rolle 

zuzukommen. 

Bei der DAHP-Synthase 2 fällt auf, dass sie bei einem pH-Wert von 6,0 etwa dreimal weniger 

effektiv arbeitet als bei einem pH-Wert von 7,0 (Vgl. Abschnitt 3.3.3.2). Dies ist sehr 

erstaunlich, da sie laut einer Studie als im Lumen lokalisiert gilt (Ferro et al., 2010) und sie 

somit bei Belichtung schlechtere pH-Bedingungen vorfindet als bei Dunkelheit. Da das 

Enzym durch reduziertes Thioredoxin eine etwa 70% höhere Aktivität zeigt vermag diese 

Aktivierung bei Belichtung den Aktivitätsverlust durch die pH-Wert-Änderung nicht 

auszugleichen. So lässt sich vermuten, dass der DAHP-Synthase 2 bei Belichtung weniger 

Bedeutung zukommt.  
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4.3   Knockout-Mutanten 

 

4.3.1   Mutanten und Wildtyp unter Standardbedingungen 

 

Unter Standardbedingungen im Gewächshaus (Vgl. Abschnitt 2.2.5.1) zeigten beinahe alle 

Knockout-Mutanten und die Wildtyp-Pflanzen dieselben äußerlichen und biochemischen 

Merkmale. Nur die Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 2 zeigte einen abweichenden 

biochemischen Phänotyp. Diese Pflanzen wiesen im Spross einen um 30% deutlich erhöhten 

Phenylalanin-Gehalt auf als die anderen Pflanzen (Vgl. Abschnitt 3.4.3.1.3). Außerdem 

zeigten sie im Mittel einen leichten aber signifikant erhöhten Tryptophan-Gehalt im Vergleich 

zu den anderen drei Knockout-Mutanten (17-26%) und einen nicht signifikant erhöhten 

Gehalt um 11% im Vergleich zum Wildtyp. 

Da alle drei Isoenzyme dieselbe Reaktion katalysieren zeigt die Tatsache, dass das Fehlen der 

Isoform 2 einen Effekt hat, dass es Unterschiede in der Regulierung oder Expression der drei 

Isoenzyme geben muss. Entweder ist die DAHP-Synthase 2 zu anderen Tageszeiten oder 

unter bestimmten Bedingungen besonders aktiv wenn die anderen zwei Isoformen gerade 

keine große Aktivität zeigen, oder die Expression der Gene unterscheidet sich zeitlich oder 

räumlich von den anderen zwei Isoformen.  

 

Der Anstieg von Phenylalanin und Tryptophan kann bedingt sein durch eine gesteigerte 

Synthese dieser aromatischen Aminosäuren, aber auch durch ein Herunterfahren von 

Stoffwechselwegen, die diese verbrauchen. Um dies zu differenzieren sollten in 

Folgeversuchen die Aktivität von Enzymen und die Expression von Genen der Phenylalanin-

bzw. Tryptophan-Biosynthese (z.B. Prephenatdehydratase bzw. Tryptophan-Synthase) und 

des Phenylpropanoidweges bzw. der Auxin-Biosynthese (z.B. PAL bzw. Tryptophan- 

Aminotransferase) in der Knockout-Mutante der DAHP-Synthase 2 imVergleich zum Wildtyp 

oder den anderen Knockout-Mutanten getestet werden. Allerdings ergab die in dieser Arbeit 

bereits durchgeführte Analyse der Expression der PAL in den Knockout-Mutanten und in den 

Wildtyp-Pflanzen unter Standardbedingungen keinen Unterschied (Daten nicht dargestellt).  

Die Charakterisierungsdaten der heterolog exprimierten DAHP-Synthase 2 zeigen bereits 

einen Zusammenhang zwischen der Aktivität des Enzyms und der aromatischen Aminosäure 

Phenylalanin. So wird die DAHP-Synthase 2 durch Phenylalanin aktiviert (Vgl. Abschnitt 

4.2.8). Erstaunlich ist, dass der erhöhte Phenylalanin- bzw. Tryptophangehalt in der 
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Doppelmutante für die DAHP-Synthasen 2 und 3 nicht mehr zu beobachten ist. Dies deutet 

darauf hin, dass diese zwei Isoformen in einer Beziehung zueinander stehen und sich auf eine 

bisher nicht identifizierte Art und Weise beeinflussen. Allerdings scheint dies nicht auf 

Expressionsebene zu geschehen, denn der Ausfall der DAHP-Synthase 2 führt nicht zu einer 

kompensatorisch höheren Expression der DAHP-Synthase 3 oder umgekehrt (Vgl. Abschnitt 

4.3.2). 

 

 

4.3.2   Expressionsmuster der DAHP-Synthasen 

 

Die drei DAHP-Synthasen zeigten im Wildtyp und in den verschiedenen Knockout-Mutanten 

ein ähnliches basales Expressionsmuster. In allen Pflanzen wurde sowohl im Spross als auch 

in der Wurzel die DAHP-Synthase 3 am stärksten, und die DAHP-Synthase 2 am 

schwächsten exprimiert (Abb.29). Dieses Verhältnis konnte auch schon in vorangegangen 

Experimenten mit den Wildtyp-Pflanzen bestätigt werden (Daten nicht dargestellt).  

In 9 Tage alten Keimlingen von Arabidopsis fand man ein anderes Expressionsverhältnis der 

drei Isoenzyme. Hier waren die DAHP-Synthasen 2 und 3 genauso hoch oder höher als die 

DAHP-Synthase 1 exprimiert (Lillo et al., 2008). Dieses andere Verhältnis kann durch die 

unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Pflanzen bedingt sein. So könnte die DAHP-

Synthase 1 im Keimlingstadium größere Bedeutung haben als im späteren Stadium der 

Pflanze.  

Der Vergleich der Expressionswerte in der Wurzel und im Spross ergab für die Wildtyp- und 

die Knockout-Pflanzen dasselbe Bild. Die Expressionwerte der DAHP-Synthasen 1 und 3 

lagen in der Wurzel deutlich höher als im Spross (3-9fach erhöht für Isoform 1 und 7-20fach 

erhöht für Isoform 3).  Die Expression der DAHP-Synthase 2 hingegen war in der Wurzel 

überwiegend niedriger (Tab.4). Somit scheinen die Isoformen 1 und 3 auch in der Wurzel eine 

große Rolle zu spielen, während die Isoform 2 hier vermutlich nicht so wichtig ist. Die 

deutlich stärkere Expression in der Wurzel der Isoformen 1 und 3 kann auf eine andere oder 

zusätzliche Funktion der beiden Enzyme in der Wurzel hindeuten, die sich von der im Spross 

unterscheidet. Ist die DAHP-Synthase in der Wurzel ebenfalls in den Plastiden lokalisiert, so 

findet sich dort auch ein Ferredoxin-Thioredoxin-System zur Redoxregulation. Die Reduktion 

der Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase erfolgt dann über metabolisch generiertes NADPH 

mittels der Ferredoxin-NADP-Reduktase (Balmer et al., 2006). Schon in der Tomate konnte 
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man eine unterschiedliche Expression verschiedener Isoformen der DAHP-Synthase in 

Wurzel und Blättern feststellen. So ist die Isoform 1 in der Wurzel nur sehr niedrig und im 

Blatt recht hoch exprimiert, während die Isoform 2 in der Wurzel stärker exprimiert ist 

(Görlach et al., 1993).  

Auch bei der PAL, die unter ähnlichen Bedingungen hochreguliert wird wie die DAHP-

Synthase und einen großen Anteil der Produkte des Shikimateweges verwendet, stellt man 

eine unterschiedlich starke Expression der verschiedenen Isoformen in verschiedenen 

Geweben der Pflanze fest. Von der PAL existieren in Arabidopsis vier verschiedene 

Isoenzyme. So ist die Expression der Isoformen 1 und 2 sowohl in Wurzel und auch im Blatt 

relativ stark. Die Isoform 1 ist dabei etwas stärker exprimiert als Isoform 2. Das dritte 

Isoenzym ist in der Wurzel nur recht schwach exprimiert, hingegen im Blatt sehr stark. Die 

vierte Isoform ist in beiden Geweben nur sehr schwach exprimiert (Raes et al., 2003; Wanner 

et al., 1995).  

 

In einer Reihe von Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die Transkription der drei 

DAHP-Synthasen durch Umweltfaktoren sehr unterschiedlich beeinflusst wird. So wird die 

Expression von Isoformen 1 und 3 durch das Einwirken von verschiedenen Einflussfaktoren 

wie Pathogenbefall, UV-Licht, Ozon oder Verwundung induziert (Betz et al., 2009; Ditt et al., 

2006; Görlach et al., 1995; Janzik et al., 2005; Keith et al., 1991). Die zwei Phytohormone 

Methyljasmonat und Abcisinsäure beeinflussen die Expression der DAHP-Synthase 1 

(Devoto et al., 2005; Jung et al., 2007; Leonhardt et al., 2004; Sasaki-Sekimoto et al., 2005) 

und durch die exogene Verabreichung von Saccharose werden die DAHP-Synthase 1 und 3 

induziert (Solfanelli et al., 2006). Die Expression der DAHP-Synthase 2 hingegen bleibt unter 

diesen Bedingungen fast unverändert. Nur in einem Experiment mit Hochlicht wird die 

DAHP-Synthase 2 leicht induziert während die anderen zwei Isoformen eher reprimiert 

werden (Vanderauwera et al., 2005). Diese weitestgehend fehlende Regulation und die 

niedrige in Wurzel und Spross konstante Expression der DAHP-Synthase 2 unterstreichen die 

Vermutung, dass diese Isoform konstitutiv exprimiert ist.  
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4.3.3   Mutanten und Wildtyp unter Stressbedingungen 

 

4.3.3.1   Dauerlicht 

 

Bei einem Wechsel von Tag/Nacht-Rhythmik zu Dauerbelichtung, wiesen die Wildtyp-

Pflanzen nach 7 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant erhöhtes 

Frischgewicht auf, während sich bei den Knockout-Mutanten Frischgewichte unter den beiden 

Anzuchtbedingungen kaum und nicht signifikant unterschieden (Abb.33). Arabidopsis gehört 

zu den fakultativen Langtagpflanzen. Das Blühen von Arabidopsis-Pflanzen wird durch eine 

Photoperiode, die länger als 12 Stunden dauert, forciert und unter Kurztagbedingungen wird 

die vegetative Phase der Pflanzen verlängert (Lepistö und Rintamäki, 2012). In Arabidopsis-

Pflanzen, die 24 Stunden belichtet wurden, waren die Blattfläche, der Chlorophyllgehalt und 

die Biomasse gegenüber Pflanzen in 20 Stunden Belichtung eindeutig erhöht (Dodd et al., 

2005). Auch bei der Tomate stellte man eine Zunahme von Frischgewicht, Trockengewicht 

und der Blattfläche unter Dauerbelichtung fest (Ohyama et al., 2005). Für die Zunahme von 

Frischgewicht muss Energie bereitgestellt werden, die über die Photosynthese oder den 

Stärkeabbau geliefert werden kann, und es sind verschiedene Bausteine wie Proteine und 

Kohlenhydrate notwendig. An der Regulation dieser Wachstums- und Entwicklungsprozesse 

sind verschiedene Hormone wie z.B. Auxin, Gibbereline und Cytokinin beteiligt. In den 

Knockout-Mutanten ist also vermutlich die Bereitstellung von einem oder mehreren dieser 

Bausteine oder Faktoren unter Dauerlicht nicht in demselben Maße möglich wie in den 

Wildtyp-Pflanzen.  

 

Betrachtet man den Gehalt an Aminosäuren in den Pflanzen, der einen Eindruck von der 

Verfügbarkeit der Proteinbausteine gewährt, so gibt es Unterschiede zwischen den Pflanzen 

unter Dauerlicht und unter Kontrollbedingungen, aber kaum zwischen Wildtyp- und Knock-

out-Pflanzen. Die Konzentrationen der aromatischen Aminosäuren waren in allen Pflanzen 

unter Dauerlicht gegenüber den Pflanzen unter Kontrollbedingungen erhöht (Abb.35). Dies 

deutet darauf hin, dass für die verstärkten Wachstumsprozesse im Licht auch mehr 

aromatische Aminosäuren benötigt werden. So leiten sich aus diesen wichtige Elemente für 

das Wachstum ab,  wie der Zellwandbestandteil Lignin (Li et al. 2010) oder das Phytohormon 

Auxin. Die Konzentrationen von Asparagin (Asn), Serin (Ser) und Glutamin (Gln) waren in 

den Pflanzen unter Dauerlicht im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht (Abb.36). Die 



                                                                                                                                                  Diskussion 

 

112 

 

Aminosäure Glutamin entsteht bei der Nitrat- und Ammoniumassimilation der Pflanze. Bei 

der Nitratassimilation wird anorganisches Nitrat über Nitrit zu Ammonium und schließlich zu 

Glutamin oder Glutaminsäure (Glu) umgewandelt. Beide Aminosäuren sind eine wichtige 

Stickstoffquelle für viele zelluläre Prozesse, wie z.B. auch für die Biosynthese von Asparagin. 

Glu und Asp gelten als Stickstoffspeicher in der Pflanze und erfüllen eine wichtige Funktion 

im Stickstoff-Transportsystem (Lam et al., 1996). Die Ammoniumkonzentrationen im Spross 

unterschieden sich in den Kontrollpflanzen und den Pflanzen unter Dauerlicht weder 

zwischen Wildtyp und Mutanten, noch zwischen den verschiedenen Behandlungen (Tab.6). 

Ammonium entsteht nicht nur in der primären Stickstoffassimilation oder wird aus der 

Umgebung aufgenommen, sondern sehr viel mehr Ammonium entsteht bei der 

Photorespiration. Aber auch in anderen Prozessen wie dem Phenylpropanoidweg oder im 

Proteinkatabolismus entsteht Ammonium. Da hohe Ammoniumkonzentrationen toxisch für 

die Pflanze sind muss das Ammonium reassimiliert werden in Glutamin oder Glutamat. Daher 

sind die Ammoniumkonzentration im Blattgewebe normalerweise relativ niedrig (Husted et 

al., 2000). Dies spiegelt sich auch in den in dieser Arbeit ermittelten gleichbleibenden 

Ammoniumkonzentrationen und den erhöhten Glutamin-Konzentrationen wider.  

So können die erhöhten Konzentrationen von Asparagin und Glutamin im Dauerlicht auf eine 

erhöhte Stickstoffaufnahme der Pflanzen durch eine vermehrte Aktivität der an der Nitrat- 

und Ammoniumassimilation beteiligten Enyzme hindeuten. Eine andere Quelle für erhöhte 

Ammoniummengen ist die Photorespiration. Es ist davon auszugehen, dass die Menge an 

fixierten Sauerstoff durch die RuBisCO unter Dauerlicht insgesamt deutlich höher liegt, als 

bei den Kontrollpflanzen. Im Verlauf der Umwandlung von 2 Molekülen Glykolat zu einem 

Glycerat wird kontinuierlich Ammonium freigesetzt, welches wiederum assmiliert werden 

muss (Maurino und Peterhansel, 2010). Neben Ammonium entsteht auch Serin während der 

Photorespiration, dessen Konzentration ebenfalls erhöht ist in den Pflanzen unter 

Dauerbelichtung. Da dies sowohl in den Mutanten als auch den Wildtyp-Pflanzen 

gleichermaßen zu beobachten ist, ist ein veränderter Stickstoff- oder Ammoniumgehalt in den 

Mutanten als Ursache für das niedrigere Frischgewicht eher auszuschließen.  

Die Aminosäuren Asparaginsäure (Asp), Glutaminsäure (Glu) und Glycin (Gly) waren unter 

Dauerlichtbedingungen niedriger konzentriert als unter Kontrollbedingungen (Abb.36).  

Die Abnahme der Konzentration von Asparaginsäure und Glycin war für die DAHP-

Synthase-3-Knockout-Pflanzen unter kontinuierlichem Licht nicht so stark ausgeprägt wie für 

die anderen Pflanzen. Glutaminsäure dient nicht nur als Substrat für die Glutaminsynthese, 
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sondern spielt u.a. auch eine wichtige Rolle bei der Biosynthese von Chlorophyll (Forde und 

Lea, 2007). So kann ein geringerer Gehalt an Glutaminsäure in den Pflanzen unter 

Dauerbelichtung auf eine erhöhte Glutaminsynthese zur Speicherung und zum Transport von 

Stickstoff und eine erhöhte Biosynthese von Chlorophyll hindeuten. Glycin und 

Asparaginsäure dienen als Bausteine bei der de novo Synthese der Purinnukleotide (Gly und 

Asp) und der Pyrimidinnukleotide (Asp) (Zrenner et al., 2006). Bei einem erhöhtem 

Wachstum und einer hohen Stoffwechselrate in kontinuierlichem Licht müssen für die damit 

verbundene DNA-Replikation und Translation ausreichend DNA- und RNA-Moleküle 

hergestellt werden. Das kann einen erhöhten Glycin- und Asparaginsäureverbrauch erklären. 

Der Grund für die geringere Abnahme von Asp und Gly in den Knockout-Mutanten für die 

DAHP-Synthase 3 lässt sich ohne Ermittlung weiterer Parameter und Faktoren an dieser 

Stelle nicht erklären. 

Der Phenolgehalt war in allen Pflanzenlinien unter Dauerlicht um 20% erhöht. Unterschiede 

zwischen Wildtyp und Mutanten gab es keine (Abb.37). Der erhöhte Phenolgehalt deutet 

darauf hin, dass sowohl Shikimat- als auch Phenylpropanoidweg bei Dauerbelichtung 

verstärkt arbeiten. Denn der Shikimatweg liefert Eingangssubstrate für den 

Phenylpropanoidweg, der wiederum die meisten der phenolischen Substanzen bereitstellt. 

Dennoch spiegelt sich das Fehlen einzelner oder mehrere Isoformen der DAHP-Synthase 

nicht im Gesamatphenolgehalt wider. Allerdings können diese Konzentrationsbestimmungen 

keinen Aufschluss darüber liefern ob und wie stark die Umsatzraten im Shikimatweg 

beeinflusst sind. Hier könnten geeignete Flux-Analysen weitere Hinweise liefern. 

 

Vergleicht man die Expression der DAHP-Synthasen und der PAL1 in allen Pflanzen unter 

Dauerlicht mit den entsprechenden Kontrollpflanzen, so findet man keinen Unterschied 

zwischen Wildtyp und den Mutanten. Man stellt zwar einen leichten Rückgang der 

Expression der DAHP-Synthase 1 und eine leichte Induktion der DAHP-Synthase 3 unter 

Dauerlicht fest, doch die verschobene diurnale Rhythmik der Expression der drei DAHP-

Synthasen und der PAL unter Kurztagbedingungen und unter Dauerlicht macht es unmöglich 

die Expression in den zwei verschiedenen Anzuchtbedingungen tatsächlich vergleichend zu 

beurteilen (Abb.47 und 48).  

Mit Hilfe eines web-basierten Programms (http://diurnal.mocklerlab.org), das den Zugriff auf 

diurnale Expressionsdaten aus verschiedenen Array-Experimenten an einigen Modellpflanzen 

ermöglicht, konnte die Expression der DAHP-Synthasen und der PAL im Tagesgang unter 
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Kurztag-Bedingungen und unter Dauerlicht in Arabidopsis nachvollzogen werden (Mockler et 

al., 2007). Diese Daten zeigen diurnale Schwankungen in der Genexpression für alle drei 

DAHP-Synthasen und die PAL1. Bei Belichtung wird die Expression der Gene hochgefahren 

und fällt mit Einbruch der Dunkelheit langsam wieder ab. Bei den drei DAHP-Synthasen  

steigt die Expression der DAHP-Synthase 3 schneller an und erreicht ihr Maximum bereits 

nach 4 Stunden Belichtung, während die der anderen beiden Isoformen erst nach 8 Stunden 

Belichtung das Maximum erreichen (Abb.47). Auffallend ist die starke Synchronität der 

Expression der DAHP-Synthase 3 mit der Expression der PAL1 sowohl unter 

Kurztagbedingungen als auch unter Dauerbelichtung (Abb.47 und 48). Dies passt zu den 

Ergebnissen einer Co-Expressionsanalyse, die zeigt, dass die DAHP-Synthase 3 mit der PAL1 

und einigen weiteren Genen des Phenylpropanoidweges co-expremiert wird. Auch die 

Synthese der aromatischen Aminosäuren, v.a. von Phenylalanin und Tyrosin, unterliegt einer 

diurnalen Rhythmik. Ebenso findet man bei Shikimat ein solches Muster. Diese Substanzen 

werden bei einem Rhythmus von 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit gegen Ende 

der Lichtperiode (10-12 Stunden) vermehrt gebildet (Gibon et al., 2006).  

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.47: Expression der drei DAHP-Synthasen (A) und der PAL1 (B) aus Arabidopsis thaliana unter Kurztag-
Bedingungen: Daten bezogen von http://diurnal.mocklerlab.org (Mockler et al., 2007).  Die weißen Balken markieren 

die Belichtungszeiten (8 Stunden) und die schwarzen Balken markieren die Dunkelzeiten (16 Stunden). 
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Unter Dauerbelichtung zeigen die drei DAHP-Synthasen weiterhin eine tageszeitliche 

Schwankung in ihrer Expression. Allerdings kommt es zu einer deutlichen 

Phasenverschiebung und Verlängerung der Phasen mit erhöhter Expression. Bei 

kontinuierlichem Licht sind die Expression der DAHP-Synthase 3 und der PAL1 sehr 

synchron, während die Schwankungen in der Expression der DAHP-Synthasen 1  und 2 

wesentlich geringer ausgeprägt sind und einem anderen Rhythmus folgen (Abb.48). Diese 

zwei Isoformen unterscheiden sich also in ihrem zeitlichen Expressionsmuster von der 

Isoform 3 und auch von der Expression der PAL1, sowohl in Kurztag-Bedingungen als auch 

unter Dauerbelichtung. Dies deutet darauf hin, dass die DAHP-Synthasen 1 und 2 andere 

Funktionen erfüllen als die DAHP-Synthase 3, die stark mit dem Phenylpropanoidweg 

verknüpft zu sein scheint.  

In Folgeversuchen sollte also zur vergleichenden Analyse der Genexpression unter Kälte- und 

Kontrollbedingungen die Expression im Tagesgang verfolgt werden um eine bessere 

Vergleichbarkeit der Expressionsdaten zu ermöglichen. Darüber hinaus sollte neben ihrer 

Expression auch die Aktivität der Enzyme ermittelt werden. 

 

Somit lässt sich aus den hier ermittelten Daten und Parametern keine Erklärung für die 

unterschiedliche Entwicklung der Frischgewichte von Wildtyp- und den Knockout-Pflanzen 
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Abb.48: Expression der drei DAHP-Synthasen (A) und der PAL1 (B) aus Arabidopsis thaliana unter 
Dauerbelichtung: Daten bezogen von http://diurnal.mocklerlab.org (Mockler et al., 2007).  Die weißen 

Balken markieren die Belichtungszeiten (24 Stunden).  
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ableiten. Mit dem Stickstoffhaushalt und Shikimat- und Phenylpropanoidweg sind allerdings 

noch viele andere Stoffwechsel- und Synthesewege verknüpft, so dass Ungleichgewichte in 

der Homöostase anderer Metaboliten, verursacht durch das Wegfallen einzelner DAHP-

Synthasen, zu einem verminderten Frischgewicht in den Mutanten geführt haben könnten. 

Interessanterweise ist durch das Wegfallen von gleich zwei Isoformen in der Knockout-

Mutante für die DAHP-Synthasen 2 und 3 keine Steigerung dieses Effektes zu beobachten.  

 

 

4.3.3.2   Kältebehandlung 

 

Bei der Anzucht der Pflanzen in einer Umgebungstemperatur von 10°C zeigte die 

Doppelmutante für die DAHP-Synthasen 2 und 3 eine von den Wildtyp-Pflanzen und den 

anderen Knockout-Mutanten abweichende Entwicklung des Frischgewichtes. Während die 

Wildtyp- und die Einzel-Knockout-Pflanzen für die Isoformen 1, 2 und 3 in der Kälte nur 50-

61% des Frischgewichtes unter Kontrollbedingungen (8 Stunden 22°C/ 16 Stunden 18°C) 

erreichten, wies die Doppelmutante im ersten Versuch ein unverändertes Frischgewicht und 

im zweiten Versuch ein um nur 32% verringertes Frischgewicht im Vergleich zu den 

Kontrollbedingungen auf (Abb.38 und 39). Arabidopsis thaliana gehört zu den kältetoleranten 

Pflanzen und kann auch noch bei Temperaturen von 4°C wachsen und in die generative Phase 

übergehen. Dafür ist eine gute Kälteakklimatisierung notwendig. Diese umfasst u.a. eine 

erhöhte Saccharose-Synthese und eine Anreicherung der Aminosäure Prolin (Kaplan et al., 

2004; Stitt und Hurry, 2002). 

Ein Unterschreiten der optimalen Wachstumstemperaturen hat Einfluss auf viele Prozesse in 

der Pflanze: Die Kinetik von Enyzmen, die Photosynthese, den Transport und die Respiration 

verändern sich durch die niedrigen Temperaturen (Christie et al, 1994). So erstaunt es nicht, 

dass das Frischgewicht der Versuchspflanzen in Kälte im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt 

war. Auch in Tabak war das Frischgewicht bei Anzucht in 15°C im Vergleich zur Anzucht in 

25°C reduziert (Hara et al., 2003).  

Bei der Anzucht in 10°C war in allen Pflanzenlinien der Phenolgehalt im Vergleich zu den 

jeweiligen Kontrollgruppen im Mittel um 30% erhöht.  Unter Kältebehandlung wurde bereits 

im Weißdorn und in Wassermelonen ein Anstieg des Phenolgehalts beobachtet (Kirakosyan et 

al., 2003; Rivero et al., 2001). Kälte bedeutet für die Pflanze auch oxidativen Stress. Durch 

die ungünstigen Temperaturen werden Elektronen- und Energietransportketten gestört, so 



                                                                                                                                                  Diskussion 

 

117 

 

dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) höher konzentriert vorliegen können. Viele 

phenolische Substanzen in der Pflanze besitzen antioxidative Aktivität und wirken so dem 

durch die ROS verursachten Schaden entgegen (Kirakosyan et al., 2003; Prasad et al., 1994). 

Die Phenole werden im Phenylpropanoidweg synthetisiert. So erstaunt es nicht, dass die 

Expression der PAL und weiterer Enzyme dieses Stoffwechselweges in Pflanzen, die in einer 

kalten Umgebungstemperatur aufwachsen, erhöht ist (Christie et al., 1994; Rivero et al., 

2001). Auch für die Expression eines Shikimatweg-Enzyms, der 3-Dehydroquinat-

Dehydratase-Shikimat-Dehydrogenase (DHQ-SDH), konnte die Induktion durch Kälte 

gezeigt werden (Han et al., 2009). 

 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren in allen Pflanzen unter Kälteeinfluss die 

Aminosäuren Asparagin, Serin, Threonin und Glycin erhöht. Dies deckt sich mit den 

Aminosäuredaten aus Studien an Arabidopsis während der Kälteakklimatisation und an 

Weizenpflanzen in Kältestress (Naidu et al., 1991; Kaplan et al., 2007). 

Ein Unterschied zwischen Wildtyp und Knockout-Mutanten zeigte sich in dieser Arbeit in 

dem Gehalt an Asparagin- und Glutaminsäure. Diese Aminosäuren waren bei der Anzucht in 

Kälte im Vergleich zur Kontrollgruppe in den Mutanten erhöht, während sie im Wildtyp 

niedriger waren (Abb.41). Die Anpassung an die Kälte umfasst u.a. eine erhöhte 

Prolinsynthese. So könnte der Wildtyp möglicherweise mehr Prolin synthetisieren als die 

anderen Pflanzen, was die Glutaminsäure-Konzentration beeinträchtigt, da Prolin aus 

Glutaminsäure gebildet wird. Daten zu den Konzentrationen von Prolin in den 

Versuchspflanzen liegen allerdings nicht vor. 

Abweichungen in den Aminosäurekonzentrationen unter Kälteeinwirkung (4°C) in anderen 

Untersuchungen an Arabidopsis und Weizen zu den in dieser Arbeit ermittelten Werten 

ergeben sich teilweise bei den aromatischen Aminosäuren. In den o.g. Untersuchungen 

stiegen die Konzentrationen von Trp und Phe in Kälte stark, und die Tyrosinkonzentrationen 

leicht an.  Interessanterweise stieg die Konzentration von Shikimat im Gegensatz zu der der 

aromatischen Aminosäuren dabei nicht an (Naidu et al., 1991; Kaplan et al., 2007).  

In dieser Arbeit war die Konzentration von Tyrosin in allen Pflanzenlinien außer in der 

Knockout-Mutante für die Isoform 3 unter Kälteeinfluss niedriger im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Bei der Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 3 zeigte sich kein 

Unterschied zwischen Kontroll- und Kältebehandlung. Auch für die Aminosäure Phenylalanin 

ergab der Vergleich der verschiedenen Pflanzenlinien ein heterogenes Bild: Phenylalanin war 
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in der Kältegruppe im Wildtyp und in der Knockout-Mutante für die DAHP-Synthase 1 

erhöht. In den Einzel-Knockout-Linien für die DAHP-Synthasen 2 und 3 hingegen war 

Phenylalanin reduziert. Die Doppelmutante zeigte für die zwei Pflanzenpools kein 

einheitliches Bild zum Phenylalanin-Gehalt (Abb.42). Daten zur Aminosäure Tryptophan 

liegen in dieser Arbeit nicht vor.  

 

Das höhere Frischgewicht der Doppelmutante für die DAHP-Synthasen 2 und 3 deutet darauf 

hin, dass diese Pflanzen sich an die kalte Umgebungstemperatur schneller oder besser 

adaptiert haben als die anderen Pflanzen. Die hier ermittelten Parameter vermögen allerdings 

diesen Unterschied nicht zu erklären. Interessant ist ein Unterschied, der sich unter den kalten 

Anzuchtbedingungen zwischen dem Wildtyp und allen Knockout-Mutanten in der 

Konzentration von Asparagin- und Glutaminsäure zeigt. Hier weist der Wildtyp niedrigere 

Konzentrationen in Kälte im Vergleich zur Kontrollgruppe auf, während die Knockout-

Mutanten erhöhte Konzentrationen aufweisen. Dies kann auf einen bisher noch nicht 

bekannten Zusammenhang zwischen den DAHP-Synthasen und dem Stickstoffhaushalt unter 

Stressbedingungen hinweisen. Denn neben dem Einsatz in der Proteinbiosynthese wird 

Glutaminsäure auch als Stickstoffspeicher und Vorstufe für die Aminosäure Prolin verwendet. 

Daher wäre die Analyse der Prolin- und Stickstoffgehalte in den Wildtyp- und den Knockout-

Pflanzen in Folgeversuchen von Interesse. 
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6 Anhang 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.49 Vektorkarte pET-51b(+) 
Die Vektordarstellung ist entnommen 
von http://www.emdchemicals.com;  
TB437 Novagen® 

Abb.50 Vektorkarte pPAL7 
Die Vektordarstellung ist entnommen von http://www.bio-rad.com;  Bulletin 5646; ©2007 Bio-Rad 
Laboratories, Inc. 

T7 promotor          333-349 

T7 transcription start         332 

Strep Tag II coding sequence        230-253 

His Tag coding sequence         109-139 

T7 terminator          26-73 

lacI coding sequence         740-1819 

pBR322 ori          3016 

bla (Amp
R
)          3777-4634 

f1 origin           4579-5206 

T7 promotor          1-17 

T7 terminator           413-460 

lacI                   4634-5713 

bla (Amp
R
)                  1079-1936 

Origin of replication (ori)         2499 

MCS 

  SapI                   309 

  HindIII           310 

  SpeI                            318 

  NcoI           325 

  BamHI           333 

  EcoRI           345 

  XhoI            351 

  NotI           358  

Profinity eXact tag          92-316 

Cleavage recognition sequence     EEDKLFKAL (precedes SapI site) 

of Profinity eXact tag 
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Links: Spross; recht: Wurzel 
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Abb.51: Expression der drei DAHP-Synthasen in Spross (A) und Wurzel (B). Dargestellt sind die CT-
Werte, die in der realtime-PCR ermittelt wurden. Es wurde jeweils Blattmaterial aus zwei Pflanzenpools à 
5 Pflanzen analysiert und für jede Analyse eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Somit zeigen die 
Ergebnisse die Mittelwerte aus jeweils 6 Bestimmungen und die Fehlerbalken zeigen die 
Standardabweichung für n = 6.  
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Pflanzenlinie Isoform Expression I 
Standard- 

fehler I 
P ≤ 0,05 Expression II 

Standard- 
  fehler II 

P ≤ 0,05 

Wildtyp 1 2,00 1,51 – 2,75 ja 2,10 1,90 – 2,26 ja 

 2 1 - - 1 - - 

 3 11,31 8,70 – 15,78 ja 12,13 9,37 – 16,0 ja 

        

DAHPS1 KO 2 1 - - 1 - - 

 3 14,59 7,63 – 32,74        ja 14,93 12,36 – 18,04 ja 

        

DAHPS 3 KO 1 2,19 1,78 – 2,64 ja 1,38 1,01 – 2,03 - 

 2 1 - - 1 - - 

Pflanzenlinie Isoform Expression I 
Standard- 

fehler I 
P ≤ 

 0,05 
Expression II 

    Standard- 
      fehler II 

P ≤  
0,05 

Wildtyp 1 11,31 6,52 – 22,71 ja 14,59 9,77 – 18,38 - 

 2 1 - - 1 - - 

 3 137,19 79,08 – 275,39 ja 153,99  100,71 – 235,61 - 

        

DAHPS1 KO 2 1 - - 1 - - 

 3 250,15 137,68- 452,72     ja 250,15 184,55 – 394,64 ja 

        

DAHPS 3 KO 1 16,76 13,00 – 23,01 ja 16,76 11,22 – 22,63 ja 

 2 1 - - 1 - - 

Tab.9: Die Expression der DAHP-Synthasen im Spross. Die Ergebnisse der Analyse von zwei 
Pflanzenpools werden jeweils als Expression I und Expression II bezeichnet. Für jeden Pool wurden fünf 
Pflanzen geerntet Die Expressionswerte wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt. Die CT-Werte der 
DAHP-Synthase 2 dienten dabei als Kontrollgruppe, so dass die Expression der Isoformen in Relation zur 
Expression der DAHP-Synthase 2 im Spross dargestellt ist. Die Standardfehler und die Signifikanz der 
Ergebnisse wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt. Ein signifikanter Unterschied zur Expression 
im Spross besteht wenn p ≤ 0,05. 
 

Tab.10: Die Expression der DAHP-Synthasen in der Wurzel. Die Ergebnisse der Analyse von zwei 
Pflanzenpools werden jeweils als Expression I und Expression II bezeichnet. Für jeden Pool wurden fünf 
Pflanzen geerntet Die Expressionswerte wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt. Die CT-Werte der 
DAHP-Synthase 2 dienten dabei als Kontrollgruppe, so dass die Expression der Isoformen in Relation zur 
Expression der DAHP-Synthase 2 in der Wurzel dargestellt ist. Die Standardfehler und die Signifikanz der 
Ergebnisse wurden mit dem Programm REST 2009© ermittelt. Ein signifikanter Unterschied zur Expression im 
Spross besteht wenn p ≤ 0,05. 
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