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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Allgemeine Einfiihrung

Im Licht wird in den Chloroplasten hoherer Pflanzen und aerober, photoautotropher Algen
Kohlenstoff durch den Calvin-Cyclus fixiert. Ausgehend von den Primérreaktionen in den
Thylakoidmembranen, die iiber Photosystem I und II Lichtenergie und H20 nutzen, um ATP
und Reduktionsédquivalente zur Verfiigung zu stellen, wird im Stroma tiber die Ribulose-1,5-
bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) zunéachst COz2 in Form von 3-Phosphogly-
cerat (3PGA) fixiert, welches in Folgereaktionen genutzt wird, um Kohlenhydrate (Triose-
phosphate) zu bilden.

Der Calvin-Cyclus steht in enger Kooperation mit dem Elektronen-Transport, da er der
Hauptkonsument fiir Reduktionsidquivalente und ATP ist. Es gibt mehrere Mechanismen,
uber die die Effizienz der Lichtnutzung und die Rate des photosynthetischen Elektronen-
transportes durch feed-back Mechanismen an den Bedarf der in den verbrauchenden Reak-
tionen im Stroma angepasst wird. Umgekehrt gibt es Mechanismen, die bei hohen Licht-
intensitdten und bei hoher Verfiigbarkeit von COz die Umsatzraten im Calvin-Cyclus deut-
lich erhéhen.

Dies gilt sowohl fiir langfristige Anpassungen an jeweilige Lichtbedingungen, als auch fur
kurzfristige Verédnderungen der Bedingungen der Umgebung wie Wechsel zwischen Sonne
und Schatten. Die Aktivitaten der Calvin-Cyclus Enzyme miissen daher speziell bei schnel-
len Anderungen bestimmten Formen der Kontrolle unterliegen. Die Licht-Aktivierung tiber
das Ferredoxin/Thioredoxin-System erlaubt eine schnelle Anpassung der Enzym-Aktivitdaten
an die jeweilige Situation (LEEGOOD 1990). Diese redoxmodulierten Enzyme werden durch
den Elektronenflull von Ferredoxin tiber die Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase (FTR) auf
die Thioredoxine reguliert, wobei letztere als 16sliche Elektronencarrier Elektronen auf die
redoxmodulierten Enzyme im Stroma tibertragen (SCHEIBE 1991). Zu diesen Enzymen geho-
ren u.a. die Calvin-Cyclus-Enzyme Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase), Phosphoribuloki-
nase (PRK), Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) und die NAD(P)(H)-abhéngige Gly-
cerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (NAD(P)(H)-GAPDH) (EC 1.2.1.13; SCHEIBE 1996,
BUCHANAN et al. 1994). Redoxmoduliert sind ferner Enzyme, wie z.B. NADP-Malat-Dehy-
drogenase (NADP-MDH), die CFi1-ATPase und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH), die anderen im Stroma ablaufenden Stoffwechselprozessen zuzuordnen sind.

In einer Ubersichtsarbeit von SCHURMANN & JACQUOT (2000) wurde die NAD(P)(H)-GAPDH
jedoch lediglich als 'mégliches Zielenzym' bezeichnet, weil die fiir die Redoxmodulation ver-
antwortlichen Cysteine bislang nicht identifiziert werden konnten. Als weiteres Argument,
dass es sich bei der NAD(P)(H)-GAPDH moglicherweise nicht um ein typisch redoxmodulier-
tes Enzym handelt, fiihren sie auf, dass das Enzym zwar durch Thioredoxins aktiviert wer-
den kann, es aber keinen zwingenden Nachweis gibt, dass Thioredoxins fiir die Reduktion
benétigt wird. Statt Thioredoxins konnte die Reduktion durch reduziertes Glutathion (GSH)
erfolgen. Die Autoren nehmen Bezug auf BAALMANN et al. (1995), die gezeigt haben, dass die
NAD(P)(H)-GAPDH ebenfalls durch geringe Konzentrationen von GSH aktiviert werden
kann.

Redoxmodulation beinhaltet neben der Reduktion von Disulfidbriicken der Zielenzyme die
Modulation durch enzymspezifische Metabolite. In den meisten untersuchten Fillen handelt
es sich um die Substrate bzw. Produkte der jeweiligen Enzyme, deren aktuelle Konzentra-
tion die Fahigkeit des Zielenzyms, durch Thioredoxin reduziert zu werden, beeinflusst. In
Abbildung 1 ist der Calvin-Cyclus und damit zusammenhéngende Reaktionen im Chloropla-
sten wahrend der Belichtung dargestellt. Das im Calvin-Cyclus zunéchst synthetisierte
3PGA wird entweder zur Regeneration des COz2-Akzeptors, Ribulose-bisphosphat (RuBP),
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oder zur Synthese von Stirke und Triosephosphaten genutzt. Eine zentrale Rolle spielt dabei
die NAD(P)(H)-GAPDH, da sie die Reduktion von 1,3-bis-Phosphoglycerat (1,3bisPGA) in das
erste Kohlenhydrat Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) katalysiert.

Unbestritten ist, dass im Licht NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitat benotigt wird (s. Abb. 1).
Unklar ist jedoch weitgehend die Rolle der NAD(P)(H)-GAPDH im Chloroplasten wahrend
der Dunkelphase. In Abbildung 2 sind die im Dunkeln im Chloroplasten ablaufenden Stoff-
wechselwege dargestellt. Ein wesentlicher Aspekt des Licht-Dunkel-Uberganges ist, dass die
im Licht aktiven Enzyme, so auch die NAD(P)(H)-GAPDH, im Dunkeln inaktiv sein miissen,
um dem Starkeabbau in der Nacht nicht entgegen wirken zu kénnen (SIEBKE et al. 1991,
NEUHAUS & SCHULTE 1996, BACKHAUSEN et al. 1998). Das bedeutet, dass die NAD(P)(H)-
GAPDH keine Katalyse mit NADPH als Coenzym durchfiihren darf. Wahrend der Dunkel-
phase werden im Verlauf des Stidrkeabbaus im Chloroplasten die NAD(H)-abhéngigen
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der im Chloroplasten ablaufenden Prozesse
wihrend der Belichtung: Die hellblau unterlegten Zahlen stehen fur die verschiedenen
durch Thioredoxine aktivierten Enzyme: 1) NAD(P)(H)-GAPDH, 2) FBPase, 3) SBPase, 4)
PRK, 5) NADP-MDH, 6) ATPase, DT: Dicarbonsidure-Translokator, OAA-T: OAA-Translokator,
TPT: Triosephosphat-Translokator. Schema nach Backhausen (2000, unpubl.) modifiziert.
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Aktivitdten benoétigt. Diese Aufgabe iibernimmt einerseits die NAD(P)(H)-GAPDH
(s. Abb. 2), andererseits vollzieht in heterotrophen Plastiden ein weiteres Isoenzym der
NAD(P)(H)-GAPDH, die NAD(H)-abhingige GapCp die Katalyse mit NAD(H) (vgl. Kap.
4.1.4.2.2., s. Abb. 42, BACKHAUSEN et al. 1998).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der im Chloroplasten im Dunkeln ablaufen-
den Prozesse: Die hellblau unterlegten Zahlen stehen fiir die verschiedenen im Dunkeln im
Chloroplasten aktiven Enzyme: 1) NAD(P)(H)-GAPDH, 7) Phosphofructokinase (PFK), 8)
G6PDH, 9) NAD-MDH. DT: Dicarbonsidure-Translokator, OAA-T: OAA-Translokator, TPT:
Triosephosphat-Translokator. Schema nach Backhausen (2000, unpubl.) modifiziert.

1.2. Die Isoenzyme der NAD(P)(H)-abhédngigen Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase

Im Vergleich mit den redoxmodulierten Calvin-Cyclus-Enzymen besitzt die NAD(P)(H)-
GAPDH zwei besondere Eigenschaften: Sie setzt die beiden Coenzyme NAD(H) und
NADP(H) um, und die von ihr katalysierte Reaktion ist reversibel. Strukturell handelt es
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sich um ein heteromeres Enzym, welches aus den Untereinheiten GapA und GapB besteht.
Ferner kann das Enzym sowohl als Tetramer (150 kDa, A2Bs9) als auch als Hexadecamer
(600 kDa, (A2B2)s) vorkommen. GapA und GapB der Landpflanzen sind kernkodiert und
besitzen Transitpeptide, mit deren Hilfe sie in den Chloroplasten transportiert werden.

Die NAD(P)(H)-GAPDH in der A2B2-Form (Tetramer und Hexadecamer) kommt vorwiegend
in den Chloroplasten héherer Pflanzen vor. GapB wurde lediglich in der Armleuchteralge
Chlorokybus atmophyticus (Charophyceae) nachgewiesen (PETERSEN 1999). Die Charophy-
ceaen gehoren zu einer von vier Abteilungen der Griinalgen. Morphologische sowie moleku-
lare Analysen zeigen, dass sie zusammen mit den Landpflanzen eine monophyletische
Gruppe bilden (FRIEDL 1997). Weiterhin wurden anhand morphologischer Eigenschaften die
Chlorophyta und Charophyceae bereits seit Beginn des letzten Jahrhunderts immer als
néichste Verwandte der Landpflanzen beschrieben (BREMER 1985, GRAHAM 1984). Der ge-
naue Ubergang vom Wasser- zum Landleben ist jedoch bisher umstritten. Ungeklart ist auch
die Frage, ob Charophyceaen und Landpflanzen parallele Entwicklungslinien darstellen,
oder ob die Landpflanzen aus einer bestimmten Klasse der Charophyceaen hervorgegangen
sind (MISHLER & CHURCHILL 1985). Fest steht jedoch, dass GapB einer Genduplikation der
GapA innerhalb der Grinalgen entstammt (PETERSEN 1999).

In Blau-, Rot- und Griinalgen hingegen kommt ausschliellich die A-Untereinheit der
NAD(P)(H)-GAPDH vor. GapA wird in diesen Organismen sowohl als Tetramer als auch als
Aggregat beschrieben. Die von ihr katalysierte Reaktion ist ebenfalls reversibel und bispezi-
fisch. In Chloroplasten hoherer Pflanzen wird auch das Vorkommen einer As-NAD(P)(H)-
GAPDH diskutiert, welche entweder separat oder mit PRK und einem weiteren Protein
CP12 komplexiert vorliegen soll (CERFF 1979, 1982, CERFF & CHAMBERS 1978, SCAGLIARINI
et al. 1998). Kiirzlich wurde als erste chloroplastidare NAD(P)(H)-GAPDH die tetramere As-
Form aus Spinat kristallisiert (FERMANTI et al. 2001). Aufgrund des zur Verfiigung stehenden
accession code wird mittels des Programms ,,Rasmol“ jedoch statt eines Tetramers lediglich
ein Trimer dargestellt (vgl. Kap. 4.2.1.6.).

Im Cytoplasma kommen zwei weitere GAPDH-Isoenzyme vor. Die Reaktion der cytosoli-
schen NAD(H)-GAPDH (EC 1.2.1.12) ist ebenfalls reversibel, aber strikt NAD(H)-abhingig.
Das Homotetramer ist 140-145 kDa gro3 (MCGOWAN & GIBBS 1974) und besteht ausschliel3-
lich aus GapC-Untereinheiten. Verdnderungen im Molekulargewicht sind unbekannt. Die
zweite cytosolische GAPDH (EC 1.2.1.9) ist dagegen strikt NADP-abhéngig und irreversibel,
da die von diesem Enzym katalysierte Reaktion nur mit GAP als Substrat ablauft. Diese
nicht reversible GAPDH besitzt ein Molekulargewicht von 195 kDa und besteht aus vier
Untereinheiten, die als GapN bezeichnet werden. Das Enzym wurde bislang ausschlieBlich
als Tetramer beschrieben. Aufgrund verinderter Eigenschaften und der Aminoséduresequenz
wird diese GAPDH den Aldehyd-Dehydrogenasen zugerechnet. Die NAD(H)-abhéngige
GAPDH kommt im Cytoplasma pflanzlicher und tierischer Zellen vor, wihrend die NADP-
abhéngige nicht reversible GAPDH in allen Organismen, welche Chloroplasten oder Cya-
nellen besitzen, nachgewiesen werden konnte. Prokaryotische blau-griine Algen oder nicht-
photosynthetisch-aktive Mikroorganismen besitzen keine NADP-GAPDH (IGLESIAS &
LOSADA 1988, MATEOS & SERRANO 1992, KELLY & GIBBS 1973, HABENICHT et al. 1994).

Ein mit GapC nahe verwandtes, chloroplastidares GAPDH-Isoenzym wurde zuerst in der
Gymnosperme Pinus sylvestris und dem Farn Marsilea quadrifolia gefunden. Es wird als
GapCp bezeichnet, besteht aus vier GapC-Untereinheiten und ist als Homotetramer 150 kDa
grof3. Die von ihm katalysierte Reaktion ist reversibel, aber genau wie bei den cytosolischen
Isoformen der GAPDH strikt NAD(H)-abhéangig (MEYER-GAUEN et al. 1994, 1998). Die
Besonderheit dieses Enzyms liegt darin, dass es aufgrund seiner Eigenschaften dem
cytosolischen Isoenzym sehr dhnlich ist, aber in Chloroplasten importiert wird. GapCp ent-
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stammt einer Genduplikation der cytosolischen GapC. Ein Transitpeptid sorgt fir den
Transport von GapCp in den Chloroplasten. Dieses Enzym wurde weiterhin in den Chro-
moplasten roter Paprikafrucht nachgewiesen. Die Expression von GapCp wird beim Uber-
gang von autotrophen Chloroplasten (griine Praprikafrucht) zu heterotrophen Chromopla-
sten (rote Paprikafrucht) induziert und fehlt in den Bléttern (BACKHAUSEN et al. 1998).
PETERSEN (1999) konnte nachweisen, dass alle groBen Ordnungen der Landpflanzen funk-
tionelle GapCp-Gene besitzen. Die GapCp-Gene erstrecken sich jedoch ausschlieBlich auf
heterotrophe Gewebe. Mittels Northern Blot-Analysen konnte PETERSEN 1999 zeigen, dass
GapCp in Wurzel, Stengel und der roten Frucht, jedoch nicht im Blatt oder der griinen
Frucht von Paprikapflanzen exprimiert wird. Die Funktion dieses Enzyms war bislang je-
doch unklar. In Abbildung 3 sind mit Ausnahme der nicht reversiblen NADP-abhingigen
GAPDH schematisch die Isoenzyme der GAPDH aufgefihrt.

Enzym Struktur Kompartiment
NH: COOH
II GapA | ] Plastid
1 GapB | | [ Plastid
I GapC [ ] Cytosol
|

GapCp Plastid

Transit- katalytisch CTE
peptid aktiver Bereich

Abbildung 3: Schematischer Aufbau pflanzlicher GAPDH-Proteine. Schema nach
PETERSEN (1999) modifiziert. I. Genduplikation eines gemeinsamen Vorldufers vor der Endo-
symbiose. II.Genduplikation in der Pflanzenevolution. Die N-terminalen Transitpeptide von
GapA, GapB und GapCp, die katalytisch aktiven Bereiche von GapA, GapB, GapC und GapCp,
sowie die C-terminale Sequenzerweiterung ( ) von GapB sind farblich markiert.

1.3. Strukturelle Merkmale cytosolischer und chloroplastidarer
NAD(P)(H)-GAPDH

Kristallstrukturdaten liegen von cytosolischen NAD(H)-abhéngigen Isoenzymen der GAPDH
vor. Es handelt sich um GAPDH aus menschlichem Muskel (MERCER et al. 1976), Hummer
(MORAS et al. 1975, SONG et al. 1998) und Protozoen wie Trypanosoma (VELLIEUX et al. 1995,
SOUZA et al. 1998) oder Leishmania mexicana (KIM et al. 1995). Weiterhin wurde GAPDH
aus den Bakterien Escherichia coli (E. coli) (DUEE et al. 1996), Bacillus stearothermophilus
(BIESEKER et al. 1977, SKARZYNSKI et al. 1987), Thermotoga maritima (KORNDORFER et al.
1995) und Thermus aquaticus (TANNER et al. 1996) kristallisiert.

Kiirzlich wurde auch die As-Form der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat kristalliert. Die
Monomere cytosolischer und chloroplastidarer GAPDH zeigen groBe strukturelle Homologien
untereinander (FERMANI et al. 2001). Am Beispiel der NAD(H)-GAPDH aus
B. stearothermophilus (BIESECKER et al. 1977) 146t sich die Struktur eines Monomers be-
schreiben (s. Abb. 4).

Ein GAPDH-Monomer besteht aus zwei Doménen mit unterschiedlichen spezifischen Funk-
tionen: Die Aminosduren von Position 1 bis Position149 sind hauptsichlich an der Nucleo-
tidbindung beteiligt, wahrend die Aminosduren in der Position 150 bis Position >334 die
Aminosdurereste fiir die Substratbindung und die Katalyse beinhalten. Diese Doméne ent-
halt auBlerdem die meisten Aminosaurereste, die fiir den Kontakt zwischen den Unterein-
heiten verantwortlich sind. Das an der ersten Doméne gebundene Coenzym NAD befindet
sich in allen vier Untereinheiten innerhalb des Tetramers in einem schmalen Spalt. Die
zweite Doméne bildet eine spezifische Struktur aus, den sogenannten S-loop, der aus den
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Aminosduren 178 bis 200 besteht. Er bildet zusammen mit den S-loops der drei anderen
Monomere das Zentrum eines Tetramers. Jeder S-loop ragt in die Nahe der NAD-Binde-
doméne eines benachbarten Monomers hinein und bildet so funktionell mit diesem ein akti-
ves Zentrum, wobei alle vier S-loops durch additive hydrophobe Interaktionen zur Stabilitat
eines Tetramers beitragen (BANAS et al. 1987). Das in allen Isoenzymen der GAPDH konser-
vierte Cystein 149, an dem die Substrate GAP, bzw. 1,3bisPGA kovalent binden, befindet
sich im Verbindungspunkt der beiden Domé&nen im aktiven Zentrum. Das nahegelegene
Cystein 153 ist ebenfalls in allen Isoenzymen der GAPDH konserviert. Es ist in der nativen
Struktur nicht am katalytischen Prozess beteiligt, doch soll es unter bestimmten Bedingun-
gen eine intramolekulare Disulfidbricke mit Cystein 149 bilden. Gegensétzlich wird jedoch
berichtet, dass zwischen dem Cystein 149 und dem Cystein 153 keine Disulfidbriicke ausge-
bildet werden kann, da sich beide Cysteine auf der gleichen Helix befinden (LI et al. 1994).

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Struktur eines Monomers der NAD(H)-
GAPDH von B. stearothermophilus. Schema nach BIESECKER et al. (1977) modifiziert.

Aus Abbildung 4 ist ersichtlich, dass der N- und der C-Terminus eines Monomers nahe bei-
einander liegen und nach aullen exponiert sind. Dies trifft ebenfalls fiir bislang kristallisierte
cytosolische Isoenzyme der GAPDH zu. Obwohl fir chloroplastiddre NAD(P)(H)-GAPDH, die
die Untereinheit B besitzen, keine Kristallstrukturdaten verfiigbar sind, gibt es Hinweise,
dass die C-terminale Sequenzerweiterung von GapB (CTE) ebenfalls von aullen zugéinglich
ist. Dafiir spricht einerseits die Tatsache, dass die CTE durch Proteolyse mittels
Staphylococcus aureus-V8-Proteinase abgeschnitten wird (ZAPPONI et al. 1993, vgl. Kap.
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3.10), andererseits zeigen die Kristallstrukturdaten der chloroplastidiren GAPDH-A4-Form,
dass sich dieses Enzym genau wie cytosolische GAPDH faltet.

Die NAD(P)(H)-GAPDH hoéherer Pflanzen setzt sich in der tetrameren Form aus je zwei Un-
tereinheiten GapA und GapB zusammen. NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat besitzt je nach
Autor die MolekulargewichtsgréBen von 37 kDa und 43 kDa (FERRI et al. 1978, PAWLIZKI &
LATZKO 1974, CERFF 1979), bzw. 36 kDa und 39 kDa (FERRI et al. 1990). Die vollstidndigen
Aminoséduresequenzen der A- und B-Untereinheiten aus Spinat wurden erstmals von FERRI
et al. (1990) bestimmt. Die Aminosiuren in den Positionen 1 bis 337 von GapA, bzw. in den
Postionen 1 bis 368 von GapB aus Spinat sind zu 80% identisch und zu 87% homolog
(s. Tab. 22, 23). GapA und GapB unterscheiden sich lediglich durch 63 Aminosduren, und in
GapB sind drei zusitzliche Aminosduren vorhanden. Die B-Untereinheiten der NAD(P)(H)-
GAPDH hoéherer Pflanzen unterscheiden sich von den A-Untereinheiten hauptsichlich durch
eine CTE. Im Fall der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat ist die CTE 31 Aminosduren lang
(BRINKMANN et al. 1989). Eine Besonderheit der CTE in Spinat sind zwei durch acht
Aminosduren voneinander getrennte Cysteine, neun negativ geladene Aminosduren und
zwel Proline, wovon sich ein Prolin in der Mitte zwischen beiden Cysteinen befindet
(s. Abb. 44). Diese Merkmale sind abgesehen von der Anzahl der Aminosduren (28-32) und
der Anzahl der negativ geladenen Aminosduren (7-11) in allen anderen bislang sequenzier-
ten B-Untereinheiten hoherer Pflanzen konserviert. POHLMEYER et al. (1996) stellten an-
hand von Homologievergleichen die Hypothese auf, dass die CTE durch eine Fusion mit dem
Protein CP12 zustande kam.

1.4. Molekulargewichte der NAD(P)(H)-GAPDH und Komplexe mit
anderen Enzymen

Die in vivo-aktiviert vorliegende 150 kDa-Form der Spinat-NAD(P)(H)-GAPDH (A2B2) kann
reversibel zum (A2B2)s-Hexadecamer mit einem Molekulargewicht von 600 kDa aggregieren
(PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1973, CERFF 1979). Beide Enzymformen unterscheiden sich
durch ihre spezifischen Aktivitdten. Die 600 kDa-Form ist die nicht aktivierte Form der
NAD(P)(H)-GAPDH, wie sie nach dem Reinigungsverfahren in Anlehnung an die Methode
von PUPILLO & FAGGIANI (1979) isoliert vorliegt und ebenfalls in unbelichteten Chloroplasten
vorgefunden wird. Die Dissoziation geht nach WARA-ASWAPATI et al. (1980) mit der
Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH einher und wird sowohl fiir das isolierte Enzym als
auch fir NAD(P)(H)-GAPDH in Chloroplasten und in Blattextrakten beschrieben (SCHWARZ
et al. 1976, TROST et al. 1993, FERRI et al. 1978, CERFF 1979). Gelegentlich wurde das Auf-
treten einer 300 kDa-Form wahrend der Dissoziation bzw. Reassoziation von PUPILLO &
GIULIANI PICCARI (1975) und BAALMANN et al. (1994) beobachtet.

1.4.1. Molekulargewichte der NAD(P)(H)-GAPDH in Blau-, Rot- und Griinalgen

In allen bekannten Blau-, Rot- und Griinalgen besteht die NAD(P)(H)-GAPDH ausschlieBlich
aus GapA-Untereinheiten. Das Molekulargewicht der Tetramere betrdagt ca. 150 kDa. Eine
Ausnahme bilden lediglich die Armleuchteralge Chlorokybus atmophyticus und Euglena
gracilis. In Chlorokybus atmophyticus wurde die GapB-Untereinheit, jedoch bislang nicht die
A-Untereinheit, nachgewiesen (PETERSEN 1999). In Fuglena gracilis wurden zwei NAD(P)H-
abhéngige Isoenzyme der GAPDH gefunden. Es handelt sich um eine As-Form, und um die
in Chloroplasten hoherer Pflanzen vorkommende AzBz2-Form, die allerdings mit einem
Molekulargewicht von 144 kDa beschrieben wurde. Eine Aggregation vergleichbar mit der
Hexadecamer-Bildung héherer Pflanzen konnte bisher nicht nachgewiesen werden
(THEISS-SEUBERLING 1981). Weitere Autoren haben in Euglena gracilis die As-Form mit
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150 kDa (VACCHI et al. 1972) und 136 kDa (GRISSOM & KAHN 1975) beschrieben. Die Mole-
kulargewichte von As-Tetrameren von anderen Algen liegen in der gleichen GréBenordnung,
wie z.B. bei dem photosynthetischen Protisten Cyanophora paradoxa mit 148 kDa (SERRANO
& LOFFELHARDT 1994) und der Griinalge Chlorella kessleri mit 160 kDa (KRYSTEVA et al.
1982). Wird die NAD(P)(H)-GAPDH nicht als isoliertes Enzym untersucht, sondern eine
Molekulargewichtsbestimmung des Rohextraktes mittels Gelfiltration durchgefiihrt, so
existiert z.B. in der Grunalge Scenedesmus obliquus auller der tetramereren As-Form
(140 kDa) eine 470 kDa-Form (LAZARO et al. 1986) und in der Grinalge Chlamydomonas
reinhardtii eine 460 kDa-Form (AVILAN et al. 1997). Auch in Rot- und Blaualgen war
NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitat meBbar; es finden sich in den entsprechenden Publikationen
jedoch keine Molekulargewichtsangaben (MARTIN et al. 1993, TAMOI et al. 1996, LIAUD et al.
1994, ZHOU & RAGAN 1993).

1.4.2. Komplexe der NAD(P)(H)-GAPDH mit PRK, Phosphoglycerat-Kinase
(PGK) und Multienzymkomplexe

In Spinat wurde ein Komplex, der sich aus NAD(P)(H)-GAPDH als As- und AsB2-Formen und
PRK-Dimeren zusammensetzt, von CLASPER et al. (1991, 1994) mit einem Molekulargewicht
von 560 kDa beschrieben. Neben diesem Komplex konnte ebenfalls die 600 kDa-Form der
NADP)(H)-GAPDH nachgewiesen werden. Entsprechende NAD(P)(H)-GAPDH/PRK-
Komplexe (jedoch ohne die AsB2-Form) wurden in den Grinalgen Scenedesmus obliquus und
Chlamydomonas reinhardtii gefunden (NICHOLSON et al. 1987, CLASPER et al. 1994, AVILAN
et al. 1997, LEBRETON et al. 1997). Dartuberhinaus wurde fiir Spinat, Synechocystis sp. und
Chlamydomonas reinhardtii ein Komplex beschrieben, der aus NAD(P)(H)-GAPDH-Hetero-
tetrameren oder Homotetrameren, PRK-Dimeren und CP12-Dimeren besteht (POHLMEYER et
al. 1996, WEDEL et al. 1997, WEDEL & SOLL 1998, SCHEIBE et al. 2002). CP12 ist ein Protein,
welches groBe Ahnlichkeiten mit der CTE aufweist. Der C-terminale loop von CP12 ist in der
Aminosdurezusammensetzung zu 43% identisch mit der CTE der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat, der N-terminale loop ist zu 25% homolog mit der CTE. Es gibt weitere Hinweise fur
Multienzymkomplexe, in denen NAD(P)(H)-GAPDH u.a. mit RubisCO, Ribulosephosphat-
Isomerase (RPI) und PRK (800-850 kDa) in Erbsen (SAINIS & HARRIS 1986) oder Spinat
(SAINIS et al. 1989) und mit RPI, PRK, RubisCO und PGK (520 bis 536 kDa) in Spinat
(GONTERO et al. 1988, 1993), sowie als weiteres Beispiel ebenfalls in Spinat mit RPI,
RubisCO, SBPase und FNR (Ferredoxin-NADP-Reduktase) (900 kDa) (SUSS et al. 1993) ent-
halten ist (vgl. Kap. 4.3.1.).

Die Arbeiten von MARQUES et al. (1987) zeigen jedoch, dass lediglich ein Komplex zwischen
PGK und NAD(P)(H)-GAPDH, der metabolic channeling ermdéglicht, in der Lage ist, die Rate
der COz-Fixierung in Chloroplasten zu optimieren. Hinweise fiir die Existenz derartiger
Komplexe ergaben die Experimente von WANG et al. (1996) anhand von Protein-Protein-
Hybridisierung und Fluoreszenz-Anisotrophie, die zeigen, dass PGK und NAD(P)(H)-GAPDH
in vitro physikalisch interagieren konnen.
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1.5. Der katalytische Mechanismus und die Nucleotidspezifitit der
NAD(P)(H)-GAPDH

1.5.1. Der katalytische Mechanismus

Der katalytische Mechanismus wurde fir die cytosolische NAD(H)-GAPDH von STRYER
(1990) in der glykolytischen Richtung beschrieben. Aufgrund von Sequenzvergleichen mit
chloroplastiddren NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen (FERRI et al. 1990) wurde gefolgert, dass
bei cytosolischen Isoformen der GapC-GAPDH und chloroplastiddren Isoformen der GapA/B-
GAPDH die gleichen katalytischen Mechanismen zu Grunde liegen miissen. In Abbildung 5
ist der katalytische Mechanismus der GAPDH dargestellt.
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| NADH
HﬁDH
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Abbildung 5: Der katalytische Mechanismus der cytosolischen NAD(H)-abhingigen
GAPDH. Die Abbildung zeigt die Umsetzung von GAP zu 1,3bisPGA in der glycolytischen
Richtung. Schema nach BUCHANAN et al. (2000) modifiziert.

Wihrend der Katalyse schlie3t die Umwandlung eines Aldehyds in ein Acylphosphat eine
Oxidation und Phosphorylierung ein. In glykolytischer Richtung reagiert die Aldehydgruppe
des Substrats GAP unter Bildung eines Halbthioacetals mit der ionisierten Form der SH-
Gruppe des Cysteins 149 im aktiven Zentrum. Es folgt der Transfer eines Hydridions auf ein
NAD(P)-Molekiil, das am Enzym gebunden vorliegt, wodurch NAD(P)H und ein Thioester
entstehen. NAD(P)H wird daraufhin von einem weiteren Molekil NAD(P) ersetzt. Anschlie-
Bend reagiert Orthophosphat mit dem Thioester und 1,3bisPGA wird gebildet. Bei den chlo-
roplastiddaren NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen verlauft die Katalyse lediglich im Dunkel-
stoffwechsel (mit NAD als Coenzym) in dieser Richtung. Im Calvin-Cyclus wird jedoch in der
umgekehrten Richtung NADPH als Coenzym zur Reduktion von 1,3bisPGA verwendet
(vgl. Kap. 4.1.4.1.).
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Studien mit cytosolischer NAD(H)-GAPDH haben ergeben, dass nur die tetrameren Formen
und nicht die Monomere katalytisch aktiv sind, und dass die Anwesenheit der Substrate die
Tetramer-Bildung forciert (HARRIS & WATERS 1976). O'BRIEN et al. (1977) zeigten, dass die
NAD(P)(H)-GAPDH, wenn sie mehrere Stunden lang mit DTTred (reduziertes pr-Dithiothreit)
inkubiert wurde, in Monomere zerfallt, welche katalytisch inaktiv sind. Ein Monomer ist
katalytisch inaktiv, weil der S-loop eines Monomers immer in die NAD-Bindedoméne eines
benachbarten Monomers hineinragt und nur so mit diesem funktionell ein aktives Zentrum
bildet.

1.5.2. Strukturelle Grundlagen der Nucleotidspezifitit

SCHULMAN & GIBBS (1968) zeigten erstmals, dass die NAD(H)-abhéngige Aktivitit nicht von
der NAD(P)H-abhangigen Aktivitat zu trennen ist, es sich also um das identische Enzym
handelt. Die Bindung von NAD(H) oder NAD(P)H im aktiven Zentrum hingt malgeblich von
den Aminosduren in den Positionen 32, 33, 187 und 188 ab (Nummerierung der Ami-
nosiuren nach der Aminosiduresequenz von B. stearothermophilus (BIESECKER et al. 1977).
Die Aminosauren 32 und 33 befinden sich in der ersten von BUHNER et al. (1973) definierten
'Nucleotidbindedoméne' eines Monomers. Die Aminosduren 187 und 188 befinden sich in
dem S-loop, der aus einer benachbarten Untereinheit in das jeweilige aktive Zentrum ragt.
Der S-loop ist in der sogenannten zweiten 'Untereinheiten-Kontakt-Doméne' eingebunden.
Die Bindung von NAD(H) bzw. NADP(H) erfolgt einerseits z.B. an der Untereinheit O an die
Aminosiuren in den Positionen 32 und 33, sowie gleichzeitig an der Untereinheit P an die
Aminosiuren in den Positionen 187 und 188 oder ausschlief}lich an den Positionen 32 und
33. Aus Identitatsstudien der cytosolischen und chloroplastidiaren Isoenzyme in verschiede-
nen Organismen wie Algen und héheren Pflanzen geht hervor, dass sich in den Positionen
32, 33, 187 und 188 unterschiedliche Aminosduren befinden (vgl. Kap. 4.2.3., s. Tab. 25).
CORBIER et al. (1990) zeigten, dass in cytosolischen Isoformen der NAD(H)-GAPDH das kon-
servierte Prolin in der Position 188 fiir eine sterische Hemmung der Bindung von NADP(H)
verantwortlich ist. Deshalb kann die cytosolische GAPDH generell ausschlieBlich NAD(H)
umsetzen. Cytosolische NAD(H)-GAPDH ist dann in der Lage, ebenfalls NADP(H) umsetz-
ten, wenn das Prolin durch Mutagenese durch ein Serin ausgetauscht wird (CORBIER et al.
1990).

Chloroplastiddare NAD(P)(H)-GAPDH weist in der tetrameren und hexadecameren Form
unterschiedliche Priaferenzen fiir NADH bzw. NADPH auf. Das Verhéltnis der
NADP(H)/NAD(H) abhéngigen Aktivitdten rangiert im isolierten Zustand, in intakten iso-
lierten Chloroplasten und in Blattextrakten zwischen den Werten 0,1 fiir die 600 kDa-Form
und 2,2 fir die 150 kDa-Form. Das bedeutet, dass die NAD(P)(H)-GAPDH in der 150 kDa-
Form NADPH bevorzugt umsetzt (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1973, 1975, SCHULMAN &
GIBBS 1968, MCGOWAN & GIBBS 1974, PAWLIZKI & LATZKO 1974, WOLOSIUK & BUCHANAN
1976, TROST et al. 1993, SCAGLIARINI et al. 1993, PUPILLO & FAGGIANI 1979). Die Dissozia-
tion fithrt ausschlieBlich zu einer Steigerung der NADPH-abhéngigen Aktivitat, wahrend die
NADH-abhéngige Aktivitat unverdndert bleibt (MULLER 1970).

1.6. Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH durch Metabolite und andere
Faktoren

Daten tiber die Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo beschrénken sich tiiberwiegend
auf die NADPH-abhingige Aktivitit, und die Aktivierung geht mit einer Molekularge-
wichtsdnderung einher. In vitro sind diverse physikalische und biochemische Faktoren in der
Lage, eine Aktivierung des gereinigten Enzyms zu verursachen. Aktivierungen durch
NADPH (MULLER et al. 1969, PUPILLO & GUILIANI PICCARI 1975, WOLOSIUK & BUCHANAN
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1976, CERFF 1978a, PAWLITZKI & LATZKO 1974, SCHWARZ et al. 1976), sowie durch NADP
(MULLER 1970, PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1973 1975, CERFF 1978b, SCHWARZ et al. 1976)
und ATP (MULLER 1970, PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975, WOLOSIUK & BUCHANAN 1976)
wurden beschrieben. Auch durch Pi, Xanthosintriphosphat, Inosintriphosphat und Guano-
sintriphosphat (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975), durch Cholat (SCHWARZ 1974) und
hydrostatischen Druck (PRAT-GAY et al. 1991), sowie verschiedene Alkohole (WOLOSIUK et al.
1985) konnte eine Aktivierung des Enzyms erreicht werden. O'BRIEN & Powls (1976) und
O'BRIEN et al. (1977) beschrieben eine Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH durch das Sub-
strat 1,3bisPGA tiiber ein '1,3bisPGA-generating-system', welches in Kombination mit ande-
ren Metaboliten untersucht wurde. Ein Dissoziieren der NAD(P)(H)-GAPDH durch gereinig-
tes 1,3bisPGA wurde von TROST et al. (1993) festgestellt.

Die Inaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH, die mit einer Aggregation in das Hexadecamer
eingeht, wird nach Angaben von PUPILLO & GIULIANI PICCARI (1975) durch die Metabolite
NAD, NADH und GAP vermittelt. Diese Selbst-Aggregation der NAD(P)(H)-GAPDH wurde
erstmals von PAWLIZKI & LATZKO (1974) vorgeschlagen und von TROST et al. (1993) und
SCAGLIARINI et al. (1993) bestéatigt.

1.7. Redoxmodulation der NAD(P)(H)-GAPDH

Eine Lichtaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat wurde erstmals von ZIEGLER &
ZIEGLER (1965) gezeigt. Diese Aktivierung wird durch eine Reduktion der NAD(P)(H)-
GAPDH tiber das Ferredoxin/Thioredoxin-System erreicht, indem die NAD(P)(H)-GAPDH
tber Thioredoxins reduziert wird (WOLOSIUK & BUCHANAN 1978). Die Redoxmodulation eines
Zielenzyms in vivo beinhaltet die Aktivierung tiber Thioredoxine, d.h. Spaltung einer
Disulfidbriicke und die Modulation dieser Thioredoxin-vermittelten Reduktion durch spezi-
fische Metabolite. NAD(P)(H)-GAPDH nimmt bei den redoxmodulierten Enzymen insofern
eine Sonderstellung ein, da eine Aktivierung auch ohne Reduktion erfolgen kann. In vitro
kann gezielt zwischen der Aktivierung durch Reduktion und Metaboliteffekten unter-
schieden werden, wobei die Reduktion durch DTTred simuliert werden kann. Molekularge-
wichtsbestimmungen nach Aktivierung durch DTTred fihrten zu widerspriichlichen Ergeb-
nissen. WOODROW et al. (1979) stellten fest, dass DTTred die Aktivierung durch NADP bzw.
NADPH und dadurch eine Uberfithrung in Tetramere férdert. Durch Inkubation der
NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat mit DTTrea konnte eine Molekulargewichtsverschiebung in
die 150 kDa-Form beobachtet werden, die allerdings zu einem erheblichen Verlust der
NADPH-abhangigen Aktivitiat fihrte (TROST et al. 1993). Die NAD(H)-abhingige Aktivitét
wurde durch Reduktion mit DTTreda nicht beeinflufit (TROST et al. 1993). Redoxmodulation
wird bei Algen kontrar diskutiert. Demnach sind die Isoformen der NAD(P)(H)-GAPDH in
bislang untersuchten Griinalgen redoxmodulierbar, wihrend einige Autoren dies ebenfalls
fir Blau- und Rotalgen beschreiben, andere hingegen nicht (PACOLD et al. 1995a/b, DUGGAN
& ANDERSON 1975, AUSTIN et al. 1992, UDVARDY et al. 1982, O'BRIEN & POWLS 1976,
O'BRIEN et al. 1977, Liet al. 1997, ZIEGLER et al. 1967a, vgl. Kap. 4.2.2.1.).

1.8. Zielsetzungen

Aus den in der Einleitung dargestellten Befunden wird deutlich, dass in zahlreichen Publi-
kationen der Regulationsmechanismus von NAD(P)(H)-GAPDH aus hoheren Pflanzen, sowie
aus Blau-, Rot- und Griinalgen untersucht wurde. NAD(P)(H)-GAPDH operiert im Calvin-
Cyclus, wobei es durch Reduktion, vermutlich tiber Thioredoxint, aktiviert wird. Die in vivo-
Regulation erfolgt ebenfalls iber verschiedene Metabolite wie NADPH, NADP, ATP und
1,3bisPGA. NAD(P)(H)-GAPDH unterscheidet sich von anderen redoxmodulierten Enzymen,
da es wihrend der Aktivierung bei Belichtung von einer hochmolekularen 600 kDa-Form in
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eine niedermolekulare 150 kDa-Form dissoziert, und weil die Katalyse sowohl in der oxidie-
renden Richtung als auch in der reduzierenden Richtung ablaufen kann. Details zur Regula-
tion, insbesondere Redoxmodulation, Nucleotidspezifitiat und Aggregations/ Dissoziationsfi-
higkeit in struktureller Hinsicht sind nicht oder kaum bekannt. Es leiten sich folgende kon-
krete Fragestellungen ab, die im Rahmen dieser Arbeit beantwortet werden:

. Welcher Zusammenhang besteht bei der Regulation der NAD(P)(H)-GAPDH zwi-
schen Aktivierung durch Reduktion und Metabolite, bzw. sind alle bekannten
Effektoren in vivo an der Aktivierung des Enzyms beteiligt? Diese Fragen werden
mit dem in vitro- und dem in vivo-System geklart, wobei auller den untersuchten
Affinitdten und Aktivierungskonstanten fir die Effektoren ebenfalls die metaboli-
schen Konzentrationen im Chloroplasten beriicksichtigt werden.

. Welche Rolle spielt NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkelmetabolismus? Damit ein futile
cycle ausgeschlossen ist, mull das Enzym im Dunkeln in der reduzierenden Rich-
tung inaktiv sein. Welche Mechanismen kommen zum Tragen, damit die prognosti-
zierte Aktivitit des Enzyms ausschlief3lich den Umsatz von GAP beinhaltet, und
welches der Coenzyme NAD oder NADP werden dabei genutzt?

. NAD(P)(H)-GAPDH hoherer Pflanzen besitzt im Gegensatz zu den cytosolischen
und den in Blau-, Rot-, und Griinalgen vorkommenden Isoenzymen eine zusétzliche
CTE an der Untereinheit B. Hat die CTE in Hinsicht auf Redoxmodulation, Nucleo-
tidspezifitdt und Aggregations-/Dissoziationsfahigkeit eine besondere Funktion? Zur
Klarung dieser Fragen werden Untersuchungen mit proteolysierter NAD(P)(H)-
GAPDH, der die CTE fehlt, sowie mit rekombinant hergestellten Untereinheiten
GapAM, GapBM und GapBM“C (ochne CTE) durchgefiihrt.

. Welche Eigenschaften besitzt die strikt NAD(H)-abhéngige plastiddre GapCp und
welche Rolle spielt sie in heterotrophen Plastiden?
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Material und Methoden

Pflanzenmaterial und —anzucht

2.
2.1.

Zur Isolierung der NAD(P)(H)-GAPDH wurde Spinat (Spinacia oleracea L.) vom hiesigen
Wochenmarkt verwendet. Die Anzucht des Spinats zur Isolierung von intakten Chloropla-
sten erfolgte hydroponisch nach der Methode von WALKER (1987). Fur die Isolierung intakter
Chromoplasten aus roten Paprikafrichten (Capsicum annuum L.) wurde das Pflanzen-
material vom GroBBmarkt bezogen.

2.2, Chemikalien und Enzyme
Vertreiber Produkte
AGS, Heidelberg IPTG
Applichem, Darmstadt Tes

Hepes, SDS, Tris

3PGA, Albumin B, Aldolase, ATP,
Chymotrypsinogen, Cytochrom C, DNase, FBP,
Ferritin, Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase,
Katalase, NAD, NADP, NAD(H)-GAPDH aus
Kaninchenmuskel, OAA, Ovalbumin, PGK,
Triosephosphat-Isomerase, Trition X-100,

Biomol, Hamburg
Boehringer, Mannheim

Duchefa, Haarlem, NL
Gerbu, Gaiberg

Gibco BRL, Eggenheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Novagen, Madison, USA
Pharmacia, Uppsala
Riedel-de-Haen, Seelze

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Stratagene, Heidelberg

Ampicillin, Chloramphenicol

NADH, NADPH

Bacto-Agar, Bacto-Tryptone, Hefe-Extrakt
Ndel, Eco RI, Hind 111, Bam HI, Bgl 11
NaHCO3

BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, pET-3a,
Percoll

Aceton p.A., EDTA, Glycerin, H20s2,

HC1, KaHPO4, KC1, KOH, MgCls, MgSQOs,
NaCl, NaHCOs, NaOH

BSA, Na(S0s3)2, Saccharose, Sorbit
Ammoniumsulfat, Coomassie Brillant Blue
G250/R250, Tli-Polymerase
o2-Makroglobulin, 2-Mercaptoethanol, ATP,
Dalton Mark VII-L, DTTreq, Lysozym,
MnClz, Natriumarsenat, RNase, Tricin,
V8-Endoproteinase (Staphylococcus aureus)
pBluescript (pBSK)

2.3.

2.3.1. Bakterienstamme

Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme von E. coli sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Tabelle 2
listet die Plasmide auf, die zur Herstellung der rekombinanten chloroplastiddren gapA-,
gapB-, und gapB“C-Untereinheiten verwendet wurden. (*C) bezeichnet die Untereinheit gapB
ohne die CTE. Weiterhin sind in Tabelle 2 die Plasmide aufgefiihrt, die zur Herstellung der
gleichzeitigen Expression der vollstandigen Untereinheiten gapAB und gapAB“C aus Spinat
benétigt wurden.
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Tabelle 1: Liste der verwendeten E. coli-Stamme

Stamme Relevante Merkmale Referenz

NM522 - GOUGH & MURRAY (1983)
XL1-Blue Tetr BULLOCK et al. (1987)
BL21(DE3) - Novagen, Madison, USA
BL21(DE3)pLysS Camr Novagen, Madison, USA

Tabelle 2: Liste der verwendeten Plasmide

Plasmide

Relevante Merkmale

Referenz

pBluescript (= pPBSK)  Ampr Stratagene, Heidelberg

pET-3a Ampr Novagen, Madison, USA

pBSK-AM pBSK mit vollstandigem cDNA-Fragment = BAALMANN et al. (1996)
von chloroplastidarer gapA- Untereinheit

pBSK-BM pBSK mit vollstandigem cDNA-Fragment = BAALMANN et al. (1996)
von chloroplastidarer gapB-Untereinheit

pBSK-BMAC pBSK mit vollstdndigem cDNA-Fragment = BAALMANN et al. (1996)
von chloroplastidirer gapB*C-Untereinheit

pBSK-AMBM pBSK mit vollstindigem cDNA-Fragment  diese Arbeit
von chloroplastiddrer gapA- plus
chloroplastiddrer gapB-Untereinheit

pBSK-AMBMAC pBSK mit vollstindigem cDNA-Fragment  diese Arbeit
von chloroplastiddrer gapA- plus
chloroplastidérer gapB*C-Untereinheit

pGapAM pET-3a mit cDNA-Fragment von reifer BAALMANN et al. (1996)
gapA

pGapBM pET-3a mit cDNA-Fragment von reifer BAALMANN et al. (1996)
gapB

pGapBMAC pET-3a mit cDNA-Fragment von reifer BAALMANN et al. (1996)
gapB“¢

pGapAMBM pET-3a mit cDNA-Fragment von reifer diese Arbeit
gapA plus cDNA-Fragment von reifer gapB

pGapAMBMAC pET-3a mit cDNA-Fragment von reifer diese Arbeit

gapA plus cDNA-Fragment von reifer
gapBAMC

2.3.2. Oligonucleotide

Die zur Herstellung der rekombinanten GAPDH-Homomere GapAM, GapBM und GapBMAC
aus Spinat verwendeten Oligonucleotide sind in der Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Oligonucleo-
tide, die zur Herstellung der rekombinanten GapCp aus roter Paprikafrucht verwendet
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wurden, sind in PETERSEN (1999) aufgefiihrt. Die Klonierung der GapCp wurde von J. Peter-
sen (TU Braunschweig) durchgefiihrt.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Oligonucleotide. Die Restriktionsschnittstellen fir die
Endonucleasen Nde I und Bam HI sind fett markiert und in der Abbildung 26 im Ergebnisteil
unterstrichen. Die aufgefithrten Oligonucleotide wurden in der TU Braunschweig, Institut fur

Genetik hergestellt.
Bezeichnung Basensequenz
A-For 5"TGCACCATATGAAATTGAAGGTAGCAATCAATGGA-3'
A-Rev 5-GCATAGGATCCTTACTGCCATTTGTTAGCAACAAT-3'
B-For 5"TGCACCATATGAAACTTAAGGTGGCAATCAATGG-3'
B-RevS 5-GCAATGGATCCTCACTTCCACTTGTTTGCTACCAAGTCTG-3'
B-RevL 5-GCAATGGATCCTTTACTCGTAAAGTTTGCACTCC-3'

2.3.3. E. coli-Kulturen

Die Anzucht von E. coli XLi1-blue Zellen erfolgte aerob in YT-Flissig-Medium oder auf YT-
Agar-Platten bei 37°C nach SAMBROCK et al. (1989).

YT-Fliissig-Medium: 8¢g Bacto-Tryptone
5g Hefe-Extrakt
2,56¢g NaCl

ad 11 mit Hz0 bidest; pH 7,0 mit 5 N NaOH

YT-Platten zusétzlich: 15 g/l Bacto-Agar

Nach dem Autoklavieren wurden YT-Flissig-Medium und Agar steril, abhéngig von den
Resistenzeigenschaften der verwendeten Zellen, mit Antibiotika in folgenden Konzentratio-
nen versetzt:

Ampicillin (Amp) 200 pug/ml
Chloramphenicol (Cam) 25 pug/ml
2.3.4. Klonierungen

2.3.4.1. Klonierung der chloroplastidiren gapA-cDNA, gapB-cDNA und gapB*C-
cDNA in pET-3a

Zur Konstruktion der Uberexpressionsvektoren wurden die Plasmide pBSK-AM mit den Oli-

gonucleotiden A-For und A-Rev, pBSK-BM mit den Oligonucleotiden B-For und B-RevL;

pBSK-BM“C mit den Oligonucleotiden B-For und B-RevS in eine Polymerase-Chain-Reaction
(PCR) mit der Tli-Polymerase (Serva, Heidelberg) eingesetzt.

Ein Standard-PCR-Ansatz (25 pul Endvolumen) setzte sich wie folgt zusammen:

1 ng cDNA-Vorlage

50 pg dNTP

1,5 ug je Oligonucleotid

0,50 Tli-Polymerase
Reaktionspuffer

1 mM MgCl2
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Die Reaktionen wurden in einem TRIO-Block (Biometra, Géttingen) mit folgendem Tempe-
raturprogramm durchgefiihrt:

35 Zyklen: 1 min 93°C
1 min 50°C
2 min 72°C

Die resultierenden Fragmente wurden nach Elektroelution mittels DE-52-Chromatographie
isoliert, mit Bam HI und Nde I verdaut und in einen mit Bam HI- und Nde I-linearisierten
pET-3a-Vektor ligiert. Transformanten in E. coli NM522, welche mit den passenden Oligo-
nucleotiden PCR-Produkte lieferten, wurden sequenziert, um die Richtigkeit der Klonierung
zu bestéatigen (vgl. auch Klonierungsschema Abb. 25).

2.3.4.2. Konstruktion von Vektoren zur gleichzeitigen Expression mehrerer
NAD(P)(H)-GAPDH-Untereinheiten in E. coli

Es wurden mehrere Vektoren konstruiert, die einerseits zur Expression der Homomere
GapAM, GapBM und GapBM“C, andererseits auch zur Expression der Heteromere GapAMBM
und GapAMBM“C genutzt wurden. Dazu wurden die drei Plasmide pGapAM, pGapBM und
pGapBM in E. coli-BL21 bzw. E. coli-BL21pLysS transformiert. Weiterhin wurden die drei
Fragmente, die fiir GapA, GapB und GapB“C kodieren, zur Konstruktion eines Vektors fiir
die gleichzeitige Expression der beiden Spinat-NAD(P)(H)-GAPDH-Untereinheiten (GapA
und GapB, bzw. GapA und GapB“C) in E. coli benutzt. Hierfiir wurde cDNA kodierend fiir die
reife GapA-Untereinheit zusammen mit dem T7-Promoter aus dem pGapAM-Vektor mit
BglII und Bam HI herausgeschnitten. Die Vektoren pGapBM und pGapBM*C wurden mit
Hind 111 linearisiert. Nachdem die Giberhdngenden Enden des entstandenen Fragments und
der linearisierten Vektoren aufgefillt waren, erfolgte die Ligation und Transformation in
E. coli-BL21. Um die Richtigkeit der Klonierung zu tiberpriifen, wurde mit Bg! IT und Eco RI
eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt (vgl. auch Klonierungsschema Abb. 25).

2.4. Reinigung der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat

In Anlehnung an die Methode von PUPILLO & FAGGIANI (1979) wurde NAD(P)(H)-GAPDH
aus Spinat gereinigt. Alle Schritte mit Ausnahme der Acetonfdllung wurden bei 4°C unter
Verwendung von entgasten Puffern durchgefiihrt.

Homogenisierung des Spinats

500 g frischer, gewaschener Spinat wurden grob zerkleinert, mit Homogenisierungsmedium
(Puffer A) versetzt und in einem eisgekiihlten Waring Blendor (Bachhofer, Reutlingen) auf
maximaler Stufe etwa drei Minuten homogenisiert.

Puffer A: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0
5 mM EDTA
14 mM 2-Mercaptoethanol
0,14 mM NAD

Anschliefend wurde das Homogenisat durch sechs Lagen Mull und eine Lage Miracloth
(Calbiochem, Ladolla) filtriert.

Fraktionierte Ammoniumsulfatfdllung

Es folgte eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung von 45-60% der Séittigung, wobei die
Zentrifugationen jeweils fir 30 Minuten bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor GSA, DuPont, Bad
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Homburg) durchgefithrt wurden. Das Pellet wurde nach der zweiten Fallung in 40 ml
Puffer A resuspendiert.

Acetonfillung

Zu der Suspension wurde tropfenweise dquivalentes Volumen eiskaltes Aceton p.A. zugege-
ben. Daraufhin wurde bei -18°C fiir 20 Minuten bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor SS34,
DuPont, Bad Homburg) zentrifugiert.

Homogenisierung des gefdllten Extraktes

Das Pellet wurde mittels eines Potter-Evelhjem-homogenizer (Braun, Melsungen) in 20 ml
Puffer A resuspendiert und bei 4°C fiir 20 Minuten bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor SS34)
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde weiterverwendet.

Entsalzung
Eine Sephadex-G25 (2,5 x 40 cm; Pharmacia, Freiburg) wurde mit Puffer B d4quilibriert.

Puffer B: 10 mM Tris/HCI; pH 8,0
1 mM EDTA
14 mM 2-Mercaptoethanol

Die Probe wurde aufgetragen und mit Puffer B (FluBrate: 2 ml/min) eluiert. Die Protein-
Detektion erfolgte bei 280 nm tber den Durchflu3-UV-Detektor (BioRad, Miinchen) des
Econo-Systems (BioRad, Miinchen). Fraktionen mit hoher NADPH-abhiangiger Aktivitat
wurden vereinigt und mit 0,14 mM NAD versetzt.

Anionenaustauscher

Eine DEAE-Cellulose (2 x 20 cm; Serva, Heidelberg) wurde mit Puffer B dquilibriert. Die
Probe wurde aufgetragen und mit einer FluBrate von 1,33 ml/min eluiert. Zunichst wurde
mit 80 ml Puffer B gewaschen. Die Elution erfolgte mittels eines Stufengradienten mit stei-
genden KCl-Konzentrationen bei eine FluBlirate von 1,33 ml/min.

80 ml Puffer B plus 50 mM KCI
80 ml Puffer B plus 100 mM KCl
80 ml Puffer B plus 200 mM KCl
80 ml Puffer B plus 1 M KCI

W=

Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-Detektor (BioRad) des
Econo-Systems (BioRad). Die NAD(P)(H)-GAPDH eluierte bei der Konzentration von
200 mM KCl. Fraktionen mit hoher NADPH-abhéngiger GAPDH-Aktivitat wurden vereinigt
und mit 0,14 mM NAD versetzt. Mit dem Fraktionspool wurde iiber Nacht eine Ammonium-
sulfatfallung bis 60% Sattigung durchgefiihrt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 15 Minuten
bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor SS34). Das Pellet wurde in 1,5 ml Puffer C aufgenommen.

Puffer C: 100 mM Tris/HCI; pH 8,0
10 mM EDTA
1,4 mM 2-Mercaptoethanol
0,5 mM NAD
Gelfiltration

Eine Superdex-200 (1,6 x 60 cm; Pharmacia, Freiburg) wurde mit Puffer D dquilibriert. Die
Suspension wurde durch Zentrifugation bei hochster Drehzahl (Tischzentrifuge; Herolab,
Wiesloch) geklart und auf die Sdule aufgetragen (FluBrate: 0,5 ml/min).



Material und Methoden 18

Puffer D: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0
5 mM EDTA
3 mM 2-Mercaptoethanol
150 mM KC1
0,14 mM NAD

Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm iiber den Durchflu3-UV-Detektor des FPLC-
Systems (Pharmacia, Freiburg). Das Protein wurde mit Puffer D mittels des FPLC-Systems
(Pharmacia, Freiburg) mit gleicher FluBrate eluiert und die Fraktionen mit hoher spezifi-
scher NADPH-abhangiger Aktivitat vereinigt. Das Volumen wurde in Centricons-30
(Millipore Corporation, Bedford MA, USA) eingeengt und die verbleibende Lésung mit 50%
(v/v) Glycerin versetzt und bei -20°C gelagert.

2.5. Reinigung der NAD(H)-GapCp und der NAD(P)(H)-GAPDH aus
dem Stroma roter Paprikafruchtplastiden

Die Reinigung der NAD(H)-GapCp und der NAD(P)(H)-GAPDH aus dem Stroma roter
Paprikafrucht wurde aufgrund des exklusiven Materials nach einigen Vorversuchen nur ein
Mal durchgefihrt. Das fir nachstehende Versuche verwendete Material wurde freundli-
cherweise von G. Henrichs u. E. Neuhaus (Universitat Osnabriick) zur Verfigung gestellt.
Das eingefrorene Stroma wurde im Wasserbad langsam aufgetaut und anschlieBend
30 Minuten bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor GSA) zentrifugiert.

Anionenaustauscher

Eine DEAE-Cellulose (2 x 20 cm; Serva) wurde mit Puffer B (vgl. Kap. 2.4.) 4quilibriert. Der
Uberstand wurde aufgetragen und mit einer FluBirate von 1,33 ml/min eluiert. Zunéchst
wurde mit 80 ml Puffer B (vgl. Kap. 2.4.) gewaschen. Anschliefend folgte ein Stufengradient
mit steigenden KCl-Konzentrationen.

1. 80 ml Puffer B plus 100 mM KCl
2. 80 ml Puffer B plus 500 mM KCl

Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-Detektor (BioRad) des
Econo-Systems (BioRad). Die Fraktionen mit den hchsten NADH-abhéngigen GAPDH-
Aktivitaten, die bei 100 mM KCI (Eluat GapCp), und die Fraktionen mit den héchsten
NADPH-abhangigen GAPDH-Aktivitaten, die bei 500 mM KC1 (Eluat NAD(P)(H)-GAPDH)
eluierten, wurden separat vereinigt und mit jeweils 0,14 mM NAD versetzt.

Acetonfillung

Mit dquivalentem Volumen eiskaltem Aceton p.A. wurden mit beiden Eluaten separat Fal-
lungen durchgefihrt, wobei das Aceton jeweils tropfenweise zugegeben wurde. Die Suspen-
sionen wurden dann fur jeweils 20 Minuten bei -18°C und 20000g zentrifugiert (Sorvall
RC5B, Rotor SS34, Du Pont).

Homogenisierung des gefdllten Extraktes

Die Pellets wurden jeweils mittels eines Potter-Evelhjem-homogenizer (Braun) in 20 ml Puf-
fer C (vgl. Kap. 2.4.) resuspendiert. AnschlieBend wurde das unl6ésliche Material durch Zen-
trifugation bei 4°C fiir 20 Minuten bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor SS34) aus der Losung
entfernt. Die klaren Uberstdnde wurden weiterverarbeitet.
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Gelfiltration

Eine Superdex-200 (1,6 x 60 cm; Pharmacia) wurde mit Puffer D (vgl. Kap. 2.4.) dquilibriert.
Die Ubersténde wurden separat mit einer FluBrate von 1,5 ml/min aufgetragen. Die Protein-
Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-Detektor des FPLC-Systems (Phar-
macia). Die Proteine wurden jeweils mit Puffer D (vgl. Kap. 2.4.) mittels des FPLC-Systems
(Pharmacia) mit gleicher FluBlrate eluiert. Die Fraktionen mit den héchsten NADH-abhén-
gigen GAPDH-Aktivitdten, die bei der Gelfiltration mit dem Eluat: GapCp durchgefihrt
wurden, eluierten bei 150 kDa und wurden vereinigt. Die Fraktionen mit den héchsten
NADH-abhéngigen GAPDH-Aktit4aten, die bei der Gelfiltration mit dem Eluat: NAD(P)(H)-
GAPDH durchgefiithrt wurden, eluierten bei 600 kDa und wurden vereinigt. Die so angerei-
cherte NAD(H)-GapCp und angereicherte NAD(P)(H)-GAPDH wurden separat in Centricons-
30 (Millipore Corporation) eingeengt, mit 50% (v/v) Glycerin versetzt und bei -20°C auf-
bewahrt.

2.6. Induktion und Uberexpression der rekombinanten NAD(H)-
GapCp in E. coli

2.6.1. Expression der rekombinanten NAD(H)-GapCp in E. coli

Das GapCp-Konstrukt in E. coli-BL21(DE3)pLysS in pET-3a wurde in der Arbeitsgruppe
Cerff (TU Braunschweig) kloniert und freundlicherweise von J. Petersen und R. Cerff (TU
Braunschweig) zur Verfiigung gestellt. E. coli besitzt endogen eine eigene NAD(H)-abhingige
GAPDH, die als Gap1l bezeichnet wird. Wahrend der folgenden Reinigung muflite darauf
geachtet werden, beide NAD(H)-abhingigen Isoenzyme voneinander zu trennen.

1,81 YT-Medium (6 x 300 ml mit jeweils 200 pg/ml Ampicillin und 25 pg/ml Chlorampheni-
col) wurden mit je 3 ml Ubernachtkultur (E. coli-BL21(DE3)pLysS mit pET-3a GapCp-Kon-
strukt) angeimpft. Zusitzlich wurden zur Kontrolle 200 ml YT-Medium mit E. coli-BL21
(DE3)pLysS mit pET-3a ohne Insert Ubernachtkultur angeimpft. Bei 37°C wurden die Me-
dien inclusiver Konstrukte fir 3,5 Stunden inkubiert (ODsoo ca. 1,5). Es wurden jeweils
40 ml frisches YT-Medium zugegeben und die Expression mit 0,4 mM IPTG induziert. Nach
zwel Stunden wurden die Zellen bei 20000g (Sorvall RC5B, Rotor GSA und SS34)
15 Minuten zentrifugiert und in 150 ml Puffer E resuspendiert. Die Pellets wurden separat
in 25 ml Puffer E, dem 100 pg/ml Lysozym zugesetzt wurden, aufgenommen. Nach
15minitiger Inkubation bei 30°C wurden 10 mM MgClg, sowie 1 ug RNase/ml und 1 ug
DNase/ml zugefiugt. Nach weiterer 30miniitiger Inkubation wurden die Suspensionen
15 Minuten bei 4°C und 12000g (Sorvall RC5B, Rotor SS34) zentrifugiert.

Puffer E: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0
2 mM EDTA
14 mM 2-Mercaptoethanol
0,14 mM NAD

2.6.2. Reinigung der rekombinanten GapCp (Rote Paprikafrucht) aus E. coli

Die Pellets, in denen sich das GapCp-Konstrukt und das Pellet ohne Insert befinden, wurden
jeweils in 150 ml Puffer E resuspendiert. In beiden Suspensionen wurden NAD(H)-abhén-
gige GAPDH-Aktivitdten gemessen. Berechnungen ergaben, dass die E. coli-Gapl ca. 5-6%
der NAD(H)-abhéngigen GAPDH-Aktivitat ausmacht. Es konnte daher davon ausgegangen
werden, dass sich in der Suspension mit exprimierter GapCp ebenfalls 5-6% E. coli-Gapl
befanden.
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Affinitdat

Die Losung mit exprimierter GapCp und E. coli-Gapl, sowie die Suspension mit ausschliel3-
lich endogener E. coli-Gapl wurden getrennt auf eine zuvor mit Puffer E dquilibrierte rote
Sepharose (Merck, Darmstadt) bei einer FluBrate von 1,5 ml/min aufgetragen. AnschlieBend
wurde mit 20 ml Puffer E gewaschen und daraufhin mit 1 M KCIl in 20 ml Puffer E mit
gleicher FluBrate eluiert. Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-
Detektor (BioRad) des Econo-Systems (BioRad). Die Fraktionen des Saulenlaufs mit expri-
mierter GapCp mit den héchsten NADH-abhéngigen Aktivitaten wurden vereinigt und mit-
tels Druckfiltration eingeengt. Die endogene E. coli-Gap1 hat nicht an die rote Sepharose
(Merck) gebunden. Daher wurden die Fraktionen des Durchlaufs mit den héchsten NADH-
abhéngigen GAPDH-Aktivitdten vereinigt und ebenfalls mittels Druckfiltration eingeengt.

Anionenaustauscher

Die Proben mit der exprimierten GapCp wurden mit Puffer F auf 50 ml Volumen eingestellt
und auf eine zuvor mit Puffer F dquilibrierte Source-15Q (0,12 x 0,73 cm; Merck, Darmstadt)
mit einer FluBrate von 1 ml/min aufgetragen. Eluiert wurde in einem Salzgradienten Uber
60 ml zwischen 0-300 mM NaCl und pH 8,7 auf pH 8,0 in Puffer F mittels des FPLC-Systems
(Pharmacia). Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-Detektor des
FPLC-Systems (Pharmacia). Die Fraktionen mit den hochsten NADH-abhiangigen GAPDH-
Aktivitdten wurden vereinigt und mittels Centricon-30 (Millipore Corporation) eingeengt.

Puffer F: 20 mM Tris/HCI; pH 8,0
14 mM 2-Mercaptoethanol
0,14 mM NAD
Gelfiltration

Die eingeengte Probe wurde auf eine zuvor mit Puffer G 4quilibrierte Superdex-200 (1,6 x
60 cm; Pharmacia) aufgetragen. Die Auftragung und die Elution erfolgten im gleichen Puffer
mit einer FluBrate von 1,5 ml/min mittels des FPLC-Systems (Pharmacia). Die Protein-
Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-Detektor mittels des FPLC-Systems.
Fraktionen mit den héchsten NADH-abhéngigen GAPDH-Aktivitdten wurden gesammelt,
mittels Centricon-30 (Millipore Corporation) eingeengt, und fiir die biochemische Charakte-
risierung in 50% (v/v) Glycerin bei -20°C aufbewahrt.

Puffer G: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0
5 mM EDTA
14 mM 2-Mercaptoethanol
150 mM KCl
0,14 mM NAD
2.7. Sequenzierung der rekombinanten GapCp

(Rote Paprikafrucht) aus E. coli

Die N-terminale Sequenzierung der rekombinanten GapCp aus E. coli durch automatisierten
Edman-Abbau wurde freundlicherweise von R. Schmid (Universitat Osnabriick) mit einem
Protein Sequenzer (Model 473 A, Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt. Als
Material diente eine aus einem SDS-Gel ausgeschnittene Bande.
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2.8. Uberexpression der rekombinanten GapAM-, GapBM-, GapBMAC-

Untereinheiten und der simultan exprimierten rekombinanten
GapAMBM- und GapAMBMAC_Untereinheiten aus E. coli

200 ml YT-Medium (200 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Chloramphenicol) wurden mit je 0,5 ml
der Ubernachtkulturen E. coli-BL21 oder E. coli-BL21 mit den pET-3a-Konstrukten der
rekombinanten Untereinheiten GapAM, GapBM, GapBMAC, GapAMBM und GapAMBM“C ange-
impft und bei 37°C bis zu einer ODsoo von 1,2 aerob angezogen. Es wurden jeweils 50 ml fri-
sches YT-Medium zugegeben und die Expressionen mit 0,4 mM IPTG induziert. Nach zwei
Stunden wurden die Zellen getrennt fur 15 Minuten und 20000g zentrifugiert (Sorvall RC5B,
Rotor GS3, Du Pont), in 100 ml Puffer E (vgl. Kap. 2.6.) resuspendiert und wiederum fiir
zehn Minuten und 20000g zentrifugiert (Sorvall RC5B, Rotor SS34, Du Pont).

Die Pellets wurden in 25 ml Puffer E (vgl. Kap. 2.6.) plus 100 pg/ml Lysozym aufgenommen.
Nach 15miniitiger Inkubation bei 30°C wurden jeweils 10 mM MgCls, 1 pg RNase/ml und
1 ug DNase/ml zugeflugt. Nach weiterer 20mintitiger Inkubation wurden die Suspensionen
15 Minuten bei 4°C und 10000g (Sorvall RC5B, Rotor SS34) zentrifugiert.

Reinigung der rekombinanten GapAM-, GapBM- und GapBM*C-Formen aus E. coli

Nach Induktion der Genexpression mit IPTG und Lyse wurden die in 2.8. erhaltenen Uber-
stdnde weiterverarbeit. Gereinigt wurden weiterhin die drei rekombinanten GapAM-, GapBM-
und GapBM*C-Formen aus E. coli. Die Ubersténde, in denen die beiden gleichzeitig
exprimierten rekombinanten GapAMBM- und GapAMBM“C.Formen aus E. coli vorlagen, wur-
den mit Centricons-30 (Millipore Corporation) eingeengt und ohne weitere Reinigungs-
schritte direkt zur Molekulargewichtstiberpriifung auf eine Superdex-200 (1,6 x 60 cm;
Pharmacia) aufgetragen.

Affinitdat
Die klaren Ubersténde, die die drei rekombinanten GapAM-, GapBM- und GapBM*C-Formen
enthielten, wurden mit 1 ml/min auf eine mit Puffer E (vgl. Kap. 2.6.) dquilibrierte rote
Sepharose (Merck) aufgetragen.
Zur Trennung der E. coli eigenen NAD(H)-abhéngigen GapC und der jeweiligen rekombi-
nanten NAD(P)(H)-abhangigen Isoenzyme der GAPDH folgten zwei Elutionsschritte:

- Elution von NAD(H)-abhingiger GapC mit 20 ml Puffer E plus 5§ mM NAD

- Elution von NAD(P)(H)-abhéngigen rekombinanten Proteinen mit

20 ml Puffer E plus 5 mM NADP

Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm tiber den Durchflu3-UV-Detektor (BioRad) des
Econo-Systems (BioRad). Die Fraktionen des zweiten Elutionsschrittes wurden auf NADPH-
abhingige GAPDH-Aktivitdten getestet, vereinigt, und auf 5 ml mit Centricons-30 (Millipore
Corporation) eingeengt.

Anionenaustauscher

Die eingeengten Proben wurden auf eine zuvor mit Puffer F (vgl. Kap. 2.6.) dquilibrierte
Source-15Q (Merck) mit einer FluBrate von 1 ml/min aufgetragen. Eluiert wurden die Pro-
teine mit der gleichen FluBrate in einem Salzgradienten tiber 40 ml von 0-500 mM NaCl und
pH 8,5 auf pH 8,0 in Puffer F mittels des FPLC-Systems (Pharmacia). Die Protein-Detektion
erfolgte tiber den DurchfluB3-UV-Detektor des FPLC-Systems (Pharmacia). Die Fraktionen
mit den héchsten NADPH-abhéngigen Aktivitdten wurden vereinigt und mittels Centricon-
30 (Millipore Corporation) eingeengt.
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Gelfiltration

Die eingeengten Proben wurden jeweils auf eine Superdex-200 (1,6 x 60 cm; Pharmacia) bei
einer FluBirate von 1,5 ml/min aufgetragen, die zuvor mit Puffer G (vgl. Kap. 2.6.) 4quili-
briert wurde. In einem weiteren Versuch wurde GapBM zuvor mittels einer NAP5-Saule in
Puffer G ohne 2-Mercaptoethanol und NAD entsalzt, um das NAD zu entfernen, welches in
dem Puffer enthalten ist, in dem GapBM vorliegt. Die Protein-Detektion erfolgte bei 280 nm
tiber den Durchflul3-UV-Detektor des FPLC-Systems (Pharmacia, Freiburg). Das Protein
wurde mit Puffer G (vgl. Kap. 2.6.) mittels des FPLC-Systems (Pharmacia) eluiert und die
Fraktionen mit hoher spezifischer NADPH-abhangiger Aktivitit vereinigt. Die Suspensionen
wurden mit Centricons-30 (Millipore Corporation) eingeengt, mit 50% (v/v) Glycerin versetzt
und bei -20°C aufbewahrt.

2.9. Enzymaktivitatsbestimmung von NAD(P)(H)-GAPDH

NAD(P)(H)-GAPDH
1,3bisPGA + NAD(P)H — GAP + NAD(P) + P;

Die Enzymaktivitat wurde sowohl in Richtung der 1,3bisPGA-Reduktion, als auch in Rich-
tung der GAP-Oxidation gemessen, wobei entweder die Oxidation von NAD(P)H oder die
Reduktion von NAD(P) pro Zeiteinheit im Spektralphotometer 1001 (Eppendorf, Hamburg)
oder Uvikon 810 (Kontron, Watford UK) mindestens fiinf Minuten bei 340 nm (334 nm) und
25°C verfol gt warde. Der Extinktionskoeffizient] fir NAIXP) H betréigt bei 34(thm 6,22 x
106 cm2/mol (BERGMEYER 1974). Die spezifischen Aktivitdten wurden fiir das isolierte Enzym
in U/ml oder U/mg Protein, fiir NAD(P)(H)-GAPDH im Chloroplastenextrakt in pmol (mg
Chl)t h-1 umgerechnet, wobei ein Unit als Umsatz von einem pmol Substrat pro Minute
definiert ist.

AFktivitdtsnachweis: Oxidation von NAD(P)H mit 1,3bisPGA als Substrat
Der Enzymtest mit 1,3bisPGA als Substrat erfolgte in Anlehnung an die Methode von CERFF

(1982). Fiir diesen Enzymtest wurde die PGK aus Hefe (Saccharomyces cerevisae) von
Boehringer, Mannheim verwendet.

3PGA
ATP
PGK
ADP
1,3bisPGA
NAD(P)H
NAD(PYH-GAPDH
NAD(P) + P;

GAP
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Der MeBansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Gesamtvolumen: 100 mM Tris/HCI; pH 7,8
(1ml) 4,5 mM 3PGA

2 mM ATP

8 mM MgSOs4

1 mM EDTA

1,8 Units PGK

0,32 mM NAD(P)H

Dieser Testansatz wurde mit NADPH als Coenzym als Standard-Enzymtest verwendet, falls
nicht anders angegeben. Aus 3PGA und ATP wurde in der Kivette durch die PGK das Sub-
strat 1,3bisPGA synthetisiert (Inkubationszeit bei Raumtemperatur: zehn Minuten). An-
schlieBend wurde der Enzymtest durch Zugabe von Aliquots der Probe gestartet. Zur Be-
stimmung der Enzymaktivitat wurde ausschlieBlich die erste Minute nach Start des Enzym-
tests ausgewertet (vgl. Kap. 3.6., s. Abb. 13). Mittels der Gleichgewichtskonstanten der PGK
(Keq = 3,1 x 10-4, BUCHER 1963) errechnet sich eine 1,3bisPGA-Konzentration von 52,82 uM
im Testansatz. Die Anderung der Extinktion bei 334 nm oder 340 nm wurde bei 25°C in
einem Spektralphotometer 1001 (Eppendorf) oder Uvikon 810 (Kontron) mindestens fiinf
Minuten lang verfolgt.

[1,3bisPGA] x [ADP]
Keq =

[3PGA] x [ATP]

[1,3bisPGA] = (3,1 x 10 x [ATP] x [SPGA])2 = 52,82 uM
Aktivitdtsnachweis: Reduktion von NAD(P) mit GAP als Substrat

FBP
/ \ Aldolase
4—' GAP

NAD(P)

NADPY(H)-GAPDH
NAD(P)H

DHAP

Arsenat

1-Arsenat-3PGA
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Der Enzymtest wurde mit einigen Modifikationen in Anlehnung an die Methode von PUPILLO
& GIULIANI PICCARI (1973) durchgefiihrt. Statt GAP als Substrat wurde FBP (Fructose-1,6-
bisphosphat) eingesetzt. Durch Zugabe von Aldolase wird FBP in DHAP und das Substrat
GAP umgesetzt.

Gesamtvolumen: 50 mM Tricin/KOH, pH 8,5
(1 ml) 0,4 mM NAD(P)

2 Units Aldolase

1 mM FBP

10 mM Natriumarsenat

Die Anderung der Extinktion bei 334 nm oder 340 nm wurde bei 25°C in einem Spektralpho-
tometer 1001 (Eppendorf) oder Uvikon 810 (Kontron) mindestens fiinf Minuten lang verfolgt.

2.10. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in Anlehnung an die Methode von
BRADFORD (1976) spektralphotometrisch mit dem Farbstoff Coomassie Brillant Blue
G250/R250. Die Extinktionen wurden bei 595 nm gemessen, wobei BSA als Eichprotein ver-
wendet wurde.

2.11. Molekulargewichtsbestimmung von NAD(P)(H)-GAPDH durch
Gelfiltration

Das Molekulargewicht des nativen Enzyms wurde mittels Gelfiltration an der Superdex-200
(1,6 x 60 cm; Pharmacia) bestimmt (FluBrate: 1,5 ml/min). Die Eichung wurde mit Puffer H
und den Eichproteinen Cytochrom C (12,5 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa), Ovalbumin
(45 kDa), Albumin B (68 kDa), Katalase (240 kDa) und Ferritin (450 kDa) durchgefiihrt. Die
Aquilibrierung der Saule sowie die Durchfithrung der Gelfiltration erfolgte in Puffer I. Die
Protein-Detektion erfolgte tiber den Durchflul3-UV-Detektor des FPLC-Systems (Pharmacia).

Puffer H: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0
150 mM EDTA

Puffer I: 50 mM Tris/HCI; pH 8,0
5 mM EDTA
150 mM KCl1

2.12. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Diskontinuierliche SDS-PAGE (Gelplatte: 11,5 cm x 11,5 cm x 1,5 mm) wurde in Anlehnung
an die Methode von LAEMMLI (1970) bei konstanter Feldstirke durchgefiihrt. Ein 15%iges
Polyacrylamid-Trenngel wurde mit einem 3%igen Sammelgel tiberschichtet. Die Ermittlung
der apparenten Molekulargewichte erfolgte unter Verwendung eines Proteinstandard-Gemi-
sches (SIGMA Dalton Mark VII-L von Sigma, Deisenhofen) fur MolekulargewichtsgréBen
zwischen 13,2 kDa und 66 kDa nach der Methode von WEBER & OSBORN (1969).

2.13. Gewinnung von polyklonalem Antiserum

Spezifische polyklonale Antiseren gegen NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat wurden durch
Immunisierung eines Kaninchens (New Zealand White Rabbits, Linie Z) mit isoliertem Pro-
tein gewonnen. Die Immunisierung erfolgte mit 500 pg isolierter NAD(P)(H)-GAPDH in
komplettem Freundschen Adjuvans (50% v/v; Sigma, Deisenhofen). Nach 12-14 Tagen wurde



Material und Methoden 25

die Immunisierung wiederholt. Nach weiteren 12-14 Tagen wurde Blut aus der Ohrvene des
Kaninchens entnommen, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und tiber Nacht bei 4°C
gelagert. Das Serum wurde am néchsten Morgen dekantiert und zehn Minuten bei 3000g in
einer Tischzentrifuge (Herolab, Wiesloch) zentrifugiert, mit 0,04% (w/v) NaNs versetzt und
portioniert bei -20°C gelagert.

2.14. Western Blotting

Der Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membranen (Protran Nitrocellulose BA85 (0,45 pm;
Schleicher & Schuell, Dassel) erfolgte in Anlehnung an BURNETTE (1981). Nach der SDS-
PAGE erfolgte der Transfer in einer Multiphor II Blotting Apparatur (Pharmacia, Freiburg)
bei 0,8 mA/cm2h-1.

2.14.1. Quantifizierung von Western-Blots

Zur Quantifizierung von GapA und GapB in Spinatblattern, wurde das Blattgesamtprotein
mit Extraktionsmedium extrahiert.

Extraktionsmedium: 50 mM Hepes/KOH; pH 7,0
0,1% SDS
2 mM Na(SOs3)2
0,01% BSA

Mit einem Aliquot wurde eine SDS-PAGE (vgl. Kap. 2.12.) und anschliefend ein Western-
Blotting (vgl. Kap. 2.14.) durchgefiihrt. Fir einen Western-Blot wurde Antikérper gegen
gereinigte NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat verwendet. Die erhaltenen Banden GapA und
GapB wurden mit einem Gelscanner (Modell 1650, BioRad, Miinchen) gescannt, um festzu-
stellen, ob GapA und GapB in Spinat in identischen Mengen vorhanden sind.

2.15. Aktivierungsmoglichkeiten von NAD(P)(H)-GAPDH durch
1,3bisPGA und Reduktionsmittel

Zur Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH erfolgte eine Vorinkubation des Enzyms mit dem
jeweiligen Aktivator wie 1,3bisPGA und/oder DTTred in einem E-Cup fiir mindestens zehn
Minuten. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und die NAD(P)(H)-
GAPDH-Aktivitat entweder in der NAD(P)(H)-reduzierenden oder -oxidierenden Richtung
ermittelt. Alle Versuche, die unter reduzierende Bedingungen stattfanden, wurden mit ent-
gasten, mit Stickstoff durchlifteten Puffern durchgefiihrt.

Die Synthese von 1,3bisPGA erfolgte mit folgenden Komponenten in einem E-Cup fiir min-
destens zehn Minuten.

Synthese von 1,3bisPGA

Endvolumen: 100 mM Tris/HCI; pH 7,8
(500 pl) 1 mM EDTA

8 mM MgSOs4

9 mM 3PGA

4 mM ATP

3,6 Units PGK

Die 1,3bisPGA-Konzentration dieses Ansatzes betriagt 105,6 uM.

AnschlieBend wurden in einem weiteren E-Cup Aliquots des synthetisierten 1,3bisPGA mit
ca. 0,06 ug NAD(P)(H)-GAPDH in 500 pul Endvolumen versetzt. Wenn nicht anders angege-
ben, wurde NAD(P)(H)-GAPDH mit 21,12 uM 1,3bisPGA fiir mindestens zehn Minuten in
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kubiert. Die NADP(H)-GAPDH-Aktivitat wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durch Ent-
nahme entsprechender Volumina im NAD(P)H-reduzierenden oder -oxidierenden Aktivi-
tatstest ermittelt. Als Kontrolle wurde die Aktivitéit fur das nicht aktivierte Enzym vor Zu-
gabe von 1,3bisPGA zum Aktivierungsansatz ermittelt. Eine Aktivierung der NAD(P)(H)-
GAPDH durch ATP, 3PGA und MgS0Os allein in den im Bildungsansatz vorhandenen Kon-
zentrationen wurde in Kontrollexperimenten ausgeschlossen.

Zur Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH durch Reduktionsmittel wurden ca. 0,06 pg
NAD(P)(H)-GAPDH, falls nicht anders angegeben, mit 10 mM DTT:ed bei pH 7,8 unter
Stickstoffatmosphére inkubiert. Die Aktivitdtsmessungen erfolgten anhand von Aliquots, wie
unter 2.9.1. beschrieben.

2.16. Bestimmung der Kn- und Vmax-Werte fiir Substrate und
Coenzyme verschiedener Isoenzyme der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat und roter Paprikafrucht

Kn- und Vmar-Wert-Bestimmungen wurden mit der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spi-
nat, der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, den rekombinant hergestellten
GapAM-, GapBM- und GapBM*C.Formen aus Spinat; der angereicherten NAD(P)(H)-GAPDH
aus roter Paprikafrucht, der angereicherten GapCp aus roter Paprikafrucht und der gerei-
nigten rekombinanten GapCp aus roter Paprikafrucht bestimmt. Die K- und Vmaxr-Wert-
Bestimmung erfolgte entweder vollstandig oder teilweise fiir die Substrate 1,3bisPGA und
GAP, sowie fiir die Coenzyme NADPH, NADH und NAD.

Die jeweiligen GAPDH-Isoenzyme wurden zur Kn-Wert-Bestimmung, wie jeweils angegeben,
vorbehandelt.

- ohne Vorinkubation

- mit 1,3bisPGA inkubierte GAPDH

- mit DTTrea inkubierte GAPDH

- mit 1,3bisPGA und DTTreqd inkubierte GAPDH

Fir die Vorinkubation mit DTTrea wurde das Enzym zuvor 30 Minuten mit 20 mM DTTreq
versetzt. 1,3bisPGA wurde sowohl zur Vorinkubation (30 min) der Isoenzyme in E-Cups, als
auch als Substrat mit steigenden Konzentration in der Kiivette eingesetzt. In beiden Féllen
wurde ein 1,3bisPGA-generating system eingesetzt, da 1,3bisPGA sehr instabil ist. Die Syn-
these von 1,3bisPGA erfolgte entweder in E-Cups fiir die Vorinkubation (21 uM,
vgl. Kap. 2.13.), oder in Kiivetten. In den Kavetten wurden die ATP-Konzentrationen mit
0,2 mM konstant niedrig eingesetzt, um eventuelle Aktivierungen auszuschalten; die 3PGA-
Konzentrationen wurden variiert. Die Enzym-Aktivitats-Messungen erfolgten mit steigenden
Substrat- oder Coenzymkonzentrationen mittels Standard-Enzymtest. Die Kn-Werte wurden
nach der Methode von 'Lineweaver-Burk' bestimmt.

2.17. Bestimmung der Kus-Werte fiir verschiedene Aktivatoren der
NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat

Fuar die isolierte NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat wurden die Ko-Werte fiir ATP, NADP,
NADPH und 1,3bisPGA ermittelt. Dazu wurde die NAD(P)(H)-GAPDH unterschiedlich vor-
behandelt.

- Vorinkubation mit NAD
- Vorinkubation mit DTTreq
- Vorinkubation mit NAD und DTTrea
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Die Vorinkubation mit DTTreq erfolgte, indem das Enzym zuvor 30 Minuten mit 20 mM
DTTrea versetzt wurde. 1,3bisPGA wurde im Vorinkubationsansatz durch ein 1,3bisPGA-
generating system gebildet, da 1,3bisPGA sehr instabil ist. Die Synthese von 1,3bisPGA er-
folgte in E-Cups. Dazu wurden die ATP-Konzentrationen mit 0,2 mM konstant niedrig
gehalten, um eventuelle Aktivierungen auszuschalten; die 3PGA-Konzentrationen wurden
variiert. Die Inkubation mit 1,3bisPGA und NAD (0,14 mM) erfolgte ebenfalls fiir
30 Minuten.

Der Kq-Wert wurde bestimmt, indem die NADPH-abhiangige Aktivitat der jeweiligen En-
zymform (Standard-Enzymtest) mit jeweils steigenden Aktivator-Konzentrationen in der
Kuvette 32 Minuten lang gemessen wurde. AnschlieBend wurden nach der Methode von
'Lineweaver-Burk' die zu einem bestimmten Zeitpunkt (z.B. 20 min) erhaltenen Vmax-Aktivi-
tdten in Abhéangigkeit von den eingesetzten Aktivator-Konzentrationen in einer Grafik dar-
gestellt. Nach dem Prinzip der Kn-Wert-Bestimmung wird somit die Aktivierungsrate eines
Aktivators bestimmt (doppelt-reziproke Darstellung).

2.18. Isolierung intakter Chloroplasten aus Spinat und intakter
Chromoplasten aus roter Paprikafrucht

Isolierung intakter Chloroplasten aus Spinat

Intakte Chloroplasten wurden nach der Methode von BACKHAUSEN et al. (1994) isoliert.
Diese Methode zur Isolierung von Chloroplasten aus Spinatblattern wurde als Standard
verwendet.

Eine vereinfachte Methode der Isolierung intakter Chloroplasten aus Spinat (nach
MOURIOUX & DOUCE 1981) wurde als Ausnahme in Versuchen angewendet, in denen in in-
takten Spinat-Chloroplasten und intakten Chromoplasten roter Paprikafriichte die
Enzymaktivitiaten und Molekulargewichte der NAD(P)(H)-GAPDH und der GapCp vergli-
chen wurden (vgl. Kap. 3.14.1., s. Abb. 36).

Isolierung intakter Chromoplasten aus roter Paprikafrucht

Intakte Chromoplasten aus roter Paprikafrucht wurden in Anlehnung an die Methode von
CAMARA (1993) isoliert. Die Spinat- und Paprika-Plastiden wurden von J. E. Backhausen
und S. Vetter (Universitdt Osnabriick) freundlicherweise zur Verfliigung gestellt.

2.19. Bestimmung des Chlorophyll-Gehalts

Der Chlorophyll-Gehalt wurde bestimmt, indem 200 ul der Chloroplasten-Proben mit 800 pl
Aceton p.A. fir fiunf Minuten bei 4°C inkubiert wurden. Die Proben wurden eine Minute bei
hochster Drehzahl zentrifugiert (Tischzentrifuge, Herolab). Die Extinktion des Uberstandes
wurde bei 652 nm gegen Aceton p.A. (80%) als Referenz gemessen. Die Berechnung des
Chlorophyll-Gehalts erfolgte nach ARNON (1949):

Ees2
36

= Chlorophyllgehalt (mg/ml Acetonextrakt)

2.20. Bestimmung des Intaktheitsgrade

Bestimmung des Intaktheitsgrades isolierter Chloroplasten aus Spinat

Fur jede einzelne Praparation wurde der prozentuale Anteil intakter Spinat-Chloroplasten
nach der Methode von LILLEY et al. (1975) bestimmt. Es wurden nur Chloroplasten verwen-
det, die einen Intaktheitsgrad von mindestens 90% aufwiesen.
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Bestimmung des Intaktheitsgrades isolierter Chromoplasten aus roter
Paprikafrucht

Die Intaktheit von Chromoplasten aus roter Paprikafrucht wurde mittels Latency-Test
(QUAIL 1979) von NAD(P)(H)-GAPDH tberprift und mit 78-86% bestimmt. Kontaminierun-
gen mit anderen Kompartimenten wurden durch Marker-Enzym-Messungen (QUAIL 1979)
ausgeschlossen. Fiir Mitochondrien wurde Citrat-Synthase-, fiir das Cytosol Pyrophospho-
rylase- und fiur Peroxisomen Hydroxypyruvat-Reduktase- oder Katalase-Aktivitdt gemessen.

2.21. Messung von NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitat in isolierten intakten
Spinat-Chloroplasten

Isolierte Chloroplasten wurden in der Sauerstoffelektrode (Hansatech, Kings Lynn) in einem
Inkubationsansatz verschiedenen Bedingungen (Dunkelheit, Belichtung bei 700 pE oder
Zugabe von Stoffwechselintermediaten) ausgesetzt.

Reaktions-
ansatz: 330 mM Sorbit
(1 ml) 20 mM Hepes/KOH; pH 7,6
2 mM EDTA
1 mM MgCl2
1 mM MnCl2
0,2% BSA, entfettet
Inkubations-
ansatz: 0,2 mM KH2PO4
500 Units Katalase
5 mM NaHCO3
15 ul isolierte Chloroplasten

(ca. 50 ug Chl/ml Gesamtvolumen)

Die Chloroplasten wurden im Dunkeln zugegeben, wobei nach 2miniitiger Adaptation der
'Dunkel-Wert' entnommen wurde. Daraufhin wurden Stoffwechselintermediate (ATP und
3PGA) und K2HPOs in verschiedenen Konzentrationen, oder DTTred zugegeben. Der Zeit-
punkt der Zugabe wurde gleich Null gesetzt. In weiteren Versuchen wurden die dunkel ge-
haltenen Chloroplasten, denen entweder kein oder ein Effektor zugesetzt wurde, nach funf
Minuten belichtet. Proben belichteter Chloroplasten wurden nach sechseinhalb Minuten der
Belichtung entnommen oder nach vier Minuten der Belichtung wurde ATP zugesetzt.
Aliquots (ca. 1,5 ug Chlorophyll - 50 ul der Chloroplastensuspension) wurden zu verschie-
denen Zeitpunkten in 250 pl entgasten Puffer J tiberfiihrt, geschiittelt und in fliissigem
Stickstoff bis zur Messung gelagert.

Puffer J: 4 mM EDTA; pH 8,0
0,05% (v/v) Triton X-100;
pH 7,8 (KOH)

2.22. Herstellung der Proben zur Metabolitenbestimmung im
Chloroplasten durch Silikonolzentrifugation

Zur Bestimmung der Metabolitengehalte im Stroma der Chloroplasten wurden sie mittels
Silikonélzentrifugation (HELDT 1980, STITT et al. 1989) vom umgebenden Medium abge-
trennt. Dazu wurden 400 pl Polyethylenréhrchen (Sarstedt, Niirnberg) folgendermafBen be-
schichtet:
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Perchlorsiure-Losung: 700 mM Saccharose
8% HCIO4
1 mM EDTA
0,025% (v/v) Triton X-100
70 ul Silikonol AR20/AR200 (Wacker Miinchen) (1/5)
200 ul Chloroplastensuspension

Zuerst wurden 50 pl Perchlorsdure-Lésung in die Polyethylenréhrchen gefillt, die durch
kurze Zentrifugation in die Spitze des E-Cups beférdert wurde. Darauf wurden 50 pl Sili-
konol pipettiert und erneut kurz zentrifugiert. Auf zwei bis sechs Gradienten wurden jeweils
200 pl Chloroplastensuspension ziigig aufgetragen und 30 Sekunden in einer Tischzentrifuge
mit Horizontalrotor (Mikrofuge E, Beckman) zentrifugiert. Proben, die wiahrend der
Belichtung genommen wurden, wurden wihrend der Zentrifugation mit der gleichen Licht-
starke mittels eines Diaprojektors belichtet, der tiber der Zentrifuge angebracht war. An-
schlieBend wurden sie in flissigem Stickstoff bis zur Messung gelagert. Zur Analyse der
Metaboliten im Stroma wurden die Gradienten im Eisbad aufgetaut. Aus der unteren Phase
wurde mit einer 50 pl-Hamiltonspritze 45 ul-Aliquots entnommen.

2.23. Neutralisierung der Proben

Nach dem Auftauen der Perchlorsdure-Extrakt-Proben im Eisbad wurde durch Zugabe des
doppelten Volumens Neutralisierungs-Losung ein pH-Wert von 7,5 eingestellt. Zur Neutrali-
sierung wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das ausgefallene Kalium-
chlorat durch 5minittige Zentrifugation entfernt.

Neutralisierungs-Losung: 8 ml 3 M KHCOs (gesattigt)
1 ml 1 M Triethanolamin/HCI, ungepuffert
ad pH 9,0 mit
0,5-1 ml 3 M K2COs (gesattigt)

2.24. Metabolitenbestimmung im Chloroplasten: ATP, ADP, 3PGA
und DHAP

ATP- und ADP-Konzentrationen im isolierten intakten Chloroplasten

Die Bestimmung der ATP- und ADP-Konzentrationen im Chloroplasten erfolgte nach der
luminometrischen Methode von HAMPP (1985). Dazu wurden aliquote Anteile der neutrali-
sierten Proben aus der unteren Phase verwendet (vgl. Kap. 2.23.). Die ATP- und ADP-Be-
stimmungen wurden freundlicherweise von J. E. Backhausen (Universitdt Osnabriick) und
C. Kitzmann (TU Berlin) durchgefiihrt.

3PGA- und DHAP-Konzentrationen im isolierten intakten Chloroplasten

Die Bestimmung der 3PGA- und DHAP-Konzentrationen im Chloroplasten erfolgte nach der
Methode von LOWRY & PASSONEAU (1972) am Sigma ZFP 22 Doppelwellenlangenphotometer
bei einer Wellenldnge von 334 nm und einer Referenzwellenldnge von 405 nm. Dazu wurden
aliquote Anteile der neutralisierten Proben aus der unteren Phase verwendet
(vgl. Kap. 2.23.). Die 3PGA- und DHAP-Bestimmung wurde freundlicherweise von J. E.
Backhausen (Universitat Osnabriick) durchgefiihrt.
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Die Konzentrationen von 3PGA und DHAP wurden mit folgendem Enzymtest ermittelt.

Gesamtvolumen: 100 mM Tris/HCI; pH 8,1

(1 ml) 5 mM MgCls
2 mM ATP
0,05 mM NADH

Chloroplastenprobe

zur DHAP-

Bestimmung: 0,5 Units Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase
0,5 Units Triosephosphat-Isomerase
2 Units PGK

zur 3PGA-

Bestimmung: 2 Units NAD(H)-GAPDH

Durch sukzessive Zugabe der Hilfsenzyme konnten beide Metabolite in einem Testansatz
gemessen werden.

2.25. Molekulargewichtsbestimmung der NAD(P)(H)-GAPDH in
Spinat-Chloroplastenextrakten

Die Chloroplastenisolierung erfolgte wie unter 2.18. beschrieben. Inkubation und Belichtung
der Chloroplasten erfolgte in der Sauerstoffelektrode unter gleichen Bedingungen, wie in
2.21. beschrieben. Wiahrend der Inkubation wurden Proben zur Molekulargewichtsbestim-
mung an der Superdex-200 entnommen. Dazu wurden jeweils 400 ul der Chloroplastensus-
pension (ca. 200 pg Chl) in 1600 pl Puffer J Gberfiihrt. Die erhaltenen 2 ml-Proben wurden
entweder bei héchster Drehzahl in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert oder durch
einen FP 030/3-Nitrocellulosefilter (Schleicher & Schuell, Dassel) gepreB3t (klare Chloro-
plastensuspension) und sofort auf die Superdex-200 (Pharmacia) aufgetragen (vgl.
Kap. 2.11., Puffer I). Die Aktivitdtsbestimmung in den erhaltenen Fraktionen erfolgte im
Standard-Aktivitdtstest, wobei, wenn nicht anders angegeben, die Anfangsaktivitdten ermit-
telt wurden.

2.26. Molekulargewichtsbestimmung der NAD(P)(H)-GAPDH und der
NAD(H)-GapCp in roten Paprikafrucht-Chromoplasten

Die Isolierung intakter Chromoplasten aus roter Paprikafrucht erfolgte wie unter 2.18.
beschrieben. 1 mg/ml rote Paprika-Chromoplasten wurden in 1600 ul Puffer J (vgl. Kap.
2.21.) tberfihrt, gemischt und fiir fiinf Minuten bei 10000g zentrifugiert und gegebenenfalls
durch einen 0,2 um-Filter (Schleicher & Schuell, Dassel) gepref3t. Anschlielend wurde der
Uberstand (2 ml) auf die Superdex-200 (Pharmacia) aufgetragen (vgl. Kap. 2.4.1., Puffer I).
In den erhaltenen Fraktionen wurden die Aktivitdten der NAD(P)(H)-GAPDH und der
NADH)-GapC im Standard-Enzymtest bestimmt.

2.27. Limitierte Proteolyse der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat

Die limitierte Proteolyse wurde in Anlehnung an die Methode von ZAPPONI et al. (1993)
durchgefiihrt. NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat (1mg/ml) wurde zunéchst mittels einer NAP5-
Saule entsalzt und in 50 mM Tes/KOH-Puffer, pH 7,4 umgepuffert. Anschliefend wurde die
Proteinlésung im Thermoblock bei 37°C mit 10% (w/w) V8-Endoproteinase aus Staphylo-
coccus aureus inkubiert. Fir die Aktivitdtsmessungen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
Aliquots entnommen und mit 10% (w/w) Protease-Inhibitor (a2-Makroglobulin) versetzt, um
die Proteolyse zu stoppen. Parallel dazu wurden Aliquots entnommen, ebenfalls mit oe-
Makroglobulin gestoppt und mit den Proben eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Um die Inten
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sitdt der Banden zu bestimmen, wurde das Gel mit einem Gelscanner (Modell 1650, BioRad,
Miinchen) gescannt. In weiteren Versuchen wurden nach verschiedenen Zeiten der Proteo-
lyse Proben entnommen und mit ihnen Gelfiltrationen an der Superdex-200 (Pharmacia)
durchgefiihrt.

2.28. Bioinformatische Analysen

Die in dieser Arbeit bendtigten Aminosduresequenzen verschiedener Isoenzyme der GAPDH
wurden tiber den "ExPASy Molecular Biology Server" des Swiss Institute of Bioinformatics
unter (http:/www.expasy.ch) aufgerufen.

Identitdten und Homologien der GAPDH-Isoenzyme wurden mit Hilfe des Programms
"LALIGN" (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN form.html) nach dem Algorithmus von
HUANG & MILLER (1991) erstellt.

2.29. Darstellung der Ergebnisse

Die im Laufe dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit intakten isolierten Chloroplasten waren
nicht in allen Fallen vollig identisch. Da Spinat hydroponisch in der Klimakammer angezo-
gen wurde, traten entwicklungs- und jahreszeitliche Schwankungen auf, jedoch nur in ge-
ringem Umfang. Die beobachteten Abweichungen rithren zum Teil von Schwankungen des
Chlorophyllgehaltes her, welcher als Bezugsgrifie fir alle Messungen diente. Die im Ergeb-
nisteil dargestellten Abbildungen fithren daher typische Ergebnisse, die mit einer repréisen-
tativen Chloroplastenpréaparation erhalten wurden, auf. Die einzelnen Experimente wurden
mindestens dreimal wiederholt, und in allen Fallen wurden tendenziell gleiche Resultate
erzielt
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchungen zur NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivierung in
isolierten intakten Spinat-Chloroplasten

3.1.1. Chloroplasten in der Dunkelphase

Die NADPH-abhéngige Aktivitat der isolierten chloroplastiddren NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat wird durch Reduktion sowie durch Metabolite wie 1,3bisPGA, ATP, NADP und
NADPH gesteigert.

Zum Verstandnis der Regulation in vivo ist es wichtig, die Zusammenhédnge zwischen
Reduktion und Effekten spezifischer Metabolite im intakten System zu untersuchen. Die
Manipulation der Metabolitgehalte in isolierten intakten Chloroplasten ist wesentlich kom-
plizierter als beim isolierten Enzym, da nur wenige Metabolite durch spezifische Transloka-
toren in das Stroma transportiert werden kénnen. Pyridinnucleotide werden nicht iiber
Envelope-Membranen transportiert, wodurch eine Manipulation der NAD(P)(H)-Gehalte
nicht moglich ist. Die Aufnahme von 3PGA in die Chloroplasten erfolgt im Gegentausch mit
Pi iiber den Phosphattranslokator (FLIEGE et al. 1978). Fir ATP ist ein von HELDT (1969)
beschriebener Adeninnucleotid-Translokator vorhanden. Die Berechnung der 1,3bisPGA-
Konzentration im Chloroplasten erfolgt mittels der Gleichgewichtskonstanten der PGK
(vgl. Kap. 2.9.), und es wird davon ausgegangen, dass die externe Zugabe von ATP zu einem
gleichzeitigen Export von ADP fiihrt, so dass die ADP-Konzentrationen im Spinat-
Chloroplasten gleich Null gesetzt werden konnen (HELDT 1969).

Als in Frage kommender Metabolit-Effektor wurde zunéchst 1,3bisPGA ausgewihlt, um zu
uberprifen, ob es die NAD(P)(H)-GAPDH in isolierten intakten Spinat-Chloroplasten akti-
viert. Durch externe Zugabe von 3PGA und ATP kann im Chloroplasten wahrend der Dun-
kelphase die Konzentration von 1,3bisPGA manipuliert werden. Im Chloroplasten ist die
Aktivitat der PGK ausreichend vorhanden, um selbst im Dunkeln das Gleichgewicht zwi-
schen 3PGA, ATP und 1,3bisPGA einzustellen (EDWARDS & WALKER 1983). Im Dunkeln kén-
nen nicht nur die metabolischen Verhiltnisse, sondern auch die Reduktionen von
Zielenzymen simuliert werden. Dies kann durch Zugabe von Reduktionsmitteln wie DTTred
erreicht werden.
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in intakten
Spinat-Chloroplasten im Dunkeln unter verschiedenen Zusitzen zum Medium. Die
Chloroplasten wurden dunkel gehalten und entweder (O) 20 mM DTTred oder (@) 5 mM 3PGA
und 2 mM ATP (55,6 uM 1,3bisPGA) oder (O) zusammen zum Zeitpunkt Null zugesetzt. Die
Anfangsaktivitidten der NAD(P)(H)-GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu
den angegebenen Zeitpunkten gemessen. Der Aktivitatstest wurde mit NADPH als Co-enzym
durchgefiihrt.
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In Abbildung 6 ist dargestellt, wie NAD(P)(H)-GAPDH in Spinat-Chloroplasten im Dunkeln
auf die Zugabe von 20 mM DTTreq alleine, 5 mM 3PGA und 2 mM ATP (55,6 pM 1,3bisPGA)
alleine, sowie in Kombination reagiert. Der zeitliche Verlauf der Aktivitdt des Enzyms wurde
16 Minuten lang verfolgt.

Durch Zugabe von 20 mM DTTred verdreifacht sich die Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH-
Grundaktivitdat auf ca. 60%. Die Errechnung der 1,3bisPGA-Konzentation im Stroma der
Dunkel-inkubierten Chloroplasten erfolgte mittels der Gleichgewichtskonstanten der PGK
unter der Annahme, dass die ADP-Konzentration aufgrund des Austausches gegen externes
ATP vernachlassigbar gering ist. Mit 55,6 uM 1,3bisPGA, welches aus 2 mM ATP und 5 mM
3PGA im Chloroplasten gebildet wird, wird das Enzym auf ca. 70% aktiviert. Die Maxi-
malaktivitdt von 1000 pmol (mg Chl)-! h-! wurde nur erreicht, wenn das Enzym mit beiden
Effektoren inkubiert wurde. Hier nicht aufgefiihrte Versuche ergaben, dass bei gleichzeitiger
Inkubation mit 20 mM DTTrea eine Konzentration von 5 uM 1,3bisPGA ausreicht, um die
NAD(P)(H)-GAPDH ebenfalls maximal zu aktivieren. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen,
dass bei externer Zugabe sehr hoher Mengen an ATP und 3PGA zu Spinat-Chloroplasten im
Dunkeln der Umsatz der von der NAD(P)(H)-GAPDH katalysierten Reaktion zunimmt und
ADP in signifikanten Mengen akkumulieren kann. Aus diesem Grund kénnen die realen
1,3bisPGA-Konzentrationen geringer sein als die errechneten.

Durch Zugabe variierender Konzentrationen von ATP und gleichbleibender Konzentrationen
von 3PGA zu Spinat-Chloroplasten in der Dunkelphase wurde die Aktivierungskonstante
(Kqo) der NAD(P)(H)-GAPDH bestimmt. Die steady-state-Aktivitidten, die nach 20 Minuten

gemessen wurden, wurden gegen die errechneten 1,3bisPGA-Konzentrationen aufgetragen.

Tabelle 4: Aktivierungsstatus der NAD(P)(H)-GAPDH in Chloroplasten wihrend der
Dunkelphase, der sich abhéngig aus der Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen
von ATP und gleichbleibender Konzentration von 3PGA ergibt. Die NADPH-abhéingige
Aktivitat der GAPDH war zwischen zwei und sechs Minuten nach der Zugabe konstant. Die
resultierende 1,3bisPGA-Konzentration wurde anhand der Gleichgewichtskonstanten der
PGK-Reaktion (Keq = 3,1 x 10%) errechnet.

ATP 3PGA 1,3bisPGA NAD(P)(H)-GAPDH

(mM) (mM) (nM) (umol (mg Chl)* h)
- - 0,082 180

0,05 2,0 5,0 344

0,20 2,0 11,0 495

0,50 2,0 17,6 586

1,00 2,0 24,8 701

2,00 2,0 35,2 741

a: Dieser Wert wurde aus endogenen Konzentrationen von ATP und 3PGA ermittelt.

Aus den Werten in Tabelle 4 ergibt sich in Spinat-Chloroplasten im Dunkeln ein Ko-Wert fiir
NAD(P)(H)-GAPDH fiir den Effektor 1,3bisPGA von 11-17 uM.

3.1.2. Belichtete Chloroplasten

In Abbildung 7 wurden die Spinat-Chloroplasten zunichst fiinf Minuten dunkel inkubiert
und der zeitliche Verlauf der NADPH-Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH ohne weitere Zuga-
ben, nach Zugabe von 1 mM ATP oder nach Zugabe von 2 mM 3PGA und 0,2 mM ATP
(11 uM 1,3bisPGA) verfolgt.
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in intakten
Spinat-Chloroplasten. Die Chloroplasten wurden vor der Belichtung (Pfeil und offene Sym-
bole) funf Minuten dunkel gehalten (geschlossene Symbole). Beim Start der Dunkelinkubation
wurden entweder (®) 1 mM ATP oder () 2 mM 3PGA und 0,2 mM ATP (11 uM 1,3bisPGA)
zugesetzt. Zu der belichteten Probe (V) ohne Zusitze wurden nach vier Minuten (&) 2 mM ATP
zugegeben. Die Anfangsaktivitiaten der NAD(P)(H)-GAPDH in den Proben wurden im
Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen. Der Aktivititstest wurde mit
NADPH als Coenzym durchgefiihrt.

Unter Kontrollbedingungen, d.h. ohne Zugabe von Metaboliten, blieb die Aktivitat der
NADP)(H)-GAPDH im Dunkeln unverandert. Durch Zugabe von 1 mM ATP stieg die
Grundaktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH von 200-300 umol (mg Chl)-1 h-! wihrend der Dun-
kelinkubation nur leicht an, wahrend die Zugabe von ATP und 3PGA zu einer halbmaxima-
len Aktivitat von 600 pmol (mg Chl)-1 h-1 fiihrte.

Nach dem Start der Belichtung stieg die Aktivitat in allen drei Ansédtzen zunéchst schnell
an. Durch alleinige Belichtung des unbehandelten Chloroplastenextraktes im Dunkeln
konnten mit ca. 600 pmol (mg Chl)-1 h-1 nur ca. 50% der Maximalaktivitat erreicht werden.
Wurde nach sechs Minuten 2 mM ATP zugegeben, stieg die Aktivitdat auf ca. 1000 pmol (mg
Chl)-t h-t an. Die Maximalaktivitdt von 1200 pumol (mg Chl)-1 h-1 wurde im Ansatz mit 3PGA
und ATP nach ungefahr funf Minuten erreicht.

Wihrend der Belichtung des Spinat-Chloroplasten erfolgt nicht nur eine Reduktion der
NAD(P)(H)-GAPDH, sondern gleichzeitig erhéhen sich auch die Konzentrationen an 3PGA,
ATP und 1,3bisPGA. Um zu kldaren, ob 1,3bisPGA oder ATP fir die Aktivierung der
NAD(P)(H)-GAPDH in belichteten Spinat-Chloroplasten verantwortlich ist, wurden die ATP-
, ADP- und 3PGA-Konzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Belichtung
bestimmt. Aus den ermittelten Werten wurden die entsprechenden 1,3bisPGA-Konzen-
trationen mittels der Gleichgewichtskonstanten der PGK (vgl. Kap. 2.9.) errechnet.

Aus Abbildung 8 ist zu ersehen, dass die Konzentration von ATP zunachst ansteigt, dann
aber sinkt, wihrend die 1,3bisPGA- und 3PGA-Konzentrationen in den ersten fiinf Minuten
der Belichtung kontinuierlich ansteigen. Die gemessenen ADP-Konzentrationen sind in Ab-
bildung 8 nicht aufgefiihrt, denn der ATP- plus ADP-Level wiahrend des Dunkel/Licht-Wech-
sels bleibt mit 0,6 mM relativ konstant hoch.

Aus den Abbildungen 7 und 8 und der Tabelle 4 geht hervor, dass die Aktivierung der
NAD(P)(H)-GAPDH wahrend der Belichtung keinerlei Korrelationen mit den Verdnderungen
der stromalen ATP-Konzentration aufweist. Im Gegensatz dazu verlduft der Anstieg der
NADPH-GAPDH-Aktivitidt ohne Zugabe weiterer Effektoren (s. Abb. 7) parallel zum Anstieg
der stromalen 1,3bisPGA-Konzentration (s. Abb. 8).
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Abbildung 8: Anderungen der stromalen Metabolitengehalte wihrend der Belich-
tung intakter Spinat-Chloroplasten. Die Konzentrationen von (O) ATP und (&) 3PGA wur-
den in den Proben zu den angegebenen Zeiten wie in Material und Methoden bechrieben, be-
stimmt (vgl. Kap. 2.24.). Die (&) resultierende 1,3bisPGA-Konzentration wurde mit Hilfe der
Gleichgewichtskonstanten der PGK-Reaktion kalkuliert (Keq = 3,1 x 10%).

3.2. Aggregationsformen der NAD(P)(H)-GAPDH in isolierten
intakten Spinat-Chloroplasten

Aus bisherigen Ergebnissen ist ersichtlich, dass die NADPH-abhéngige GAPDH in Abhén-
gigkeit von Metaboliten oder durch Reduktion verschieden hohe Endaktivitédten erreicht. In
weiteren Versuchen wurde untersucht, in wieweit die unterschiedlichen Endaktivitdten mit
Anderungen im Molekulargewicht einhergehen. Fiir diese Versuche wurde die Superdex-200

Gelfiltrationssdule gewihlt, um eine zuverldssige Trennung sowohl der tetrameren Form der
NADP)(H)-GAPDH (150 kDa), als auch der hexadecameren Form der NAD(P)(H)-
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Abbildung 9: Protein-Elutionsprofil (280 nm) einer intakten Spinat-Chloroplasten-
probe an der Superdex-200. Die Probe wurde nach sechseinhalb Minuten der Belichtung
entnommen. Das Protein-Elutionsprofil eines Dunkel-gehaltenen Spinat-Chloroplasten unter-
scheidet sich nicht von belichteten Spinat-Chloroplasten (Daten nicht gezeigt).

GAPDH (600 kDa) zu erzielen. Diese Saule trennt Proteine in einem Molekulargewichts-
bereich von 10 kDa bis 600 kDa. Somit ist gewéahrleistet, dass NAD(P)(H)-GAPDH in der
hohen Molekulargewichtsform erst nach dem AusschluBBvolumen eluiert (PHARMACIA 1998).
Gelfiltrationen von Chloroplastenextrakten ergaben ein charakteristisches Protein-Eluti-
onsprofil (s. Abb. 9) mit vier Extinktionsmaxima bei 280 nm.
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Das erste Maximum wurde bei der Elution des Gesamt-Chlorophyllgehalts mit Tritonvesi-
keln erreicht (Ausschluvolumen bis 50 ml). Der zweite Peak (57 ml) bei 550 kDa enthélt die
RubisCo. Die meisten 16slichen Proteine der Spinat-Chloroplasten eluierten im dritten Peak
bei einem Elutionsvolumen von 67 ml (150 bis 200 kDa). Das dem Reaktionsansatz zuge-
setzte BSA eluierte bei einem Elutionsvolumen von 78 ml mit einem Molekulargewicht von
70 kDa.

3.2.1. Aggregationsformen der NAD(P)(H)-GAPDH in Chloroplasten
wahrend der Dunkelphase

In Abbildung 10 ist der Aggregationszustand der NAD(P)(H)-GAPDH in Chloroplasten im
Dunkeln dargestellt. Die Chloroplasten wurden entweder nicht oder mit 10 mM DTTred, oder
ATP und 3PGA in verschieden hohen Konzentrationen inkubiert.
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Abbildung 10: Aggregationszustidnde der NAD(P)(H)-GAPDH in intakten Spinat-
Chloroplasten wahrend der Dunkelphase in Abhingigkeit von Zusitzen zum Me-
dium. Die Fraktionen wurden nach Vorinkubation mit 10 mM DTTred in der Kiivette und
Start der Reaktion mit NADPH im Standard-Aktivitdtstest gemessen. (A) ohne Zusatz, (B)
10 mM DTTreq, (C) 2 mM 3PGA und 0,2 mM ATP (11 uM 1,3bisPGA), (D) 5 mM 3PGA und
2 mM ATP (55,6 uM 1,3bisPGA). Das Elutionsvolumen von 53 ml entspricht dem Molekular-
gewicht von 600 kDa; von 70 ml dem von 150 kDa.

In den Chloroplasten erscheint die NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkeln fast ausschlieBlich in der
600 kDa-Form, jedoch eluiert auch ein kleiner Anteil bei 300 kDa (s. Abb. 10A). Die Zugabe
von 10 mM DTT:ed zu Chloroplasten im Dunkeln resultierte tiberwiegend in der 600 kDa
groBen NAD(P)(H)-GAPDH-Form und nur ein geringer Anteil eluierte bei geringeren
Molekulargewichten (s. Abb. 10B). Im Gegensatz dazu konnte in den mit den resultierenden
11 uM (s. Abb. 10C) und 55,6 uM (s. Abb. 10D) 1,3bisPGA-Konzentrationen behandelten
Chloroplastenproben eine teilweise oder absolute Dissoziation in die 150 kDa-Form erzielt
werden. In den Abbildungen 10A-D sind die Maximalaktivitdten der NADPH-abhéngigen
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Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH aufgefihrt, da die NAD(P)(H)-GAPDH vor der Be-
stimmung der Aktivitdt im Enzymtest mit 10 mM DTTred inkubiert wurde.

3.2.2. Aggregationsformen der NAD(P)(H)-GAPDH in belichteten
Spinat-Chloroplasten

In weiteren Experimenten wurden Gelfiltrationen an der Superdex-200 mit sechseinhalb
Minuten lang belichteten Chloroplasten (s. Abb. 11A) und Chloroplastenproben, denen nach
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Abbildung 11: Aggregationszustiande der NAD(P)(H)-GAPDH in belichteten intakten
Spinat-Chloroplasten. Die Chloroplastenproben wurden nach sechseinhalb Minuten der Be-
lichtung entnommen und im Standard-Aktivitatstest mit NADPH als Coenzym gemessen. (A)
Die Fraktionen wurden ohne Vorinkubation (®) und nach Inkubation mit 10 mM DTTred in der
Kivette und Start der Reaktion mit NADPH gemessen (O). (B) ATP (2 mM) wurden nach vier
Minuten Belichtung zugegeben und nach weiteren sechseinhalb Minuten die Probe gemessen.
(C) Die Chloroplasten wurden zehn Minuten belichtet und dann verdunkelt. Die Probe wurde
nach fiunf Minuten im Dunkeln gemessen. Das Elutionsvolumen von 53 ml entspricht dem
Molekulargewicht von 600 kDa; von 69 ml dem von 150 kDa.

vier Minuten Belichtung 2 mM ATP zugesetzt wurden (s. Abb. 11B), durchgefiihrt. In Abbil-
dung 11C sind das Elutionsprofil und die NADPH-GAPDH-Aktivitat, nachdem die Chlo
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roplasten zehn Minuten belichtet und anschlieBend funf Minuten dunkel gehalten wurden,
aufgefiihrt.

In den Proben aus belichteten Chloroplasten findet sich die NADPH-abhéngige Aktivitat der
NAD(P)(H)-GAPDH zu etwa gleichen Teilen in der 600- und 150 kDa-Form. Ein geringer
Teil der Aktivitéat eluiert bei 300 kDa. Werden die einzelnen Fraktionen durch Zugabe von
10 mM DTTred im Enzymtest aktiviert, steigt lediglich die Aktivitat der 600 kDa-Form, nicht
aber die der 150 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH (s. Abb. 11A). Die Zugabe von 2 mM ATP zu be-
lichteten Chloroplasten fiihrt zu einer fast ausschlie3lichen Dissoziation der NAD(P)(H)-
GAPDH in die tetramere Form (s. Abb. 11B). Nach der 5minititigen Dunkelinkubation von
belichteten Chloroplasten aggregiert die NAD(P)(H)-GAPDH teilweise wieder in die
600 kDa-Form (s. Abb. 11C). Im Vergleich zur belichteten Probe findet sich nur unwesentlich
mehr GAPDH-Aktivitat im 600 kDa-Bereich. Die restliche Aktivitat verteilt sich auf
geringere Molekulargewichte. In diesem Experiment (s. Abb. 11C) parallel gemessene
NADPH-GAPDH-Aktivitit (nicht gezeigt) ohne Vorinkubation mit DTTred im Enzymtest
verringerte sich um etwa 50% der belichteten Probe (s. Abb. 11A).

3.3. Einflull der Zugabe von Phosphat zu belichteten Chloroplasten
und zu Chloroplasten wiahrend der Dunkelphase

Anorganisches Phosphat (Pi) im Inkubationsmedium der Chloroplasten beeinflul3t signifi-
kant die Rate der COz-Fixierung (FURBANK et al. 1987). Durch Zugabe einer geringen Phos-
phatkonzentration von 0,02 mM ist das ATP/ADP-Verhéltnis relativ niedrig, wahrend die
3PGA-Konzentration mit 2,7 mM relativ hoch liegt. Unter optimalen Bedingungen (0,2 mM
Phosphat) steigt die ATP-Konzentration, wiahrend die 3PGA-Konzentration abnimmt. Die
hohe Phosphatkonzentration von 2 mM Phosphat fiihrt zu einem erhéhten ATP/ADP-Level,
wahrend die 3PGA-Konzentration sehr gering ist. Dieses Phdnomen ist durch den Phosphat-
Translokator, der Phosphat im Austausch mit Triose-Phosphaten und 3PGA vermittelt, be-
dingt (HELDT & RAPLEY 1970).

Tabelle 5: Metabolit-Gehalte, NADPH-GAPDH-Aktivierung und Aggregationszu-
stande in isolierten intakten Spinat-Chloroplasten, die in Gegenwart verschiedener
Phosphatkonzentrationen belichtet wurden. Die Proben wurden nach dreieinhalb Minu-
ten der Belichtung in Parallel-Experimenten auf die Metabolit-Gehalte und Aktivitaten tber-
prift. Die Aggregationszustidnde wurden nach Gelfiltrationsexperimenten mit der Superdex-
200 ermittelt und die Flachen unter den Peaks der Elutionsprofile bestimmt (die 300 kDa-
Form wurde nicht berticksichtigt). Das Stroma-Volumen wurde mit 27 ul bestimmt (HELDT
1980). Die 1,3bisPGA-Konzentration wurde anhand der Gleichgewichtskonstanten der PGK-
Reaktion (Keq = 3,1 x 104) errechnet. Der Enzymtest wurde mit NADPH als Coenzym durch-

gefiihrt.
Pi ATP ADP 3PGA 1,3bisPGA NADPH-GAPDH 150 kDa 600 kDa
(mM) (@mM) (mM) (mM) (nM) (pmol (mg Chl)! h?) (%) (%)
0,02 0,133 0,301 2,722 0,370 700 34 41
0,2 0,326 0,295 1,538 0,527 750 39 42
2,0 0,379 0,215 0,382 0,210 680 39 35
0,22 0,144 0,360 0,672 0,083 200 6 68
0,2b 0,110 0,307 0,601 0,067 650 15 68

a: Die Chloroplasten wurden dunkel gehalten.
b: Die Chloroplasten wurden im Dunkeln mit 20 mM DTTyed inkubiert.
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In der Tabelle 5 sind die aus den oben genannten Bedingungen in belichteten Chloroplasten
resultierenden 1,3bisPGA-Konzentrationen und die sich daraus ergebenden NADPH-
GAPDH-Aktivitaten und Aggregationszustinde aufgefiihrt.

In Tabelle 5 ist dargestellt, dass mit 0,2 mM Phosphat die maximale Aktivitdt der NADPH-
GAPDH von 750 umol (mg Chl)-! h-! mit der ebenfalls héchsten Konzentration an 1,3bisPGA
von 0,527 uM korreliert, wiahrend die héchste Konzentration von ATP mit 0,379 mM (2 mM
Pi) zu einer NADPH-GAPDH-Aktivitat von 680 pmol (mg Chl)1 h-! fiithrte.

Die Aggregationszustidnde der NAD(P)(H)-GAPDH sind unter diesen Bedingungen relativ
konstant in der 600 kDa- und 150 kDa-Form verteilt. In Dunkel-adaptierten Chloroplasten
ist die 1,3bisPGA-Konzentration so gering, dass die NAD(P)(H)-GAPDH fast ausschlief3lich
in der 600 kDa-Form erscheint. Die Zugabe von DTTred zu Chloroplasten im Dunkeln fiihrt
zu einer Aktivitéatssteigerung der NADPH-GAPDH, ohne eine signifikante Dissoziation in
die tetramere Form zu bewirken (s. Abb. 10B).

Die in den Kapiteln 3.1. bis 3.3. aufgefiihrten Ergebnisse sind in BAALMANN et al. (1994)
publiziert.

3.4. Gibt es eine As-Form in Dunkel-adaptierten
Spinat-Chloroplasten?
Quantitative Uberpriifung von GapA und GapB in isolierten
Spinatchloroplasten

NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat besteht im gleichen Verhéltnis aus GapA und GapB. Die
isolierte (A2B2)s-Form des Enzyms zeigt auf dem SDS-Gel zwei separate Banden, deren Pro-
teingehalt sich quantitativ nicht unterscheiden (BAALMANN 1993, FERRI et al. 1978). In
Chloroplasten aus Spinat in vivo wurde dariiber hinaus das Vorkommen der NAD(P)(H)-
GAPDH in Multienzymkomplexen (CLASPER et al. 1991, 1994, SAINIS & HARRIS 1986, SAINIS
et al. 1989, GONTERO et al. 1988, 1993, SUSS et al. 1993) diskutiert. Auller der (A2B2)s-Form
der NAD(P)(H)-GAPDH wurde das Enzym als Bestandteil eines GAPDH/PRK/CP12-Kom-
plexes in Griinalgen und Spinat nachgewiesen (POHLMEYER et al. 1996, WEDEL et al. 1997,
WEDEL & SOLL 1998, SCHEIBE et al. 2002). Dartiiberhinaus wurde ein Homotetramer von
GapA (As-Form) (SCAGLIARINI et al. 1998, FERMANI et al. 2001), welches in Spinat vorkommt,
beschrieben.
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Abbildung 12: Quantitative Bestimmung der Untereinheiten GapA und GapB aus
Dunkel-gehaltenen intakten isolierten Spinatchloroplasten. Nach durchgefithrter SDS-
PAGE (nicht gezeigt) wurden die beiden Banden von GapA (39 kDa) und GapB (43 kDa) mit
(A) Antikorper gegen gereinigte NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat geblottet. Die Untereinheiten
wurden (B) mit einem Gelscanner (Modell 1650, BioRad, Miinchen) gescannt. Linker Peak
(GapA), rechter Peak (GapB).
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Unabhangig davon, dass NAD(P)(H)-GAPDH Teil eines ME-Komplexes sein kénnte, bzw. im
GAPDH/PRK/CP12-Komplex auftritt, stellt sich die Frage, ob die As-Form der NAD(P)(H)-
GAPDH in Spinat vorkommt. Da GapA nicht in der Lage ist, in die 600 kDa-Form zu aggre-
gieren, mulite sie in Dunkel-adaptierten Chloroplasten als Tetramer vorliegen. Die 150 kDa-
Form konnte in Spinat-Chloroplasten im Dunkeln jedoch nicht nachgewiesen werden
(s. Abb. 10A). Wiirden parallel in Spinatchloroplasten die (A2B2)s-Form, bzw. der
GAPDH/PRK/CP12-Komplex und die As-Form der NAD(P)(H)-GAPDH vorkommen, miil3ten
die Plastiden mehr GapA als GapB enthalten.

Mit einem Aliquot von Dunkel-gehaltenen intakten isolierten Spinatplastiden wurde eine
SDS-PAGE durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte ein Westernblot mit Antikérpern gegen
gereinigte NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat. Um festzustellen, ob GapA zu einem héheren
prozentualen Verhéltnis als GapB vorkommt, wurden die GapA- und GapB-Banden mit ei-
nem Gelscanner gescannt.

In Abbildung 12 ist der Anteil der Untereinheiten GapA und GapB aus Dunkel-adaptierten
isolierten Spinatchloroplasten dargestellt. Der linke Peak zeigt GapA, der rechte Peak GapB.
Beide Untereinheiten treten zwar nicht exakt im gleichen Verhéltnis auf, jedoch scheint
ausgeschlossen, dass der etwas hohere Anteil von GapA ausreicht, um ein eigenstiandiges
Enzym, die A4-Form zu bilden. Der Versuch wurde ebenfalls von FERRI et al. (1978)
durchgefiihrt. Sie erhielten GapA und GapB in identischen Mengen.

3.5. Reinigung der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat

Fir die Isolierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat wurde im Durchschnitt eine Ausbeute
von 10-20% und ein Anreicherungsfaktor um das 90-130fache erzielt. Wahrend einer Reini-
gung wurden ca. 10 mg NAD(P)(H)-GAPDH isoliert. Als letzter Schritt der Reinigung wurde
eine Gelfiltration an der Superdex-200 durchgefiithrt. NADPH-GAPDH-Aktivitit eluierte
ausschlieBlich bei dem Molekulargewicht, welches der hexadecameren Form der NAD(P)(H)-
GAPDH bei 600 kDa entspricht (BAALMANN 1993). Die spezifische Aktivitat der 600 kDa-
Form im oxidierten Zustand betragt 10-30 U/mg Protein, die der 150 kDa-Form im reduzier-
ten Zustand 120-150 U/mg Protein. Letztere spezifische Aktivitdt wurde auch von CERFF
(1982) mit 100-150 U/mg Protein beschrieben.

3.6. 1,3bisPGA und DTT:ed sind Aktivatoren der NAD(P)(H)-GAPDH
im Standard-Aktivitidtstest

Aus den Arbeiten von O'BRIEN & Powls (1976), O'BRIEN et al. (1977) und TROST et al. (1993)
ist bekannt, dass Zugabe von 1,3bisPGA die NADPH-abhédngige Aktivitat der NAD(P)(H)-
GAPDH aktiviert, und zu einer Dissoziation der 600 kDa- in die 150 kDa-Form fuhrt. Fir
DTTrea ist ebenfalls eine Aktivierung der NADPH-GAPDH beschrieben (WOODROW et al.
1979, BUCHANAN 1980). Eine Aktivierung durch 1,3bisPGA und DTT:eda der NAD(P)(H)-
GAPDH konnte ebenfalls in den Versuchen mit Dunkel-adaptierten intakten Chloroplasten
gefunden werden. Jedoch scheint die Aktivierung durch DTTred in intakten Chloroplasten,
wie in vorangegangen Experimenten dargestellt, nicht zu einem signifikanten Molekularge-
wichtswechsel in die aktive 150 kDa-Form zu fithren (s. Abb. 10). 1,3bisPGA alleine aktiviert
die NADPH-abhéngige Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH jedoch nur in physiologisch irrele-
vant hohen Konzentrationen. Es ist bislang noch nicht geklart, welchen Anteil die Reduktion
und die Aktivierung durch das Substrat einnehmen. Um dieser Frage nachzugehen, wurde
die NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinatblédttern isoliert und mit dem Enzym in vitro weitere
Versuche durchgefiihrt.
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Im Standard-Aktivitdtstest wird 1,3bisPGA mittels der PGK aus ATP und 3PGA syntheti-
siert und kontinuierlich nachgebildet. Im von CERFF (1982) angegebenen Enzymtest sind
zusitzlich 2 mM DTTreda enthalten. Der verwendete Standard-Aktivitiatstest wurde jedoch
ohne DTTred-Zugabe durchgefiithrt, da durch die Kombination von Reduktionsmittel und
1,3bisPGA eine artifizielle Aktivierung wihrend des Enzymtests erfolgt. In Abbildung 13
sind einige Beispiele aufgefiihrt, dass bei gleicher Zusammensetzung des Enzymtests mit
jeweils 2,5 ng NAD(P)(H)-GAPDH in der Kiivette unterschiedliche Anfangs- und End-
Enzymaktivitdten gemessen werden kénnen.

Unter den in den Abbildungen 13B und 13D gewédhlten Bedingungen treten /ag-Phasen auf
und die jeweiligen Anfangs- und Endaktivitidten variieren signifikant. In Abbildung 13A
wurde das Enzym in den Testansatz ohne NADPH gegeben bzw. mit dem in der Kiivette
vorhandenen Substrat 1,3bisPGA zehn Minuten lang inkubiert. AnschlieBend wurde der
Enzymtest mit NADPH gestartet. Die spezifischen Aktivitdten der NAD(P)(H)-GAPDH én-
derten sich unter diesen Bedingungen mit 115 U/mg Protein wahrend der Messung inner-
halb von zehn Minuten nicht. Wenn unter gleichen Bedingungen aullerdem im Testansatz
2 mM DTTred (s. Abb. 13C) enthalten sind, steigen die Anfangs- und Endaktivitdten der
NADPH-abhéngigen Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH auf 140 U/mg Protein an. In Abbil-
dung 13B waren das Substrat 1,3bisPGA und NADPH vorhanden, bevor der Start des En-
zymtests in diesem Fall nach zehn Minuten durch Zugabe von NAD(P)(H)-GAPDH erfolgte.
Unter diesen Bedingungen ist die Anfangsaktivitit sehr gering (22 U/mg Protein) und steigt
innerhalb von 15 Minuten auf 62 U/mg Protein. In Abbildung 13D wurde unter gleichen
Bedingungen dem Testansatz 2 mM DTTred zugesetzt. Dies fithrte zu einer leichten Aktivi-
tatssteigerung der Anfangs- und der Endaktivitat und die lag-Phase ist kiirzer.
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Abbildung 13: Anfangs- und Endaktivitaten der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat im
Standard-Enzymtest. Die Test-Ansétze enthielten identische Zusammensetzungen, auller
dass in (B) und (D) zusatzlich 2 mM DTTred zugegeben wurden. (A) und (C): Start der Reaktion
mit NADPH. (B) und (D): Start der Reaktion mit NAD(P)(H)-GAPDH. Die Zahlen in
Klammern stehen fiir die Anfangs- bzw. Endaktivitdten der NADPH-abhéngigen Aktivitat in
U/mg Protein.
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3.7. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH mit
verschiedenen Thiolen und 1,3bisPGA

Ahnlich wie in dem Versuch mit isolierten intakten Chloroplasten (s. Abb. 6), kann mit iso-
liertem Enzym die Wirkung von Reduktion und 1,3PGA auf das Aktivierungsverhalten der
NAD(P)(H)-GAPDH untersucht werden. Ein Vorteil der in vitro-Messungen liegt darin, dass
Reduktion und 1,3PGA-Effekt auf die Aktivierung explizit voneinander getrennt werden
kénnen.

In Abbildung 14 ist der zeitliche Verlauf der Aktivierung der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-
GAPDH mit DTTreq, 1,3bisPGA, sowie DTTred in Kombination mit 1,3bisPGA dargestellt.
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Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH
aus Spinat mit DTTred und 1,3bisPGA. Zum Zeitpunkt Null wurde das Enzym entweder
mit (O) 20 mM DTTreq, (@) 19 uM 1,3bisPGA oder mit (3) 20 mM DTTreqd und 19 pM 1,3bisPGA
inkubiert. Es wurden jeweils 60 ug/ml Protein eingesetzt. Die Anfangsaktivitidten der
NAD(P)(H)-GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeit-
punkten gemessen. Der Aktivitdtstest wurde mit NADPH als Coenzym durchgefiihrt.

Ahnlich wie bei Versuchen mit isolierten intakten Chloroplasten im Dunkeln zeigt sich, dass
DTTrea die NADPH-GAPDH-Grundaktivitiat etwa verdoppelt, wenn Metaboliteffekte ausge-
schlossen wurden. Die Zugabe von 19 uM 1,3bisPGA alleine fiihrte lediglich zu einer Ver-
dreifachung der Grundaktivitdt. Die maximale Aktivitat von ca. 100-120 U/mg Protein
wurde nur durch Kombination beider Aktivatoren erzielt. Alle Versuche in der vorliegenden
Arbeit wurden mit 60 pg/ml Protein durchgefiihrt. Es ist zu bertucksichtigen, dass bei Akti-
vierungsversuchen in vitro die NAD(P)(H)-GAPDH-Konzentrationen eine sehr wichtige Rolle
spielen. Bei sehr geringen Proteinkonzentrationen (ca. 0,8 oder 8 ug/ml) aktiviert sich das
Enzym z.B. durch Verdiinnung selbst, wihrend bei sehr hohen Proteinkonzentrationen (ca.
800 pug/ml) eine Aktivierung nicht oder kaum moéglich ist (RAK 1996, REICHERT et al. 2000).

Neben DTTred sind auch reduziertes Thioredoxinf und GSH, ein Monothiol mit einem gerin-
geren Redoxpotential, in der Lage, die NAD(P)(H)-GAPDH zu aktivieren. Wahrend dieser
Inkubation mit 10 oder 20 mM DTTred, 10 mM DTTred plus Thioredoxins oder 1 mM GSH
(s. Abb. 15) sind nur geringe Aktivitdtssteigerungen festzustellen. Durch Zugabe von jeweils
10 uM 1,3bisPGA (1,3bisPGA-Bildungsansatz) in Gegenwart von GSH zu den Inkubations-
ansitzen wird innerhalb von funf bis 15 Minuten ein Aktivitdtsmaximum von ca. 80 U/mg
Protein erreicht. Mit DTTred und DTTred plus Thioredoxins lagen die Aktivitdten zwischen 90
und 100 U/mg Protein. Um den Einflull von méglicherweise eingeschleppten Reduktionsmit-
teln, wie 2-Mercaptoethanol, auszuschlieBen, wurde das Enzym mit 5 mM GSSG inkubiert
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH
aus Spinat. (A) Das Enzym wurde 20 Minuten mit (®,&4) 10 mM DTTreq, (&) 10 mM DTTred
und Thioredoxing, (O) 1 mM GSH oder @) 20 mM DTTreq inkubiert. AnschlieBend wurden
(@,2,0,0) 10 uM 1,3bisPGA zugegeben. Als Kontrolle wurde (&) der 1,3bisPGA-Bildungsan-
satz ohne PGK zu dem Inkubationsmedium gegeben. (B) Zu (O,®) dem unbehandelten Enzym
und (A,A) nach Vorbehandlung mit 5 mM GSSG (oxidiertes Glutathion) wurden entweder
(&,0) 10 oder (4,®) 50 uM 1,3bisPGA zugegeben. Die Anfangsaktivitdten der NAD(P)(H)-
GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeitpunkten ge-
messen. Der Aktivitdatstest wurde mit NADPH als Coenzym durchgefihrt.

(s. Abb. 15B). Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten wurde der NAD(P)(H)-GAPDH
entweder 10 uM oder 50 pM 1,3bisPGA zugegeben und die Aktivitdatssteigerung 32 Minuten
lang verfolgt. Ohne Reduktionsmittel wurde mit 10 uM 1,3bisPGA lediglich eine Aktivitats-
steigerung von ca. 40 U/mg Protein erzielt. Selbst nach Inkubation mit 50 uM 1,3bisPGA lag
die maximal erzielte Aktivitdt mit 60-80 U/mg Protein deutlich niedriger als in den Ver-
suchsansitzen mit Reduktionsmitteln (s. Abb. 15A).

Aus diesen Experimenten ergibt sich, dass NAD(P)(H)-GAPDH in vier verschiedenen Aktivi-
tatszustidnden vorliegen kann. Die Grundaktivitat betrdgt im oxidierten Zustand ca.
10 U/mg Protein, durch reduzierte Thiole wird die Aktivitdt etwa verdoppelt bis verdreifacht.
Durch Inkubation mit 1,3bisPGA erreicht die NADPH-GAPDH eine spezifische Aktivitit von
maximal 60-80 U/mg Protein. Die hochste erzielte Aktivitat (80-100 U/mg Protein) wird nur
durch die kombinierte Inkubation mit Thiolen und 1,3bisPGA erzielt.

3.8. Katalytische Eigenschaften von NAD(P)(H)-GAPDH in den
verschiedenen Aktivitats-Zustanden

In weiteren Versuchen wurde eine biochemische Charakterisierung der vier verschiedenen
NAD(P)(H)-GAPDH-Formen vorgenommen. Dabei wurden die Kn-Werte fiur die Substrate
1,3bisPGA (mit NADPH und NADH als Coenzyme) und GAP (mit NAD und NADP als Coen-
zyme), sowie fiir die Coenzyme NADPH und NADH ermittelt. Es wurde NAD(P)(H)-GAPDH

verwendet, die folgendermafBen behandelt worden war.
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- ohne Vorinkubation

- mit 1,3bisPGA inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

- mit DTTred inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

- mit 1,3bisPGA und DTTreq inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

Tabelle 6: Km- und Vimar-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat fiir die
Substrate 1,3bisPGA und GAP.

Kmn-Werte der Enzym- Vmax-Werte der Enzym-Formen
Formen (uM) (U/mg Protein)
Vorinkubation Coenzym Vimax Vinax
1,3bisPGA= GAPP (1,3bisPGA)a:c (GAP)bd
Ohne NADP(H) > 100 30,2+ 10 n.b. 5%0,7
NAD(H) 35+£8 12,6 +1 42 +4 12+£0,9
21 pM 1,3bisPGA  NADP(H) 20 + 10 27+2 n.b. 15+0,5
NAD(H) 24 +5 19+3 44+ 3 12+£0,6
20 mM DTTred NADP(H) 90+ 10 23+4 >110 15+£0,91
NAD(H) 27+13 18+1 57x10 12+£0,3
21 uM 1,3bisPGA NADP(H) 208 22+6 >100 14+1,4
+ 20 mM DTTrea NAD(H) 16 £10 203 5214 14 £0,6

a: mit 320 uM NADPH, bzw. NADH
b: mit 400 pM NADP, bzw. NAD

c: mit 55 uM 1,3bisPGA

d: mit 1 mM FbP

n.b.: nicht bestimmt

Die Affinitdten der NAD(P)(H)-GAPDH fiir das Substrat 1,3bisPGA steigen um das vier- bis
finffache an, wenn das Enzym mit 1,3bisPGA alleine oder in Kombination mit DTTred vorin-
kubiert wurde (s. Tab. 6). Dieser Effekt wird jedoch nur dann erzielt, wenn NADPH als
Coenzym verwendet wurde. Im Gegensatz dazu dndern sich die Kn-Werte der vier
NAD(P)(H)-GAPDH-Formen kaum, wenn die Kn-Wert-Bestimmung fir 1,3bisPGA mit
NADH durchgefiihrt wurde. Fiir das Substrat GAP sind die Kn-Werte unabhingig von den
Vorinkubationen. Die Affinitidten der NAD(P)(H)-GAPDH fir GAP sind mit NADP gegen-
tiber NAD leicht erh6ht, aber es zeigen sich keine so deutlichen Unterschiede wie fiir das
Substrat 1,3bisPGA.

Die Vimar-Bestimmung der NAD(P)(H)-GAPDH in der reduzierenden Richtung mit NADPH
als Coenzym (Vmax (1,3bisPGA)) gestaltete sich schwierig, da die Kinetik nicht der Michaelis-
Menten-Kinetik gehorchte. Ein Grund dafiir ist, dass die ansteigenden Konzentrationen von
1,3bisPGA in den Kiivetten zunehmend zu einer Aktivierung des Enzyms wahrend der Mes-
sungen fihrt. Daher sind die realen Vmar-Werte zum Teil nicht bestimmbar. Es konnten
jedoch fur die Enzymformen, die durch Vorinkubation mit 20 mM DTTrea und 20 mM DTTred
plus 21 uM 1,3bisPGA erhalten wurden, Vma-Werte von iber 100 U/mg Protein bestimmt
werden. Es wird angenommen, dass auch die Vina-Werte der unbehandelten, und der mit
1,3bisPGA vorinkubierten NAD(P)(H)-GAPDH in dieser Grélenordnung liegen, denn stei-
gende 1,3bisPGA-Konzentrationen in der Kiivette oder in der Vorinkubation fithren in jedem
Fall zu einem Anstieg der NADPH-abhiangigen GAPDH-Aktivitat (s. Abb. 15A,B). Wird die
Vimax-Bestimmung mit NADH durchgefiihrt, so bleiben die Vmar-Werte hingegen unter den
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verschiedenen Bedingungen der Vorinkubation relativ konstant und, im Gegensatz zu den
Messungen mit NADPH, bei Werten von 42-57 U/mg Protein. Im Vergleich dazu zeigen auch
die Vmar-Werte, die fiir GAP mit den vier verschiedenen Enzymformen und mit NAD und
NADP in der anderen Richtung bestimmt wurden, generell keine nennenswerten Unter-
schiede. Sie liegen zwischen fiinf und 15 U/mg Protein und sind damit wesentlich niedriger
als die Vimax-Werte, die mit 1,3bisPGA, NADPH und NADH bestimmt wurden.
Zusammenfassend 146t sich sagen, dass grofle Unterschiede in der Kn-Wert-Bestimmung nur
dann auftreten, wenn einerseits mit 1,3bisPGA vorinkubiert, und die Bestimmung fir
1,3bisPGA mit NADPH durchgefihrt wurde. Weitere Unterschiede sind in der Vmaxr-Wert-
Bestimmung festzustellen, wenn sie fiir 1,3bisPGA durchgefithrt wurden und entweder mit
NADPH oder NADH gemessen wurden.

Tabelle 7: Kn-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat fiir die Coenzyme
NADPH und NADH.

Kmn-Werte der Enzym-Formen

(nM)
Vorinkubation
NADPH= NADH=
Ohne 3010 120 £ 10
21 uM 1,3bisPGA 508 106 + 29
20 mM DTTred 40+ 10 210+ 20
21 uM 1,3bisPGA 6019 290 + 20

+ 20 mM DTTred

a: mit 55 uM 1,3bisPGA

In der Tabelle 7 sind die Kn-Werte fir die beiden Coenzyme der NAD(P)(H)-GAPDH,
NADPH und NADH aufgefihrt. Fir NADPH varrieren die Kn-Werte zwischen 30 und 60 uM
fur die vier verschiedenen Enzymformen. Die Kn-Werte fiir NADH sind fiir die unbehandelte
und mit 1,3bisPGA inkubierte NAD(P)H-GAPDH mit 106-120 uM relativ konstant. Wird die
NADH-GAPDH mit DTTred alleine oder zusétzlich mit 1,3bisPGA inkubiert, so steigen die
Kn-Werte auf 210-290 uM an. Im Vergleich jedoch scheinen jeweils die Unterschiede der
Affinitdten fur die vier verschiedenen Enzymformen nicht von Bedeutung zu sein. Der
bedeutsamste Unterschied besteht in der wesentlich héheren Affinitat der NAD(P)(H)-
GAPDH fir das Coenzym NADPH.

3.9. EinfluB3 von NAD auf die Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH

Ein weiterer Metabolit, der in vivo im Dunkeln sowie im Licht in Konzentrationen von ca.
0,14 mM vorliegt, ist NAD. Dieses Coenzym der NAD(P)(H)-GAPDH wird als Metabolit be-
schrieben, welches die Aggregation in die hexadecamere Form der NAD(P)(H)-GAPDH un-
terstiitzt (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975). Daher wurde zunéichst untersucht, ob NAD die
Aktivierung der NADPH-abhingigen Aktivitdt der NAD(P)(H)-GAPDH durch 1,3bisPGA
und DTTred negativ beeinflulit. Dariiberhinaus wurden die Aktivierungen der NAD(P)(H)-
GAPDH durch ATP, NADPH und NADP, die ebenfalls als Aktivatoren beschrieben wurden,
ebenfalls in Kombination mit NAD gemessen.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH
aus Spinat. Zum Zeitpunkt Null wurde das Enzym entweder mit (O) 2 uM 1,3bisPGA, (®)
2 uM 1,3bisPGA und 0,14 mM NAD, @) 2 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTred, oder mit (M)
2 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTred und 0,14 mM NAD inkubiert. Die Anfangsaktivitdten der
NAD(P)(H)-GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeit-
punkten gemessen. Der Aktivitdtstest wurde mit NADPH als Coenzym durchgefiihrt.

Wie schon in den Abbildungen 14 und 15 aufgefiihrt wurde, wird die maximale NADPH-
abhingige Aktivitdt der NAD(P)(H)-GAPDH durch die kombinierte Inkubation von
1,3bisPGA und DTTred im Vergleich zur Inkubation von jeweils 1,3bisPGA oder DTTred
alleine gesteigert. Aus Abbildung 16 ist ersichtlich, dass die gleichzeitige Inkubation von
0,14 mM NAD die Aktivitatssteigerungen durch entweder 2 uM 1,3bisPGA oder 20 mM
DTTred jedoch nicht beeinflussen.

NAD(P)(H)-GAPDH
(U/mg Protein)
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH
aus Spinat. Das Enzym wurde in Anwesenheit von (&,4) 2 mM ATP oder (0,®) 21 uM
1,3bisPGA inkubiert. NAD (0,14 mM) war in den Versuchsansétzen von Beginn der Inkubation
an vorhanden (offene Symbole) oder wurde nach 20 Minuten der Inkubation zugegeben, wie
durch den Pfeil angegeben (geschlossene Symbole). Die Anfangsaktivitdten der NAD(P)(H)-
GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeitpunkten
gemessen. Der Aktivitatstest wurde mit NADPH als Coenzym durchgefiihrt.

Weiterhin wurde untersucht, ob NAD die beschriebene Aktivierung der NADPH-abhéngigen
Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH durch ATP beeinflult. Dazu wurde das Enzym von Beginn
an in Anwesenheit von NAD zunichst mit ATP oder 1,3bisPGA inkubiert und der zeitliche
Verlauf der Aktivierung gemessen, oder es wurden die zeitlichen Verldufe der Aktivierungen
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mit ATP oder 1,3bisPGA der NADPH-GAPDH gemessen und nach 20 Minuten NAD
zugesetzt.

In Abbildung 17 ist dargestellt, dass durch Inkubation mit 2 mM ATP bei Anwesenheit von
0,14 mM NAD zu Beginn der Messung kein Anstieg der NADPH-abhéngigen Aktivitdten der
NAD(P)(H)-GAPDH stattfindet. Jedoch steigt die Aktivitat unter gleichen Bedingungen mit
21 uM 1,3bisPGA auf ca. 50 U/mg Protein an. Die Zugabe von NAD nach 20 Minuten zu
identischen Inkubationsansitzen ohne NAD fihrt zu einer schnellen Aktivititsabnahme,
wenn das Enzym zuvor mit ATP inkubiert und dadurch aktiviert wurde, wiahrend die Akti-
vitat nach Inkubation mit 1,3bisPGA konstant hoch bleibt.

Um zu klaren, ob NAD die Aktivierung der NADPH-abhéngigen Aktivitat der NAD(P)(H)-
GAPDH durch NADP und NADPH ebenfalls beeinfluf3t, bzw. unterbindet, wie es der Fall bei
ATP ist, wurden die Kq-Werte fir die drei Metabolite im Vergleich mit 1,3bisPGA bestimmt.
Der Ko-Wert eines Enzyms gibt AufschluBl dartiber, in welcher Konzentration es halbmaxi-
mal durch den jeweiligen Effektor aktiviert wird. Da bekannt ist, dass DTTred die Aktivie-
rung auller mit 1,3bisPGA auch mit ATP, NADPH und NADP erleichtert, wurden die Aktivi-
tatskonstanten ebenfalls fiir das mit DTTred reduzierte Enzym bestimmt. Es wurde
NAD(P)(H)-GAPDH verwendet, die folgendermalien behandelt worden war.

- ohne Vorinkubation

- mit NAD inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

- mit DTTred inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

- mit NAD und DTTred inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

Tabelle 8: Ko-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat fiir die Coenzyme
NADP und NADPH, sowie fiir 1,3bisPGA und ATP.

Ks-Werte der Enzymformen

Vorinkubation
1,3bisPGA ATP NADP NADPH
(M) (mM) (mM) (mM)

Ohne 19,56+4,1 1-2 0,185+ 0,037 0,55+ 0,05
NAD (0,14 mM) 16,0+ 7,1 n.a. n.a. n.a.
DTTrea (20 mM) 2,0+1,4 1-2 0,05+ 0,019 0,30+ 0,029

DTTrea (20 mM) +

NAD (0,14 mM) 1,0+1,9 n.a. n.a. n.a.

n.a.: nicht aktiviert

In Tabelle 8 ist aufgefiihrt, dass der Kqs-Wert der unbehandelten NAD(P)(H)-GAPDH fiir
1,3bisPGA vergleichbar hoch ist wie fir das mit NAD vorinkubierte Enzym (16-19,5 uM).
Der Ko-Wert von 19,5 uM ist der errechneten Aktivierungskonstante in isolierten intakten
Chloroplasten (oxidiert vorliegende NAD(P)(H)-GAPDH) fiir 1,3bisPGA mit 11-17 pM er-
staunlich tibereinstimmend. Durch Reduktion mittels DTTred allein und in Kombination mit
NAD sinkt der Kq-Wert jedoch auf 1-2 uM ab. Im Gegensatz dazu dndert sich der Kqo-Wert
der unbehandelten NAD(P)(H)-GAPDH fir ATP durch Inkubation mit DTTreda nicht (1-
2 mM), und durch Inkubation des Enzyms mit NAD alleine, sowie in Kombination mit



Ergebnisse 48

DTTrea findet keine Aktivierung statt. Die Kq-Werte fir NADP und NADPH sinken anders
als fiir ATP durch Reduktion der NAD(P)(H)-GAPDH. Jedoch wird bei der Ko-Wert-Bestim-
mung fir NADP und NADPH die NAD(P)(H)-GAPDH bei Inkubation mit NAD alleine, sowie
in Kombination mit DTTred wiederum, wie schon fiir ATP gezeigt, nicht aktiviert.

3.10. Untersuchungen zum Aggregations-Status der verschiedenen
Formen der NAD(P)(H)-GAPDH

In weiteren Versuchen wurde, wie schon in Versuchen mit NAD(P)(H)-GAPDH aus isolierten
intakten Spinat-Chloroplasten, untersucht, ob Korrelationen zwischen den Aktivitdten und
den Molekulargewichten der vier verschiedenen NAD(P)(H)-GAPDH-Formen in vitro
bestehen. Dazu wurden wiederum Gelfiltrationen an der Superdex-200 durchgefiihrt. Zu-
néchst wurden die Molekulargewichte der unbehandelten und der mit DTTreda und Thio-
redoxinf vorbehandelten NAD(P)(H)-GAPDH bestimmt.
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Abbildung 18: Aggregationszustinde der isolierten chloroplastidiren NAD(P)(H)-
GAPDH. (O) Die Anfangsaktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH im Standard-Aktivitdtstest mit
NADPH als Coenzym und (®) der Protein-Gehalt wurden in den Fraktionen bestimmt. (A) Die
Fraktionen wurden ohne Vorinkubation und ohne Zusétze im Puffer gemessen. (B) Die Frak-
tionen wurden nach 20mintutiger Vorinkubation mit 10 mM DTTred und Thioredoxint vor
Beginn des Siulenlaufs und Zusatz von 10 mM DTTred im Puffer gemessen. Das Elutions-
volumen von 54 ml entspricht dem Molekulargewicht von 600 kDa.

Aus Abbildung 18A ist ersichtlich, dass die unbehandelte NAD(P)(H)-GAPDH ausschlieB3lich
in der hexadecameren Form eluiert. Das mit 10 mM DTTred und Thioredoxins vorbehandelte
Enzym eluiert ebenfalls ausschliefflich in der 600 kDa-Form (s. Abb. 18B). Die spezifische
Aktivitat in den Fraktionen wird jedoch etwa verdoppelt.

Weitere Versuche wurden durchgefiihrt, in denen die NAD(P)(H)-GAPDH mit 1,3bisPGA
alleine oder in Kombination mit DTTred vorinkubiert, und anschlieBend die Molekularge
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wichte der Enzym-Formen mittels Gelfiltration an der Superdex-200 bestimmt wurden. Zu-
néichst wurde in einem hier nicht gezeigten Versuch das Molekulargewicht der NAD(P)(H)-
GAPDH bestimmt, welches mit 2 uM 1,3bisPGA vorinkubiert worden war. Diese Konzentra-
tion entspricht dem Ku-Wert des reduzierten Enzyms fiir 1,3bisPGA. Die NAD(P)(H)-GAPDH
verbleibt unter diesen Bedingungen zum gr66ten Teil in der 600 kDa-Form und nur ein
kleiner Anteil erscheint als Tetramer.

In einem weiteren Versuch wurde die NAD(P)(H)-GAPDH zusatzlich zu 2 uM 1,3bisPGA mit
10 mM DTTrea vorinkubiert und das Molekulargewicht bestimmt (s. Abb. 19).
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Abbildung 19: Aggregationszustand der isolierten chloroplastidiren NAD(P)(H)-
GAPDH. (0) Die Anfangsaktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH im Standard-Aktivitdtstest mit
NADPH als Coenzym und (®) der Protein-Gehalt wurden in den Fraktionen bestimmt. Die
Fraktionen wurden nach 20miniitiger Vorinkubation mit 2 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTiea
vor Beginn des Sidulenlaufs und ohne Zusétze im Puffer gemessen. Das Elutionsvolumen von
52,5 ml entspricht dem Molekulargewicht von 600 kDa; von 69 ml dem von 150 kDa.

Der durchgefiihrte Versuch (s. Abb. 19) zeigt, dass unter angegebenen Vorinkubationen etwa
3/4 des Proteins in der 600 kDa-Form verbleiben. 1/4 des Proteins eluiert in der 150 kDa-
Form. Im Gegensatz dazu besitzt die NAD(P)(H)-GAPDH in der 150 kDa-Form jedoch dhn-
lich hohe Aktivitdten als in der 600 kDa-Form.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, in welcher Molekulargewichtsform die
NAD(P)(H)-GAPDH vorliegt, wenn sie mit 1,3bisPGA in Kombination mit DTTreqa vorinku-
biert wurde. Weiterhin wurde untersucht, ob die tetramere Form der NAD(P)(H)-GAPDH
durch Zugabe von NAD wieder in die hexadecamere Form aggregieren kann.

Aus Abbildung 20A geht hervor, dass die NAD(P)(H)-GAPDH nach Vorinkubation mit 50 uM
1,3bisPGA und 20 mM DTTreq vollstdndig in die 150 kDa-Form dissoziiert. Eine Reaggrega-
tion der dissoziierten NAD(P)(H)-GAPDH ist in Abbildung 20B dargestellt. Das Enzym
wurde mit 50 pM 1,3bisPGA und 20 mM DTTrea 60 Minuten inkubiert und anschliefend
mittels einer NAP5-Sdule entsalzt. Uber Nacht wurde die NAD(P)(H)-GAPDH mit NAD
(0,14 mM) versetzt und am folgenden Tag auf die Superdex-200 aufgetragen.
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Abbildung 20: Aggregationszustinde der isolierten chloroplastidiren NAD(P)(H)-
GAPDH. (O) Die Anfangsaktivitiat der NAD(P)(H)-GAPDH im Standard-Aktivitdtstest mit
NADPH als Coenzym und (®) der Protein-Gehalt wurden in den Fraktionen bestimmt. (A) Die
Fraktionen wurden nach 60minttiger Vorinkubation mit 50 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTieq
vor Beginn des Sdulenlaufs und Zusatz von 50 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTred im Puffer
gemessen. (B) Das Enzym wurde in gleicher Weise mit 50 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTreq
60 Minuten lang vorinkubiert, entsalzt und anschlieend tiber Nacht mit 0,14 mM NAD inku-
biert. Fur die Elution wurde der gleiche Puffer wie unter A verwendet; statt 1,3bisPGA und
DTTreda wurden 0,14 mM NAD zugesetzt. Das Elutionsvolumen von 53 ml entspricht dem
Molekulargewicht von 600 kDa; von 69 ml dem von 150 kDa.

Zusammenfassung der Kapitel 3.1. bis 3.9.

Durchgefiihrte Ergebnisse mit NAD(P)(H)-GAPDH in isolierten intakten Spinat-
Chloroplasten, sowie als gereinigtes Enzym, zeigen iibereinstimmende Ergebnisse:

In vivo erscheint die NAD(P)(H)-GAPDH hauptséchlich in der oxidierten inaktiven 600

kDa-Form oder nach Belichtung in der zuséitzlich reduzierten aktiven 150 kDa-Form.

In vitro wurden beide Molekulargewichtsformen mit den gleichen Eigenschaften
gemessen.

Die Redoxmodulation ist ein Zusammenspiel von Reduktion und Metaboliteneffekt:
Durch zunichst stattfindende Reduktion wird der Ko-Wert fiir das Substrat 1,3bisPGA
gesenkt, welches in Folge zu einer Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH mit gleichzeitiger
Dissoziation fiihrt.

Erstmals konnte aufgrund durchgefiihrter Ko-Wert-Bestimmungen gezeigt werden, dass
die bislang in der Literatur beschriebenen Effektoren NADP, NADPH und ATP in vivo
als artifiziell anzusehen sind: d.h. in Anwesenheit der physiologisch sinnvoll eingesetzten
NAD-Konzentration von 0,14 mM sind NADP, NADPH und ATP nicht in der Lage, die
NAD(P)(H)-GAPDH zu aktivieren.

Die Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH betrifft ausschliellich die NADPH-abhingigen
Aktivitaten.
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o Moglicherweise stellt die 300 kDa-Zwischenform einen Artefakt dar, der durch methodi-
sche Techniken mit der Superdex-200 hervorgerufen wurde. Oder sie ist eine Moment-
aufnahme wihrend der Aggregation oder Dissoziation.

e Der prozentuale Anteil der aktiven tetrameren Form hingt von der Verfiigbarkeit des
Reduktanden (vermutlich Thioredoxint) und des Substrats 1,3bisPGA ab. Diese Parame-
ter variieren wiederum z.B. durch Belichtungsdauer und Belichtungsstarke.

e Die Dissoziation der NAD(P)(H)-GAPDH ist durch Zugabe von NAD sowohl im intakten
Chloroplasten als auch fiir das gereinigte Enzym revertierbar.

Die in den Kapiteln 3.4. bis 3.9. aufgefiihrten Ergebnisse sind in BAALMANN et al. (1995)

publiziert.

3.11. Die Rolle der CTE von GapB bei der Aktivierung und
Aggregation der NAD(P)(H)-GAPDH:
Versuche mit proteolysierter NAD(P)(H)-GAPDH

In folgendem Kapitel wird untersucht, welche strukturellen Grundlagen fir den Molekular-
gewichtswechsel der NAD(P)(H)-GAPDH ((A2B2)4) verantwortlich sind. In dem von SCHEIBE
et al. (2002) nachgewiesenen GAPDH/PRK/CP12-Komplex in Spinat, sowie in Grinalgen
(WEDEL et al. 1997) wird die Aggregation bzw. Dissoziation durch CP12 vermittelt. Hin-
weise, wodurch der Molekulargewichtswechsel der NAD(P)(H)-GAPDH ((A2B2)s-Form) er-
moglicht wird, ergeben sich aus Arbeiten von ZAPPONI et al. (1993). Demnach ist cie CTE fiir
die Aggregation/Dissoziation des Enzyms verantwortlich. Eigene Ergebnisse unterstiitzen
diesen Befund, denn die CTE zeigt hohe Homologien zu CP12, und gereinigte NAD(P)(H)-
GAPDH in der 150 kDa-Form aggregiert durch Inkubation mit NAD selbstandig in die
600 kDa-Form (s. Abb. 20). In folgenden Versuchen wurde mittels limitierter Proteolyse,
durch die spezifisch Aminosduren von GapA und GapB entfernt wurden, untersucht, welche
Eigenschaften die NAD(P)(H)-GAPDH besitzt, der die CTE fehlt.

3.11.1. Limitierte Proteolyse fiihrt zur Aktivitatssteigerung der NAD(P)(H)-
GAPDH

Die Staphylococcus aureus V8-Endoproteinase spaltet spezifisch nach in der Aminoséiure-
sequenz vorhandenen Glutaminsiduren. Limitierte Proteolyse findet in der NAD(P)(H)-
GAPDH am C-Terminus statt, da dieser offenbar fur die V8-Endoproteinase zugéinglich ist.
In GapA wird zwischen Glutamat 317 und Tryptophan 318 gespalten. Dadurch werden 20 C-
terminale Aminosduren entfernt. GapB wird zwei mal geschnitten: zwischen Glutamat 342
und Glycin 343, bzw. zwischen Glutamat 320 und Tryptophan 321. Dadurch werden insge-
samt 48 Aminosduren abgetrennt (ZAPPONI et al. 1993).

In Abbildung 21 ist zunéchst der zeitliche Verlauf der Proteolyse mit intakter 600 kDa-
NAD(P)(H)-GAPDH dargestellt. Aliquots wurden zu verschiedenen Zeitpunkten genommen
und auf ein SDS-Gel aufgetragen, um die Kinetik der wihrend der Proteolyse stattfindenden
Anderungen der Molekulargewichte von GapA und GapB zu verfolgen. Es sollte geklart
werden, wie grof} die beiden Untereinheiten GapA und GapB nach der Proteolyse sind, und
zu welchem Zeitpunkt die Proteolyse abgeschlossen ist.

Aus Abbildung 21 ist ersichtlich, dass das Bandenmuster in den Kontrollexperimenten ohne
die V8-Proteinase liber vier Stunden gleich bleibt. GapA und GapB zeigen tiber den gesam-
ten Zeitverlauf Molekulargewichte von 36 bzw. 39 kDa. Dariiberhinaus konnten keine weite-
ren Proteine nachgewiesen werden. Wahrend der vierstiindigen Inkubation der NAD(P)(H)-
GAPDH mit V8-Endoproteinase entwickelt sich im Gegensatz zu der Kontrolle ein neues
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Abbildung 21: Zeitverlauf des Untereinheiten-Musters der NAD(P)(H)-GAPDH wah-
rend der Inkubation mit V8-Proteinase. Als Kontrolle wurde die NAD(P)(H)-GAPDH un-
ter identischen Bedingungen ohne Proteinase inkubiert (- V8). In Parallelansdtzen wurde die
NAD(P)(H)-GAPDH mit der Proteinase inkubiert (+ V8). Zu den angegebenen Zeiten wurde die
Proteol yse durch Zugabe von 10% (w w [l2-Makroglobulin gestoppt. Daraufhin wurden die
Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen. In den einzelnen Spuren wurden 8 pg Protein
aufgetragen.

Bandenmuster. Nach 30miniitiger Proteolyse tritt zusétzlich eine schwéchere Bande bei
34 kDa auf, wiahrend die 39 kDa-Bande schwécher wird. Die Ursache dafiir ist, dass durch
die Proteolyse im Zeitverlauf die 39 kDa-Bande in die 36 kDa-Bande und gleichzeitig die
36 kDa-Bande in die 34 kDa-Bande tiberfiihrt wird. Nach 90 Minuten ist der Prozel3 der
Proteolyse der urspriinglich im gleichen Verhéltnis vorliegenden Banden GapB (39 kDa) und
GapA (36 kDa) in die neuen Banden mit 36 kDa (GapB) und 34 kDa (GapA) abgeschlossen.
Nach 240 Minuten tritt keine weitere Verdnderung auf.

Um zu tiberprifen, wie die limitierte Proteolyse die Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH beein-
fluBt, wurden wiahrend des zeitlichen Verlaufs der Proteolyse von einer Stunde einzelne
Proben im Standardaktivitéts-Test gemessen. Weiterhin wurde tiberpriift, ob sich die jewei-
ligen spezifischen Aktivitdten durch 10minttige Vorinkubation mit 1,3bisPGA und DTTreq
(Vollaktivierung) dndern. Als Kontrolle wurden Versuche mit nicht proteolysierter oxidierter
NAD(P)(H)-GAPDH durchgefiihrt.

Die intakte 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH zeigt ohne Zugabe der V8-Proteinase und
ohne vorherige Vorinkubation mit der Effektor-Kombination 1,3bisPGA und DTTreq tiber den
Zeitraum von 60 Minuten, wie erwartet, konstant eine Grundaktivitdt von 10-20 U/mg Pro-
tein (s. Abb. 22, 15). Nach Vorinkubation mit 21 pM 1,3bisPGA und 20 mM DTTred (ohne V8-
Proteinase) ist die NAD(P)(H)-GAPDH von Beginn des Versuchs an maximal aktiv (80-
100 U/mg Protein, s. Abb. 15). Im Gegensatz dazu verdndern sich die spezifischen Aktivita-
ten der NAD(P)(H)-GAPDH wihrend der Proteolyse auch ohne Vorinkubation. Durch Zugabe
der V8-Proteinase wiahrend des Zeitverlaufs von 60 Minuten steigt die Aktivitéat der
NADP)(H)-GAPDH kontinuierlich an und erreicht nach 60 Minuten ebenfalls die Maxi-
malaktivitdt von 80 U/mg Protein. Die spezifischen Aktivitaten der NAD(P)(H)-GAPDH
dndern sich wiahrend 60 Minuten hingegen nicht, wenn das proteolysierte Enzym zuvor mit
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Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH
aus Spinat wahrend der Proteolyse mit V8-Proteinase. Die Proteolyse wurde zu den an-
gegebenen Zeiten durch Zugabe vonls-Makroglobulin gestoppt. Zu den verschiedenen Zeiten
wurde die Aktivitét (@) direkt mit den jeweiligen Proben oder (O) nach Vollaktivierung durch
21 uM 1,3bisPGA und 10 mM DTTreq bestimmt. In einem parallelen Ansatz wurde die Aktivi-
tat der oxidierten 600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH ohne Anwesenheit der Proteinase zu den ver-
schiedenen Zeiten (&) direkt oder (&) nach der Vollaktivierung bestimmt. Die Anfangsaktivi-
taten der NAD(P)(H)-GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu den angege-
}f:)e}rllen Zeitpunkten gemessen. Der Aktivitatstest wurde mit NADPH als Coenzym durchge-
uhrt.

der Effektor-Kombination vorinkubiert wurde. Es verhilt sich wie das intakte vorinkubierte
Enzym, d.h. von Beginn des Versuchs liegen die spezifischen Aktivitaten maximal bei ca.
100 U/mg Protein. Die in Abbildung 22 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass durch das fort-
schreitende Entfernen von C-terminalen Aminosiduren von GapA und GapB wihrend der
Proteolyse ein Enzym produziert wird, welches sich in Bezug auf die spezifische Aktivitat
wie das intakte aktive 150 kDa-Tetramer verhalt.

3.11.2. Aggregationszustinde und Grofle der Untereinheiten der NAD(P)(H)-
GAPDH wahrend der Proteolyse

Durch die Proteolyse steigt die NADPH-abhangige Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH bis zur
maximalen Aktivitdt an. Um zu tiberpriifen, ob die in dieser Arbeit durch Proteolyse herge-
stellte NAD(P)(H)-GAPDH ebenfalls, wie von ZAPPONI et al. (1993) beschrieben, in die te-
tramere Form, die kleiner ist als die 150 kDa-Form, dissoziiert, wurden Gelfiltrationen mit
intakter und proteolysierter NAD(P)(H)-GAPDH durchgefiihrt. Mit einzelnen wiahrend der
Gelfiltrationen erhaltenen Fraktionen wurden SDS-Gele durchgefiihrt, um die GréBen der
Untereinheiten der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH im Vergleich zum intakten Enzym
zu bestimmen (s. Abb. 21).

In Abbildung 23A sind die Aggregationszusténde der intakten 600- und durch Inkubation
mit 21 pM 1,3bisPGA und 20 mM DTTrea erhaltenen 150 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH aufge-
fihrt. In Abbildung 23B ist das Molekulargewicht der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH
nach drei Stunden Inkubation mit V8-Proteinase dargestellt. Die proteolysierte NAD(P)(H)-
GAPDH wurde in die tetramere Form tuberfithrt und zeigt ein Molekulargewicht von ca.
110 kDa. Dariberhinaus liegt ein geringer Anteil in der 300 kDa-Form vor. Nach
15minititiger Proteolyse liegt die NAD(P)(H)-GAPDH noch tberwiegend in der 600 kDa-Form
vor, wihrend sich ein kleiner Teil in der 300 kDa-Form befindet. Ein quantitativ gleiches
Verhéltnis der 600 kDa-, 300 kDa- und 110 kDa-Formen tritt nach 50 Minuten Proteolyse
auf (SCHEIBE et al. 1996). Drei Fraktionen der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH
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Abbildung 23: Molekulargewicht- und Untereinheiten-Struktur der intakten
NAD(P)(H)-GAPDH (A) und der vollstindig proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH (B).
Die Proben wurden auf eine Konzentration von 0,5 mg Protein/ml eingestellt und auf eine
Superdex-200 Sdule aufgetragen. Die Fraktionen wurden mit 10 mM DTTrea und 21 pM
1,3bisPGA inkubiert und die Anfangsaktivitiaten gemessen (O). Zusétzlich wurden Fraktionen
unter den Peaks auf ein SDS-Gel aufgetragen (A1, B1). In (A) ist die inaktive 600 kDa-Form
der NAD(P)(H)-GAPDH (O) aufgefiihrt. Dartiberhinaus zeigt die gestrichelte Linie das Eluti-
onsprofil der zuvor mit 20 mM DTTred und 21 uM 1,3bisPGA aktivierten Form der NAD(P)(H)-
GAPDH (150 kDa). In (B) ist die nach 180 Minuten proteolysierte Form der NAD(P)(H)-
GAPDH dargestellt. Der Enzym-Test wurde mit NADPH als Coenzym durchgefiihrt. Das Elu-
tionsvolumen von 51,5 ml entspricht dem Molekulargewicht von 600 kDa; von 70 ml dem von
150 kDa; von 75 ml dem von ca. 110 kDa.

(s. Abb. 23A) wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Untereinheiten sind jeweils 39 und
36 kDa grol3 (s. Abb. 23A1). In der 300 kDa-Form der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH
(s. Abb. 23B) tritt auf dem SDS-Gel zuséitzlich eine 34 kDa-Bande auf (s. Abb. 23B1). Das
vollstdndig proteolysierte Enzym besitzt dagegen in der 110 kDa-Form (s. Abb. 23B) aus-
schlieBlich das Untereinheitenmuster in den GréBen 36 und 34 kDa (s. Abb. 23B1). Es han-
delt sich um die gleichen Untereinheiten-GréBen, die mittels SDS-PAGE in Abbildung 21
bestimmt wurden.

3.11.3. Kinetische Eigenschaften der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH

Mit der proteolysierten 110 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH wurde eine biochemische Charakteri-
sierung durchgefiihrt. Dazu wurden die Kn-Werte fiir das Substrat 1,3bisPGA und das Co
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enzym NADPH, sowie die jeweiligen Vmnar-Werte bestimmt. Es wurde NAD(P)(H)-GAPDH
verwendet, die folgendermafBen behandelt worden war:

- ohne Vorinkubation
-mit 21 pM 1,3bisPGA und 10 mM DTTreq inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH
- mit V8-Endoproteinase inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

Tabelle 9: K- und VmarWerte der isolierten und der proteolysierten NAD(P)(H)-
GAPDH aus Spinat fir das Substrat 1,3bisPGA und das Coenzym NADPH.

Kn-Werte der Enzymformen Vmaex-Werte der
(M) Enzymformen
(U/mg Protein)
Enzym-Form Vimax
1,3bisPGAP NADPH:e (1,3bisPGA, NADPH)b-c
NAD(P)(H)-GAPDH, 80-100 34+10 > 48
(oxidiert, 600 kDa)
NAD(P)(H)-GAPDH, 19+9 34+7 138
(reduziert, 150 kDa)
V8-NAD(P)(H)- 16+6 38+2 98
GAPDH=
(110 kDa)

a: Die Proteolyse wurde eine Stunde lang durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von
[2-Makroglobulin (10%) gestoppt. Die Enzym-Praparation wurde direkt fiir die Messungen verwendet.

b: mit 320 uM NADPH

c: mit 55 uM 1,3bisPGA

Die Affinitat der V8-NAD(P)(H)-GAPDH ist fiir 1,3bisPGA mit 16 uM im Gegensatz zu der
oxidiert vorliegenden 600 kDa-Form um das etwa 5fache gestiegen und entspricht dem K-
Wert der intakten reduzierten tetrameren NAD(P)(H)-GAPDH (s. Tab. 9). Die Kin-Werte der
proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH fiir NADPH sind mit 38 uM denen der hexadecameren
und tetrameren NAD(P)(H)-GAPDH (30-60 uM, s. Tab. 7) vergleichbar grol3. Die maximale
Aktivitat der 600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH wurde hier mit mehr als 48 U/mg Protein be-
stimmt. Grundséitzlich gilt jedoch fiir diese Form, dass die Maximalaktivitidt der NAD(P)(H)-
GAPDH nicht bestimmbar ist, da die steigenden 1,3bisPGA-Konzentrationen im Standard-
Aktivitdtstest dazu fiihren, dass die Michaelis-Menten-Kinetik nicht angewandt werden
kann (s. Tab. 6). Die Vma-Werte der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH entspricht mit
98 U/mg Protein den erhaltenen maximalen Aktivitdten der voll aktivierten tetrameren
NAD(P)(H)-GAPDH (s. Abb. 24). Aus Tabelle 9 geht hervor, dass die kinetischen Eigenschaf-
ten der proteolysierten 110 kDa-Form mit den kinetischen Eigenschaften der intakten
150 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH weitgehend iibereinstimmen.

3.11.4. Kann proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH reaggregieren?

Unter 3.6. wurden Versuche beschrieben, in denen die durch ATP und 1,3bisPGA dissoziierte
aktivierte Form der NAD(P)(H)-GAPDH mit NAD inkubiert wurde. Es wurde untersucht, ob
die tetramere Form durch die Zugabe von NAD fihig ist, zu reaggregieren, bzw. inaktiv zu
werden. Wenn NAD anwesend ist, wird die durch ATP aktivierte NAD(P)(H)-GAPDH
innerhalb von Minuten inaktiv, bzw. aggregiert. Die durch 1,3bisPGA dissoziierte
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Form der NAD(P)(H)-GAPDH bleibt bei Zugabe von NAD jedoch aktiv. Diese Versuche wur-
den mit proteolysierter NAD(P)(H)-GAPDH wiederholt, um festzustellen, ob das Enzym
durch Zugabe von NAD reaggregieren kann.
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Abbildung 24: Effekt von NAD auf die Aktivitidt der intakten und der proteolysierten
NAD(P)(H)-GAPDH. (A) NAD(P)(H)-GAPDH wurde (®) durch Proteolyse, (&) durch
1,3bisPGA, oder (O) durch Zugabe von 2 mM ATP aktiviert. Nach einer Stunde wurden die
Proben auf 6 ug Protein/ml eingestellt und zum Zeitpunkt Null 0,14 mM NAD zugegeben, ohne
dass die Proben zuvor entsalzt wurden. Die Aktivitdten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Zugabe von NAD gemessen. (B) Nach Aktivierung (®) durch Proteolyse wiahrend
60 Minuten oder (&) mit 1,3bisPGA wurden die Proben auf 12 pg Protein/ml eingestellt,
entsalzt und in 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tiberfithrt. AnschlieBend wurde zum Zeitpunkt Null
0,14 mM NAD zugegeben und zu verschiedenen Zeitpunkten die Aktivitdten gemessen. In (A)
und (B) wurden die Anfangsaktivititen der Kontrollen, die mit 10 mM DTTred und 21 pM
1,3bisPGA erhalten wurden, gleich 100% gesetzt. Die Anfangsaktivitaten der NAD(P)(H)-
GAPDH in den Proben wurden im Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeitpunkten
gemessen.

Aus Abbildung 24A ist ersichtlich, dass die proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH und die durch
1,3bisPGA aktivierte NAD(P)(H)-GAPDH bei Zugabe von NAD aktiv bleiben, bzw. nicht
aggregieren, wiahrend das durch ATP- aktivierte Enzym inaktiviert wird. In einem weiteren
Versuch wurden die proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH und die durch 1,3bisPGA aktivierte
NAD(P)(H)-GAPDH entsalzt und NAD zugegeben. In Abbildung 24B ist dargestellt, dass die
proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH relativ konstant aktiv bleibt, wahrend die aktivierte
NAD(P)(H)-GAPDH inaktiv wird, bzw. aggregiert.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass die proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH sich somit wie
das reduzierte aktivierte tetramere Enzym verhélt, auller dass es ein geringeres Mole-
kulargewicht von 110 kDa besitzt, und die Fahigkeit verloren hat, zu reaggregieren. Weiter-
hin liegt ein erster Hinweis vor, dass die CTE die Aggregation vermittelt.

Die in Kapitel 3.11. aufgefiihrten Ergebnisse sind in SCHEIBE et al. (1996) publiziert.
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3.12. Die Rolle der CTE von GapB bei der Aktivierung und
Aggregation der NAD(P)(H)-GAPDH:
Versuche mit rekombinant hergestellter NAD(P)(H)-GAPDH

Aus den Versuchen mit proteolysierter NAD(P)(H)-GAPDH, deren C-terminalen Enden der
Untereinheit A und Untereinheit B spezifisch durch die Staphylococcus aureus V8-Endopro-
teinase entfernt wurden, geht hervor, dass die CTE der Untereinheit B vermutlich fiir die
Dissoziation und Aggregation der NAD(P)(H)-GAPDH verantwortlich ist. Durch die Staphy-
lococcus aureus V8-Endoproteinase werden jedoch nicht nur die 31 Aminosauren der CTE,
sondern insgesamt 48 Aminosiduen entfernt. Weiterhin werden 20 Aminosduren von GapA
abgespalten. Es ist daher nicht auszuschlielen, ob weitere Strukturen fiir die Dissoziation
und Aggregation der NAD(P)(H)-GAPDH verantwortlich sind. Eine Méglichkeit zur Klarung
der Rolle der CTE bietet die Herstellung rekombinanter NAD(P)(H)-GAPDH. In folgenden
Versuchen wurden GapA, GapB und GapB ohne CTE (GapB“C) sowie GapAB und GapABC
unter der Kontrolle des Bakteriophagen T7 Promotors in E. coli kloniert, und die Moleku-
largewichte sowie kinetischen Eigenschaften der rekombinanten Proteine bestimmt. Die
Details zu den Klonierungen sind in Material und Methoden (vgl. Kap. 2.8.) beschrieben.

3.12.1. Expression der GapA-, GapB- und GapBC-Untereinheiten in E. coli

Die GapA-, GapB- und GapB“C-cDNA-Sequenzen fiir die chloroplastidire NAD(P)(H)-
GAPDH aus Spinat wurden jeweils in den bakteriellen Expressionsvektor pET-3a inseriert.
Die drei klonierten Proteine werden im Folgenden mit GapAM, GapBM und GapBM"C be-
nannt; das "M steht fiir das wahrend der Klonierung eingefiigte Methionin am Anfang der
Sequenz. Die Klonierung wurde durchgefiihrt, um enzymatisch aktive rekombinante Pro-
teine herzustellen. Es sollte iiberpriift werden, ob die beiden Proteine GapA und GapBAC
aggregieren konnen, bzw. ob GapB alleine aggregieren kann. Weiterhin sollten die rekombi
nant hergestellten Proteine kinetisch untersucht werden und mit den kinetischen Daten der
isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat verglichen werden. Darliber hinaus erlaubt die

Nde 1 Bam HI

/ Bam HI
pGapAM 4_P pGapA >
v

<+——— 1017bp ——»

pGapBMAc 4—_ pGapB“C >

<«—— 1017bp ——p

pGapBM

<+—— 1104bp —————p

Abbildung 25: Klonierungsschema zur Konstruktion von pGapAM,NPGapBM und
pGapBMAC zur Uberexpression der 'reifen' chloroplastidiren GapAM, GapBM und
GapBMAC, Die drei Plasmide wurden mit Nde I/ Bam HI geschnitten und in den ebenfalls mit
Nde 1/ Bam HI geschnittenen pET-3a-Vektor ligiert.
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Herstellung der rekombinanten Proteine, die Nucleotidspezifitit von GapA und GapB sepa-
rat zu untersuchen. In den Abbildungen 26A und 26B sind die Sequenzen der pGapA- und
pGapB-Konstrukte und die Proteine, die in E. coli exprimiert wurden, aufgefiihrt. Die abge-
leiteten Aminosiauresequenzen von exprimierter GapAM und GapBM sind identisch mit den
direkt bestimmten Sequenzen der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat (FERRI et al. 1990), auller
dass das N-terminale Lysin durch ein Methionin ausgetauscht wurde. GapBM*C exprimiert

ein Derivat von GapBM, welches die C-terminale Sequenzerweiterung fehlt.

A

GapA

tcaagactocaagactocaagactcaagac toaayageAT GEGOTT CCAACATGCTC TCTATC
M R 5 N M I 5 I

GCTALCCCGTCTCTCC GG GTT TACALCAAGGGAT T TTCTGAAT TITCTGGTCTACACACT
AN By L E Y N B F 5 HEFE L AL

TCTTCCCTTCCCTTTGGT CGCAL GG TCTGAT GACTT GATGGCTT T TG TGTCCTTCCAL
s S L EF G ROK LGRS O LM A& F OVOETEHE @

=]
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GapB
taaaagaaccaacalTGGCTTCT CATGC AGCTC TAGCT COTTC TAGAAT CCCTGCAAGT A
M a4 & HF A A L A P 5 E I F A 5 T

CAAGGCTCGCGT CTAAGGCCTCTCAGCAGTACT CTTITCTTAC TCARATGCTCCT TTAAGA
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Abbildung 26: Sequenz der (A) GapA und (B) GapB-Untereinheiten aus Spinat und
die in E. coli exprimierten Proteine. Die Bindestellen der Primer sind unterstrichen. Un-
terschiedliche Aminosduren zu in vivo reifen Untereinheiten sind fett markiert. Nichtcodie-
rende Regionen sind in Kleinbuchstaben angegeben. Transit-Peptid-Regionen sind kursiv und
die Precursor processing-Stellen, wie sie vom isolierten Protein bekannt sind (FERRI et al.
1990), sind mit '<II>' gekennzeichnet. Stop Codone sind mit einem Stern und positiv und ne-

gativ geladene Aminoséduren in der CTE von GapB sind mit '+' und '-' versehen.
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3.12.2. Reinigung von GapAM, GapBM und GapBVAC aus E. coli.

Die Reinigung der drei rekombinant hergestellten Formen der NAD(P)(H)-GAPDH erfolgte
wie in Material und Methoden beschrieben (vgl. Kap. 2.8.1.). Typischerweise wurden in den
Reinigungen jeweils ca. 0,4-1 mg Protein erhalten. Im Vergleich zur isolierten NAD(P)(H)-
GAPDH aus Spinat, die mehrere Wochen bei -20°C in Glycerin keine Aktivitdtsverluste
zeigte, waren die rekombinant hergestellten Proteine weniger stabil. Bereits ein bis zwei
Wochen nach der Reinigung wurden abnehmende Aktivitdten beobachtet. Jedoch konnten
wihrend der Reinigung und im Zeitraum, in denen die Versuche durchgefiithrt wurden, keine
Anzeichen von Proteolyse oder einem Verlust der Aktivitdten festgestellt werden.

3.12.3. Molekulargewichtsbestimmung der rekombinanten Homotetramere
mittels SDS-PAGE

Die gereinigten Untereinheiten GapAM, GapBM und GapBM“C wurden im Vergleich mit in-
takter NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. Abb. 27).

kDa M 1 2 3 4 M
66 —_— —
45 — T — —_— ==
36 | — T — —
24

Abbildung 27: SDS-Gel der in E. coli exprimierten NAD(P)H-abhéidngigen Unterein-
heiten der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinatchloroplasten im Vergleich zum isolierten
in vivo-Enzym. M, Molekulargewichtsstandard. Spuren 1) GapAM, 2) GapBMC und 3) GapBM
enthalten je 1 pg der gereinigten NAD(P)(H)-GAPDH aus den entsprechenden E. coli-Stam-
men. In der Spur 4) wurden 2 pg der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat zum Vergleich
aufgetragen. Die Groflen der Molekulargewichtsstandards (kDa) sind angegeben.

Aus Abbildung 27 ist zu ersehen, dass die Untereinheiten von GapAM und GapBM relative
Molekulargewichte von 39 kDa bzw. 43 kDa besitzen, die mit denen der intakten NAD(P)(H)-
GAPDH-Untereinheiten identisch sind. Im Vergleich dazu zeigt die GapBM“C-Untereinheit
ein geringeres Molekulargewicht von ca. 36 kDa.

3.12.4. Molekulargewichtsbestimmung der rekombinanten Proteine mittels
Gelfiltration an der Superdex-200

Um zu tiberprifen, welche Molekulargewichte die nativen rekombinanten NAD(P)(H)-
GAPDH-Formen besitzen, wurden Gelfiltrationen mit der Superdex-200 durchgefiihrt. In
den einzelnen Fraktionen wurden die NADPH-abhidngigen GAPDH-Aktivitdten und die Pro-
teingehalte bestimmt.

In der Kontrolle (E. coli-BL21 ohne entsprechende Expressionsplasmide) konnte keine
NADPH-abhiangige GAPDH-Aktivitit festgestellt werden. Die spezifische Aktivitat von
GapBM mit 20-40 U/mg Protein ist vergleichbar hoch mit der spezifischen Aktivitiat der in-
takten oxidiert vorliegenden 600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH. GapAM zeigte eine spezifische
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Aktivitat von 50-60 U/mg Protein, und die héchste spezifische Aktivitdt mit 110-120 U/mg
Protein fiir GapBM“C ist mit der intakten aktiven 150 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat vergleichbar (s. Tab. 10).
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Abbildung 28: Aggregationszustiande der drei isolierten in E. coli exprimierten chlo-
roplastidiaren NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzyme. (A) Die Anfangsaktivitat der drei rekom-
binanten NAD(P)(H)-GAPDH-Formen im Standard-Aktivitidtstest mit NADPH als Coenzym
und (B) der Protein-Gehalt wurde in den Fraktionen bestimmt. Die Fraktionen von (&) GapAM,
@) GapBM*C und (0) GapBM wurden ohne Vorinkubation und ohne Zus#tze im Puffer
gemessen. Es wurden jeweils 200 pg Protein aufgetragen. Das Elutionsvolumen von 51,5 ml
entspriclllit dem Molekulargewicht von 600 kDa; von 54,5 ml dem von 470 kDa; von 69 ml dem
von 150 kDa.

Mit den drei rekombinanten Formen wurden jeweils Gelfiltrationen durchgefihrt. In den
einzelnen Fraktionen wurden die Aktivitdten ohne vorherige Vorinkubation gemessen
(s. Abb. 28A). GapAM, GapBM*C und GapBM eluieren mit unterschiedlichen Molekularge-
wichten. Im Vergleich zur intakten isolierten 150 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat (s. Abb. 19, 20, Elutionsvolumen: 69 ml) eluieren GapAM und GapBM“C ebenfalls in
der tetrameren Form. GapBM“C ist jedoch geringfiigig groBer, GapAM geringfiigig kleiner als
die intakte tetramere NAD(P)(H)-GAPDH. Mit dem Elutionsvolumen von 54,5 ml erscheint
GapBM dagegen mit einem héheren Molekulargewicht von 470 kDa. Dieses Molekularge-
wicht ist bei der intakten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat als Intermediat wéhrend der Pro-
teolyse bekannt (SCHEIBE et al. 1996). Méglicherweise ist GapBM nicht in der Lage, in die
600 kDa-Form zu aggregieren, weil sich die CTE's bei der Hexadecamer-Bildung gegenseitig
sterisch hindern. So kann es sich bei der 470 kDa-Form um eine (GapBa4)4-Form handeln, die
ein 'ungewohnliches Laufverhalten' zeigt oder ebenfalls um eine (GapB4)s-Form. Die
470 kDa-Form von GapB liefert jedoch einen weiteren Hinweis, dass eine Aggregation mog-
lich ist, wenn die CTE anwesend ist. Die maximalen Aktivitaten der drei rekombinanten
Formen variieren deutlich. In Abbildung 28B sind die entsprechenden Proteingehalte in den
Fraktionen aufgefiihrt. Eine Verrechnung der in Abbildung 28A aufgefithrten NADPH-ab



Ergebnisse 62

hiéngigen GAPDH-Aktivitdten mit den in Abbildung 28B aufgefiihrten Proteingehalten in
den einzelnen Fraktionen ergibt, dass die rekombinanten Formen unterschiedliche spezifi-
sche Aktivitdten aufweisen (s. Tab. 10). Die spezifischen Aktivitdten entsprechen den Aktivi-
tatsbestimmungen der isolierten rekombinanten Formen.

In einem weiteren Versuch sollte gekliart werden, ob GapBM ebenfalls, wie die intakte
600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH, in die 150 kDa-Form dissoziieren kann.

0,8
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Abbildung 29: Aggregationszustand der isolierten in E. coli exprimierten chloropla-
stiddren (%apBM. Die Anfangsaktivitidt der rekombinanten GapBM im Standard-Aktivitatstest
mit NADPH als Coenzym wurde in den Fraktionen bestimmt. GapBM (470 kDa) wurde vor
Beginn des Sdulenlaufs durch Entsalzung von Puffer G in Puffer G ohne 2-Mercaptoethanol
und NAD tiberfiihrt. Die Fraktionen wurden ohne Vorinkubation und ohne Zusitze im Puffer
gemessen. Es wurden ca. 60 ug Protein aufgetragen. Das Elutionsvolumen von 69 ml
entspricht dem Molekulargewicht von 150 kDa.

In Abbildung 29 ist dargestellt, dass GapBM ein Molekulargewicht von 150 kDa besitzt. Die
Dissoziation von der 470 kDa- in die 150 kDa-Form wurde lediglich durch Entfernen von
NAD und 2-Mercaptoethanol erreicht (vgl. Kap. 2.11.). Die Aggregation des GapBM-Proteins
ist somit reversibel. Der Versuch wurde nur ein mal durchgefiihrt und aufgrund des gerin-
gen Proteingehaltes von 60 pg bei Auftrag des Proteins konnte ausschliefllich in der Spitzen-
fraktion der Proteingehalt bestimmt werden. Die daraus resultierende spezifische Aktivitéat
von ca. 100 U/mg Protein entspricht den spezifischen Aktivitdten der intakten 150 kDa-
NAD(P)(H)-GAPDH und von GapBMAC,

GapBM ist, was die Aktivierung und gleichzeitige Dissoziation in die 150 kDa-Form betrifft,
ein Problemfall: Einerseits geht aus Abbildung 29 hervor, dass GapBM relativ einfach durch
Verdiinnen in die 150 kDa-Form tiberfiithrt werden kann. Andererseits zeigen durchgefiihrte
Vimaz- und Km-Wert-Bestimmungen fiir die Substrate und Coenzyme (s. Tab. 10, 11, 12, 13),
dass die Inkubation von GapBM mit 21 uM 1,3bisPGA, bzw. 21 uM 1,3bisPGA und 20 mM
DTTred nicht ausreicht, um das Enzym zu aktivieren. Méglicherweise werden zur Aktivie-
rung der GapBM hohere Konzentrationen des Effektors 1,3bisPGA benétigt. Es wurden Ka-
Wert-Bestimmungen durchgefiihrt, die jedoch fehl schlugen. In nicht gezeigten Versuchen
konnte nachgewiesen werden, dass zur Aktivierung von GapBM hoéhere Konzentrationen des
Effektors 1,3bisPGA bendétigt werden, um GapBM zu aktivieren. Die 'verklumpte — starre'
Struktur von GapBM wird erst durch Inkubation mit 55-105 pM 1,3bisPGA aufgehoben. Bei
diesem Ku-Wert dissoziiert GapBM in die 150 kDa-Form. Der Kq-Wert der hexadecameren
NAD(P)(H)-GAPDH fur 1,3bisPGA betréigt im Vergleich ca. 20 uM (s. Tab. 8).

Das auftretende Molekulargewicht von 470 kDa (s. Abb. 28), von 150 kDa (s. Abb. 29) und
durchgefiihrte Viaz- und Kn-Wert-Bestimmungen, geben jedoch einen Hinweis darauf, dass
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die zusiatzliche CTE von GapB das Aktivierungsverhalten massiv beeinflufit. Weiterhin wird
die These, dass die CTE’s eine korrekte Bildung der 600 kDa-Form durch sterische Hinde-
rung unterbindet, unterstiitzt. Nach Ansicht der Autorin fehlen zur korrekten 600 kDa-
Formierung die GapA-Untereinheiten, an denen die CTE’s bei der Bildung der Hexadeca-
mer-Form binden kénnen. Daher erscheint GapBM nicht als Bs-, sondern als Bs-Form.

3.12.5. Kinetische Eigenschaften der rekombinanten Formen

Im Vergleich mit der intakten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat wurde mit den rekombinanten
Proteinen GapAM, GapBM“C und GapBM eine biochemische Charakterisierung durchgefiihrt.
Die K- und Vimax-Bestimmungen der rekombinanten Proteine erméglicht es, festzustellen, ob
sich einerseits die beiden tetrameren Formen GapAM und GapBMC, andererseits die
470 kDa-Form der GapBM, hinsichtlich ihrer Affinitdten fiir die Substrate und Coenzyme von
der intakten 150 kDa-, bzw. der 600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH unterscheiden. Weiterhin kann
unter den gewédhlten Bedingungen der Vorinkubation festgestellt werden, ob die tetrameren
rekombinanten Formen durch DTTrea aktiviert werden kénnen, bzw. ob sich intramolekular
eine Disulfidbriicke bildet.

3.12.5.1. Vinax- und Kin-Wert-Bestimmungen fiir das Substrat 1,3bisPGA und die
Coenzyme NADPH und NADH

Zunéchst wurden die Vimax-Werte (s. Tab. 10) und die Kn-Werte der drei rekombinanten Pro-
teine fiir das Substrat 1,3bisPGA (s. Tab. 11) und die Coenzyme NADPH und NADH
(s. Tab. 12) bestimmt. Im Vergleich sind die Ve und Kin-Werte der intakten 600 kDa-
NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat aufgefiihrt (s. Tab. 6, 7).
Es wurden GapAM, GapBM*C und GapBM verwendet, die folgendermaBen behandelt worden
waren.

- ohne Vorinkubation

- mit 20 mM DTTred inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

- mit 21 pM 1,3bisPGA inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

- mit 20 mM DTTred und 21 pM 1,3bisPGA inkubierte NAD(P)(H)-GAPDH

Aus Tabelle 10 geht hervor, dass alle drei rekombinanten Proteine nucleotidbispezifisch sind.
Unter den gewéhlten Bedingungen bleiben die NADPH-abhidngigen Maximalaktivitdten der
drei rekombinanten Formen der GAPDH konstant. GapAM besitzt eine spezifische Aktivitat
von ca. 50-60 U/mg Protein, GapBMC von ca. 100-120 U/mg Protein und GapBM von ca. 20-
40 U/mg Protein. AusschlieBlich GapBMC erreicht mit iiber 100 U/mg Protein vergleichbare
Aktivitaten wie die aktive 150 kDa-NADPH-GAPDH (s. Text zu Tab. 6). Die Vinar-Werte der
rekombinanten GAPDH-Formen entsprechen den im Standard-Aktivitdtstest ermittelten
spezifischen Aktivitdten und den unter 3.12.4. beschriebenen errechneten Werten der
durchgefiihrten Gelfiltrationen (s. Abb. 28).

Bei den rekombinanten Enzymen dndern sich die NADH-abhangigen Aktivitdten unter den
verschiedenen Bedingungen nicht (vgl. NAD(P)(H)-GAPDH, Tab. 6, 10). Jedoch sind die
spezifischen Aktivitaten von GapAM und GapBM“C etwa um die Halfte geringer als die
NADH-abhiangigen Aktivitaten der NAD(P)(H)-GAPDH. GapBM bildet mit den niedrigsten
NADH-abhéngigen Aktivitdten von ca. 10 U/mg Protein die Ausnahme.

GapBM kann wie die 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH in eine hochmolekulare Form
aggregieren. Daher wurde davon ausgegangen, dass sie durch Inkubation mit 1,3bisPGA
alleine oder in Kombination mit DTTred dissoziiert und ebenfalls wie die 600 Da-Form der
NAD(P)(H)-GAPDH mit NADPH als Coenzym maximale Aktivitdten von >100 U/mg zeigt
(s. Text zu Tab. 6). Dies ist unter den in Tabelle 10 gezeigten Bedingungen jedoch nicht der
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Fall. Eine Erkldarung bietet der hohe gemessene Kua-Wert von GapBM mit 55-105 uM fir
1,3bisPGA (s. Text zu Abb. 30).

Tabelle 10: Viar-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, GapAM, GapBMAC
und GapBM fir das Substrat 1,3bisPGA mit NADPH und NADH als Coenzym.

Vmax-Werte der Enzymformena?

(U/mg Protein)
Vorinkubation Coenzym
A2B2
NAD(P)(H)- GapAM GapBMAC GapBM
GAPDH
Ohne NADPH n.b. 55+5H 105+£11 20+3
NADH 42 +4 23+5 25+2 7x0,7
21 uM 1,3bisPGA NADPH n.b. 52+9 97 £ 12 37+11
NADH 44 +3 24 +3 34+3 7+0,4
20 mM DTTrea NADPH >110 57+4 101£5 333
NADH 57+10 22+2 26 £ 2 10+0,7
21 uM 1,3bisPGA NADPH >100 49+ 8 115611 30+3
+ 20 mM DTTred
NADH 52+4 28+8 29+3 15+2

a: mit 55 uM 1,3bisPGA
b: mit 320 uM NADPH, bzw. NADH
n.b.: nicht bestimmt

In Tabelle 11 sind unter den schon in Tabelle 10 gewdhlten Bedingungen der Vorinkubationen
die Kn-Werte der drei rekombinant hergestellten NAD(P)(H)-GAPDH-Formen fir 1,3bisPGA im
Vergleich zu der intakten NAD(P)(H)-GAPDH aufgefiihrt.

Tabelle 11: Kn-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, GapAM, GapBM
und GapBM fir das Substrat 1,3bisPGA mit NADPH und NADH als Coenzym.

Kmn-Werte der Enzymformen?

(nM)
Vorinkubation Coenzym
A2B2
NAD(P)(H)- GapAM GapBMAC GapBM
GAPDH
Ohne NADPH >100 189 32+10 85 + 26
NADH 35+£8 11+4 14+2 26 £ 14
21 uM 1,3bisPGA NADPH 20+ 10 23+5 29+9 121 +£90
NADH 24 +5 12+5 22+5 22+4
20 mM DTTyrea NADPH 90 £ 10 20+4 24 +2 101 £ 45
NADH 27+13 18+6 12+2 19+4
21 uM 1,3bisPGA NADPH 20+£8 19+£6 337 98+ 10
+ 20 mM DTTrea
NADH 16+ 10 15+4 15+3 12+4

a: mit 320 uM NADPH, bzw. NADH
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Die Kwn-Werte fir 1,3bisPGA mit NADPH gemessen, sind fir GapAM und GapBMAC unter
allen Bedingungen (18-33 uM) nahezu gleich. Auffallig ist, dass sie in der gleichen
GroBenordnung liegen, wie die der dissoziiert vorliegenden NAD(P)(H)-GAPDH (Inkubation
mit 21 pM 1,3bisPGA, bzw. 21 uM 1,3bisPGA plus 20 mM DTTreq; vgl. NAD(P)(H)-GAPDH,
Tab. 6). Im Gegensatz dazu sind die Kin-Werte von GapBM fiir 1,3bisPGA mit NADPH gemes-
sen unter allen Bedingungen signifikant erh6ht. Sie entsprechen nicht wie die der beiden
anderen rekombinanten Enzymen den Kn-Werten der dissoziiert vorliegenden NAD(P)(H)-
GAPDH, sondern mit 85-121 uM den Kn-Werten der unbehandelten, bzw. reduzierten
NAD(P)(H)-GAPDH (s. Tab. 6).

Erwartet wurde, dass die Kn-Werte von GapB fir 1,3bisPGA mit NADPH gemessen, unter
den Vorbedingungen der Dissoziation (Inkubation mit 21 uM 1,3bisPGA, bzw. 21 pM
1,3bisPGA plus 20 mM DTTred) ebenfalls wie die der beiden anderen rekombinanten
NAD(P)(H)-GAPDH-Formen im GréBenbereich von 18-33 uM liegen. Die Kn-Werte der
GapBM fiir 1,3bisPGA sind jedoch konstant hoch, weil GapBM unter den vorliegenden Bedin-
gungen der Effektor-Konzentrationen (21 uM 1,3bisPGA bzw. 21 uM 1,3bisPGA plus 20 mM
DTTrea) nicht dissoziiert. Erst durch erhéhte Effektor-Konzentrationen im Bereich des Ka-
Wertes von 55-105 uM 1,3bisPGA erfolgt eine Dissoziation, die zur Absenkung der Kn-Werte
fuhren wiirde (s. Beschreibung der Tab. 10, Text zu Abb. 29).

Die Affinitdten der drei rekombinanten Formen der NAD(P)(H)-GAPDH fur 1,3bisPGA zei-
gen, wenn als Coenzym NADH verwendet wurde, unter allen Vorbedingungen und unter-
einander nur minimale Unterschiede von 11-26 uM. Diese Kn-Werte sind im Vergleich zur
intakten 600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH (s. Tab. 6), deren Kn-Werte unter allen Vorbedingun-
gen ebenfalls kaum Unterschiede zeigen (16-35 pM), nur minimal geringer.

Im Wesentlichen geht aus Tabelle 11 hervor, dass abgesehen von GapB (keine Dissoziation),
die Affinitat fir 1,3bisPGA steigt, wenn das Coenzym NADPH verwendet wurde, und die
Enzyme sich im dissoziierten Zustand befinden (150 kDa).

Tabelle 12: Kn-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, GapAM, GapBMAC
und GapBM fiir die Coenzyme NADPH und NADH.

Kmn-Werte der Enzymformen?

(nM)
Vorinkubation Coenzym
A2B2
NAD(P)(H)- GapAM GapBMAC GapBM
GAPDH
Ohne NADPH 30+10 60+8 35+ 10 130 £ 29
NADH 120+ 10 400 + 93 320 £ 87 252+ 31
21 uM 1,3bisPGA NADPH 508 52120 25+11 80 + 23
NADH 106 £ 29 450+ 94 470+ 70 310+ 44
20 mM DTTred NADPH 40 £ 10 57+ 18 5011 210+ 38
NADH 210+ 20 430 + 55 520+ 34 287+ 41
21 uM 1,3bisPGA NADPH 60+9 52 + 2 38+8 67+ 17
+ 20 mM DTTrea
NADH 290 + 20 455+ 99 660 + 130 534 £ 153

NADH

a: mit 55 uM 1,3bisPGA
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In Tabelle 12 sind unter den schon in Tabelle 10 und 11 gewdhlten Bedingungen der
Vorinkubationen die Kn-Werte der drei rekombinant hergestellten NAD(P)(H)-GAPDH-
Formen fir die Coenzyme NADPH und NADH im Vergleich zu der intakten NAD(P)(H)-
GAPDH (s. Tab. 6) aufgefiihrt.

Aus Tabelle 12 geht hervor, dass die Kin-Werte von GapAM und GapBM“C fiir NADPH sich
unter den gewahlten Bedingungen kaum dndern. Sie liegen mit ca. 38-60 uM im gleichen
Konzentrationsbereich wie die der intakten NAD(P)(H)-GAPDH unter allen vier Bedingun-
gen (s. Tab. 7). Fiir GapBM gestaltete sich die Kn-Wert-Bestimmung fiir das Coenzym
NADPH als schwierig. In mehr als drei MeBserien wurden sehr unterschiedliche Kn-Werte
fur jeweils alle vier Bedingungen erzielt. Bei der Auswertung sind die dhnlichsten Kn-Werte
zu Grunde gelegt worden, jedoch ist Vorsicht angeboten, diese als realistisch anzusehen.
Hervorzuheben ist, dass die Kin-Werte fiir NADPH mit 80 und 67 pM fir die dissoziierten
GapBM-Formen niedriger liegen als die der assoziierten GapBM-Formen mit 130 und 210 pM.
Sie entsprechen den gemessenen Kn-Werten der dissoziierten NAD(P)(H)-GAPDH
(s. Tab. 7). Dies wiederspricht den Vmax-Bestimmungen (s. Tab. 10) und den Ku-Wert-
Bestimmungen (s. Tab. 11), in denen GapBM durch Inkubation mit 21 uM 1,3bisPGA, bzw.
21 uM 1,3bisPGA und 20 mM DTTred nicht aktiviert wurde. Ein Grund dafir kann sein, dass
nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden kann, dass die verringerte Stabilitat der
rekombinanten Enzympréiparationen zu abweichenden Ergebnissen fiihrt.

Die Affinitdten der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH fiir NADH liegen zwischen 110 und
310 uM. Dabei kann festgestellt werden, dass der Kn-Wert fiir NADH in jedem Fall héher
liegt als der fiir NADPH, aber die Affinitdt fiir NADH nicht eindeutig héher fir z.B die
600 kDa-Form ist, als fir die 150 kDa-Form. Die Kin-Werte von 220-790 uM fiir NADH liegen
fiir GapAM, GapBM*C und GapBM eindeutig hoher als die der intakten NAD(P)(H)-GAPDH,
wobei sie sich untereinander und unter den gewahlten Bedingungen kaum unterscheiden.
GapAM und GapBM“C besitzen eindeutig héhere Priaferenzen fiir das Coenzym NADPH
gegeniber NADH. Hier liegen die Kn-Werte fiir NADH um ein vielfaches héher als fiir
NADPH.

Im Wesentlichen ist in Tabelle 12 dargestellt, dass alle vier Enzymformen héhere Kn-Werte
fur NADH gegeniiber dem Coenzym NADPH aufweisen.

3.12.5.2. Vimaex- und Kmn-Wert-Bestimmungen fir das Substrat GAP

Im vorigen Kapitel (3.11.5.1.) wurde eine biochemische Charakterisierung mit den rekombi-
nanten Enzymen GapAM, GapBM*C und GapBM durchgefiithrt. Es wurden die Vmar und K-
Werte fir das Substrat 1,3bisPGA und die Coenzyme NADPH und NADH ermittelt, und
diese mit den Vmaxr- und Km-Werten der isolierten intakten NAD(P)(H)-GAPDH verglichen
(s. Tab. 10, 11, 12). Wahrend der Belichtung nutzt die NAD(P)(H)-GAPDH das Substrat
1,3bisPGA, das Coenzym NADPH und, bislang ungeklirt, moéglicherweise ebenfalls NADH.
Diese Reaktionen finden im Calvin-Cyclus statt.

Im Weiteren wird eine biochemische Charakterisierung der drei rekombianten Enzyme
durchgefiihrt, wobei die Vmaxr-Werte (s. Tab. 13) und die Kn-Werte (s. Tab. 14) fiir das Sub-
strat GAP ermittelt werden. Es gibt Hinweise, dass die NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkeln das
Substrat GAP und das Coenzym NAD, bzw., ebenfalls ungekliart, NADP nutzt, wobei es sich
um einen Teilschritt der glykolytischen Reaktion handelt. Kn-Werte fiir die Coenzyme NAD
und NADP wurden in dieser Arbeit nicht bestimmt. Es sind jedoch Werte aus der Literatur
verfigbar. Die ermittelten Werte werden wiederum mit denen der intakten NAD(P)(H)-
GAPDH verglichen (s. Tab. 6).
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In Tabelle 13 sind unter den schon in den Tabellen 10 bis 12 gewéahlten Bedingungen der
Vorinkubationen die Vmax-Werte der drei rekombinant hergestellten NAD(P)(H)-GAPDH-
Formen fir das Substrat GAP aufgefiihrt. Im Vergleich sind die Vmar-Werte der intakten
600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat aufgefiihrt (s. Tab. 6).

Tabelle 13: Viar-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, GapAM, GapBMAC
und GapBM fiir das Substrat GAP mit NADP und NAD als Coenzym.

Vmaxr-Werte der Enzymformenab

(U/mg Protein)
Vorinkubation Coenzym
A2B2
NAD(P)(H)- GapAM GapBMAC GapBM
GAPDH
Ohne NADP 5+0,7 20+1,6 30+1,7 1,59+0,1
NAD 12+0,9 24 +0,9 25+1,1 1,90+ 0,1
21 uM 1,3bisPGA NADP 15+0,5 17+0,6 24 +1,1 4,86+ 0,3
NAD 12+0,6 24 +1,2 28+1,2 2,36+ 0,1
20 mM DTTrea NADP 15+0,9 16+0,9 30+1,2 5,45+ 0,2
NAD 12+0,3 27+0,5 28+1,2 4,11+0,3
21 uM 1,3bisPGA NADP 14+1,4 18+ 2,6 28 £0,8 10,02 +£0,3
+ 20 mM DTTrea

NAD 14+0,6 23+0,4 31+0,9 5,93+0,3

a: mit 400 uM NADP, bzw. NAD als Coenzyme
b: mit 1 mM FbP

Aus Tabelle 13 geht hervor, dass sich die maximalen Aktivitdten mit 12-14 U/mg Protein der
NAD(P)(H)-GAPDH fiir das Substrat GAP unter den vier verschiedenen Bedingungen und
im Vergleich zwischen den Messungen mit NAD und NADP kaum dndern. Eine Ausnahme
bildet die nicht vorinkubierte (A2B2)s-NAD(P)(H)-GAPDH mit 5 U/mg Protein mit NADP als
Coenzym. Generell liegen die spezifischen Aktivitdten der NAD(P)(H)-GAPDH damit sehr
viel geringer als die des Enzyms, wenn es als Substrat 1,3bisPGA nutzt (s. Tab. 6). Mit 16-
27 U/mg Protein liegen die Vmar-Werte von GapAM in der gleichen Gréenordnung, allerdings
sind sie mit NAD als Coenzym geringfiigig héher. Demgegeniiber zeigen die maximalen
Aktivitdten von GapBMC fiir NAD und NADP keinerlei Unterschiede. Jedoch 148t sich
erkennen, dass wie schon in der reduzierenden Richtung GapBMAC eine héhere
Maximalaktivitat von 24-31 U/mg Protein aufweist. Die maximalen Aktivitaten von GapBM
sind mit 1-10 U/mg Protein am niedrigsten und zeigen unter den gewéhlten Bedingungen
mit NADP und NAD gemessen, keine deutlichen Unterschiede.

In Tabelle 14 sind unter den schon in den Tabellen 10 bis 13 gewdhlten Bedingungen der
Vorinkubationen die Kn-Werte der drei rekombinant hergestellten NAD(P)(H)-GAPDH-
Formen fiur das Substrat GAP aufgefihrt. Im Vergleich sind die Kn-Werte der intakten
600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat aufgefiihrt (s. Tab. 6).

Die NAD(P)(H)-GAPDH zeigt in allen Fallen der vier Inkubationen eine leichte Praferenz fiir
das Coenzym NAD (s. Tab. 14). Am deutlichsten ist dies bei der oxidierten 600 kDa-Form mit
12 uM (NAD) gegeniiber 30 uM (NADP) gezeigt. Aber es sind keine so deutlichen Unter-
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Tabelle 14: Kn-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, GapAM, GapBMAC
und GapBM fiir das Substrat GAP.

Kmn-Werte der Enzymformen?

(nM)
Vorinkubation Coenzym
A2B2
NAD(P)(H)- GapAM GapBMAC GapBM
GAPDH
Ohne NADP 30,2+ 10 306 23+4 8+2
NAD 12,6 +1 20+3 18+2 12+2
21 uM 1,3bisPGA NADP 27+2 17+2 13+2 29+6
NAD 19+3 28+4 18+2 25+4
20 mM DTTyrea NADP 23+4 12+ 2 19+2 25+4
NAD 18+1 33+1 17+2 17+8
21 uM 1,3bisPGA NADP 22+6 30+12 18+1 26+ 3
+ 20 mM DTTred

NAD 20+3 25+1 211 27+4

a: mit 400 uM NADP, bzw. NAD als Coenzyme

schiede wie fiir das Substrat 1,3bisPGA vorhanden (s. Tab. 6). Die Kn-Werte der drei rekom-
binanten Enzyme liegen sdmtlich im gleichen Konzentrationsbereich wie bei der NAD(P)(H)-
GAPDH. Sie unterscheiden sich weiterhin unter den verschiedenen Vorinkubationen und
mit den Coenzymen NAD und NADP gemessen, nicht voneinander.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich in der oxidierenden Richtung keine ver-
gleichbar signifikanten Unterschiede zwischen den vier Enzymen fiir alle vier Vorinkuba-
tionen fur Vmex und Kn fiir das Substrat GAP feststellen lassen, wie dies in der reduzieren-
den Richtung maBgeblich der Fall ist.

Die in den Kapiteln 3.11.1. bis 3.11.5. aufgefiihrten Ergebnisse sind teilweise in BAALMANN
et al. (1996) publiziert.

3.12.6. Expression von GapAMBM- und GapAMBMAC-Formen in E. coli

Die in den Kapiteln 3.11.1. bis 3.11.4. aufgefithrten Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese,
dass die CTE der B-Untereinheit der NAD(P)(H)-GAPDH fur die Aggregation des Enzyms in
die 600 kDa-Form verantwortlich ist, denn GapBM kann in E. coli spontan in eine héhere
Molekulargewichtsform von 470 kDa aggregieren. Hingegen verbleibt GapBM“C in der
150 kDa-Form. Eine weitere Moglichkeit, die Rolle der CTE bei der Aggregation aufzukliren,
ist die Herstellung der rekombinanten GapAMBM- und GapAMBM“C.Formen. Das GapAMBM-
Konstrukt, welches mit dem reinen Enzym aus Spinat identisch sein sollte (mit Ausnahme
des Methionins), sollte vollstdndig in die 600 kDa-Form aggregieren kénnen, das
GapAMBM“C_Protein hingegen nicht.
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Abbildung 30: Klonierungsschema zur Konstruktion der rekombinanten (A)
pGapAMBMAC und (B) pGa]I)VIAMBM zur Uberexpression der 'reifen' chloroplastidiaren
GapAVMBMAC ynd GapAMBM. Das die cDNA-Sequenz fir pGapAM enthaltene Plasmid
(s. Abb. 25) wurde mit Bgl IT und Bam HI geschnitten und zu blund ends aufgefiillt. Die beiden
pET-Vektoren, die die Konstrukte pGapBM und pGapBMAC enthalten, wurden jeweils mit
Hind I1I linearisiert und die Enden ebenfalls zu blund ends aufgefiillt. Die cDNA—Seguenz der
pGapA wurde jeweils in die linearisierten Vektoren mit pGapB und (A) pGapB“C und (B)
pGapB insersiert.

3.12.7. Molekulargewichtsbestimmung der in E. coli coexprimierten im
Rohextrakt vorliegenden GapAMBM- und GapAMBMAC_Proteine

Die durchgefiihrten Gelfiltrationen mit den drei rekombinant hergestellten Proteinen
GapAM, GapBMC und GapBM zeigen, dass GapAM und GapBM"C tetramere Proteine sind,
wéhrend GapBM in ein héheres Molekulargewicht von ca. 470 kDa aggregiert (s. Abb. 28).
Um zu tberprifen, welches Molekulargewicht die beiden GapAMBM- und GapAMBM*C.Kon-
strukte besitzen, wurden weitere Gelfiltrationen durchgefiihrt. Die Klonierungen und Ex-
pressionen der beiden rekombinanten Formen erfolgte wie in Material und Methoden be-
schrieben (vgl. Kap. 2.8.).

Fir die Gelfiltrationen wurden die beiden in E. coli-Rohextrakt vorliegenden GapAMBM- und
GapAMBM“C.Konstrukte verwendet. Da E. coli keine NADPH-abhingigen Aktivitaten mit
GAPDH zeigt, konnten fiir die Gelfiltrationen die entsprechenden Rohextrakte eingesetzt
werden. Die beiden erhaltenen Konstrukte im Rohextrakt von E. coli waren nur kurze Zeit
stabil, d.h. nach ein bis zwei Wochen traten Aktivitatsverluste auf.
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Abbildung 31: Aggregationszustinde der beiden in E. coli-Rohextrakten coexpri-
mierten chloroplastididren rekombinanten Formen. Die Anfangsaktivitat von (O)
GapAMBMAC ynd (@) GapAMBM im Standard-Aktivitatstest mit NADPH als Coenzym wurden
in den Fraktionen bestimmt. Die Fraktionen wurden ohne Vorinkubation und ohne Zusétze im
Puffer gemessen. Es wurden jeweils 800 pg Protein (E. coli-Rohextrakt) aufgetragen. Das Elu-
tionsvohll{%en von 54,5 ml entspricht dem Molekulargewicht von 470 kDa und von 69 ml dem
von 150 kDa.

GapAMBM“C eluiert in der tetrameren Form (s. Abb. 31A). GapAMBM eluiert im Gegensatz
dazu in einer héheren Molekulargewichtsform, jedoch nicht wie erwartet als Hexadecamer,
sondern lediglich in einer Mischung aus ca. 300-470 kDa (s. Abb. 31B).

In der Arbeitsgruppe Pflanzenphysiologie (Osnabriick) wurden von C. Sanders weitere
GapAMBM.-rekombinante NAD(P)(H)-GAPDH-Formen kloniert. Die Klonierungen erfolgten
in gleicher Weise wie in dieser Arbeit beschrieben. Jedoch wurden die im CTE befindlichen
Cysteine 355 und 364 durch Serine ersetzt. Auf diese Weise wurden die drei Mutanten
GapAMBM-C355S, GapAMBM-C364S und GapAMBM-C355S5/C364S erzeugt (SANDERS 1997).
Auch diese Klonierungen wurden durchgefiihrt, um die Rolle der CTE bei der Aggregation zu
spezifizieren. Bislang wurde theoretisch angenommen, dass die CTE die Aggregation in die
600 kDa-Form vermittelt, indem sie durch elektrostatische Wechselwirkungen mit einem
negativ geladenen Bereich an einen positiv geladenen Bereich an einer A-Untereinheit eines
weiteren Tetramers bindet. Unklar war, ob die CTE in dieser Funktion oxidiert vorliegen
mub (sich also innerhalb der CTE eine Disulfidbriicke zwischen Cys 355 und Cys 364 befin-
det), oder ob die Disulfidbricke fiir die Bindung keine Rolle spielt. Durch die Herstellung der
drei rekombinanten Formen wird die reduzierte Form simuliert. Weiterhin wurde ange-
nommen, dass die CTE auch in der reduzierten Form bindet, denn Versuche mit isolierter
NAD(P)(H)-GAPDH (s. Abb. 18B) und NAD(P)(H)-GAPDH in isolierten intakten Spinat-
Plastiden (s. Abb. 10B) ergab, dass Zugabe von Reduktionsmitteln nicht zu einer Dissozia-
tion in die 150 kDa-Form fuhrte. Unter diesem Aspekt wurde mit der GapAMBM-C355-



Ergebnisse 71

Mutante eine Gelfiltration an der Superdex-200 durchgefithrt. Die Mutante wurde freundli-
cherweise von C. Sanders zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 32: Aggregationszustand der in E. coli-Rohextrakt coexprimierten chlo-
roplastidaren GapAMBM-C355S-Mutante. Die Anfangsaktivitdt der rekombinanten
GapAMBM.C355S-Mutante im Standard-Aktivitdtstest mit NADPH als Coenzym wurde in den
Fraktionen bestimmt. Die Fraktionen wurden ohne Vorinkubation und ohne Zuséitze im Puffer
gemessen. Es wurden ca. 800 pg Protein aufgetragen. Der E. coli-Rohextrakt mit der
GapAMBM.C355S-Mutante wurde freundlicherweise von C. Sanders zur Verfugung gestellt.
Die Klonierung ist in SANDERS (1997) beschrieben. Das Elutionsvolumen von 51,5 ml ent-
spricht dem Molekulargewicht von 600 kDa und von 54,5 ml dem von 470 kDa.

In Abbildung 32 ist dargestellt, dass die rekombinante GapAMBM-C355S-Mutante, die in
E. coli exprimiert wurde, in die 600 kDa-Form aggregiert. Darliber hinaus zeigt auch sie wie
GapAMBM (s, Abb. 31B) ein Molekulargewicht von ca. 470 kDa. Die teilweise Aggregation in
die 600 kDa-Form zeigt einerseits, dass fur die Aggregation die CTE notwendig ist, anderer-
seits, dass flr eine Aggregation in eine hohermolekulare Form keine Disulfidbriicke inner-
halb der CTE vorliegen mul.

3.13. Inaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH und der rekombinanten
Formen der NAD(P)(H)-GAPDH durch H20:2

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat wurde
untersucht, welchen Einflull Wasserstoffperoxid auf die NAD(P)(H)-abhingigen Aktivitdten
der GAPDH aus Spinat besitzt. In einigen Publikationen wurde H202 unter dem Aspekt
einer moglichen oxidativen Schiadigung der NAD(P)(H)-GAPDH, die zur Inaktivierung fiihrt,
untersucht, wobei die Autoren zu wiederspriichlichen Ergebnissen kommen. Der Einflull von
H202 wurde mit NAD(P)(H)-GAPDH aus verschiedenen Organismen getestet. Zugabe von
H20:2 zu Plastiden von Anacystis nidulans (heute: Synechocystis PCC 6803), in denen die
GAPDH in einem Komplex von 440 kDa vorliegt, fiihrte zu einer vollstindigen Inaktivierung
der NADPH-abhangigen Aktivitdten, welche durch Zugabe von GSH wieder revertiert
werden konnnte (UDVARDY et al. 1982). Im Gegensatz dazu wurde NAD(P)(H)-GAPDH,
ebenfalls in Synechocystis PCC 6803 getestet, durch Zugabe von H202 zu 40% inaktiviert. Die
Plastiden, in denen die NAD(P)(H)-GAPDH im Komplex von 440 kDa vorlagen, wurden vor
der Zugabe von H202 mit DTTred inkubiert und anschliefend entsalzt. (TAKEDA et al. 1995).
NAD(P)(H)-GAPDH (160 kDa), isoliert aus Synechococcus PCC 7942 wurde durch Zugabe
von H20g2 nicht inaktiviert (TAMOI et al. 1996). Jedoch wurde GAPDH in Plastiden von
ebenfalls Synechococcus PCC 7942, die mit DTTred inkubiert und anschlieBend entsalzt
wurden, durch Zugabe von H202 zu 40% inaktiviert (TAKEDA et al. 1995). In mit DTTred
inkubierten und anschlieBend entsalzten Plastiden von Euglena gracilis und
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Chlamydomonas reinhardtii wurde die NAD(P)(H)-GAPDH ebenfalls zu 40-50% inaktiviert
(TAKEDA et al. 1995). Unter gleichen Bedingungen wurde die NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat
vollkommen inaktiviert (TAKEDA et al. 1995). In den aufgefiihrten Publikationen wurden die
NADH-abhéingigen Aktivitaten der NAD(P)(H)-GAPDH nicht getestet, und in den Arbeiten
von TAKEDA et al. (1995) und TAMOI et al. (1996) wurde nicht Gberprift, ob die Inaktivierung
reversibel ist.

Aus den Ergebnissen ergibt sich der Hinweis, dass eine Inaktivierung der NAD(P)(H)-
GAPDH abhéangig davon ist, ob das Enzym isoliert, oder ob es in Dunkel-adaptierten
Chloroplasten in einem Komplex, bzw. als eigenstdndiges Enzym in der 600 kDa-Form
vorliegt. Weiterhin besteht ein Unterschied darin, ob es sich um Plastiden héherer Pflanzen
oder um Plastiden aus genannten Algen handelt.

In dieser Arbeit stehen sowohl Aggregate der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat, die 600 kDa-
Form und die 470 kDa-GapBM, als auch die Tetramere GapAM und GapBM“C zur Verfiigung,
um die Wirkung von H20z2 zu testen. In folgenden Versuchen wird tiberpriift, ob die Zugabe
von H20:2 zu den vier GAPDH-Isoenzymen zu einer Inaktivierung oder einer Schadigung
fihrt, bzw. ob kein Effekt eintritt.
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Abbildung 33: Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat durch 100 pM H:202 und Reaktivierung des Enzyms duch Zugabe von 2 mM
DTTrea nach 14 Minuten. Die Anfangsaktivitdten der NAD(P)(H)-GAPDH in den Proben
wurden im Standard-Enzymtest zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen. Der Aktivi-
tatstest wurde mit NADPH als Coenzym durchgefihrt.

Aus Abbildung 33 ist ersichtlich, dass H202 die NADPH-abhingige Aktivitat der 600 kDa-
Form von GAPDH innerhalb von fiinf Minuten inhibiert. Die Zugabe von 2 mM DTTreq fuhrt
zu einer reversiblen Aktivitatssteigerung. NAD(P)(H)-GAPDH wird nicht irreversibel
geschédigt. In Abbildung 33 ist ferner aufgefiihrt, dass die Grundaktivitat des Enzyms (hier
10 U/mg Protein) gesenkt wird. Durch Zugabe von DTTred wird diese Grundaktivitat wieder
erreicht.

Die Wirkung von H20z auf die NADPH-abhéngigen Aktivitdten des GAPDH-Hexadecamers,
sowie GapBM und die beiden Homotetramere GapAM und GapBM“C ist in Abbildung 34
dargestellt.
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Abbildung 34: Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat und der drei rekombinanten NAD(P)(H)-GAPDH-Formen durch 100 pM H:20:2
innerhalb von 14 Minuten. Die Anfangsaktivititen von (@) NAD(P)(H)-GAPDH, von (O)
GapAM, von (O) GapBM und von (&) GapBM“C in den Proben wurden im Standard-Enzymtest
zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen. Der Aktivitdtstest wurde mit NADPH als
Coenzym durchgefiihrt.

In Abbildung 34 ist dargestellt, dass die NADPH-abhédngige Aktivitat der beiden
aggregierten GAPDH-Formen (600 kDa-GAPDH, 470 kDa-GapBM) durch Zugabe von H202
innerhalb von vier bis acht Minuten um 60-80% abnimmt. Die Tetramere GapAM und
GapBMC, die die CTE nicht besitzen, werden nicht oder kaum inaktiviert.

Im folgenden Versuch wird untersucht, welche Wirkung H2O2 auf die NADH-abhingigen
Aktivitdten der beiden aggregierten GAPDH-Formen (600 kDa-GAPDH, 470 kDa-GapBM)
und der beiden Tetramere GapAM und GapBMC hat.
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Abbildung 35: Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat und der drei rekombinanten NAD(P)(H)-GAPDH-Formen durch 100 pM H:20:2
innerhalb von 16 Minuten. Die Anfangsaktivitaten von (@) NAD(P)(H)-GAPDH, von (O)
GapAM, von (0) GapBM und von (&) GapBM“C in den Proben wurden im Standard-Enzymtest
zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen. Der Aktivitdtstest wurde mit NADH als Coenzym
durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit NADPH als Coenzym (s. Abb. 34), wird die Aktivitat
aller vier Enzymformen mit NADH nicht oder kaum verringert (s. Abb. 35).

Zusammenfassend kénnen folgende Aussagen getroffen werden: Die Inaktivierung der
600 kDa-Form der GAPDH aus Spinat durch H20:2 ist reversibel (s. Abb. 33). Werden die
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GAPDH-Isoenzym-Aktivitdten mit NADPH als Coenzym gemessen, so werden die beiden
CTE-tragenden Enzyme GAPDH und GapBM inaktiviert, wihrend GapAM und GapBMAC
gleichermalBen aktiv bleiben (s. Abb. 34). Die Behandlung mit H2Og2 fiihrt in keinem der
Versuche, in denen NADH als Coenzym verwendet wurde, zu einer Inaktivierung
(s. Abb. 35).

3.14. Plastidare NAD(H)-spezifische GAPDH:
Handelt es sich um GapCp?

Die bislang untersuchte NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat-Chloroplasten, sowie die chloropla-
stidéren rekombinanten Proteine GapAM, GapBM“C und GapBM zeigen sowohl mit NADP(H),
als auch mit NAD(H) signifikante Aktivititen, sie sind Coenzym-bispezifisch.

NEUHAUS et al. zeigten 1993, dass in etiolierten Gerstenblattern, Blumenkohlfrucht-Influo-
reszenzen und in heterotrophen Chromoplasten von Erbsen-Friichten und Maiskérnern nur
geringfiigige NADPH-abhingige GAPDH-Aktivitaten auftraten, wahrend die NADH-abhéan-
gigen Aktivitdten wesentlich héher lagen. Dariiberhinaus wurde in Pinus sylvestris in Chlo-
roplasten ein Isoenzym nachgewiesen, das strikt NAD(H)-abhangige Aktivitdten zeigte. Es
wurde als GapCp (p — plastidar) bezeichnet (MEYER-GAUEN et al. 1994). Eine strikt NAD(H)-
spezifische Isoform der GAPDH war bislang unbekannt. Daher stellten sich die Fragen, ob es
sich bei Pinus sylvestris um einen anderen chloroplastiddaren Typus handelt, als es z.B. bei
Spinat der Fall ist; bzw. ob es sich in etiolierten bzw. heterotrophen Plastiden um eine
modifizierte A2B2-GAPDH, oder um ein unbekanntes Isoenzym handelt. In heterotrophen
Plastiden fehlen Photosysteme, Thylakoide und Chlorophyll. In diesem Plastidentyp ist da-
her eine Lichtaktivierung, die ausschlieBlich die NADPH-abhéngigen Aktivitidten der
GAPDH betrifft, ausgeschlossen. Unter diesem Gesichtspunkt ist es interessant, zu tiberpri-
fen, welche Charakteristiken die GAPDH in heterotrophen Plastiden aufweist.

3.14.1. NAD(H)- und NADP(H)-spezifische GAPDH-Aktivitidten in
Dunkel-adaptierten intakten Spinat- und isolierten roten
Paprikafruchtplastiden

Um zu untersuchen, welches Molekulargewicht und welche Coenzymspezifitit die GAPDH
in heterotophen Plastiden (rote Paprikafruchtplastiden) besitzt, wurden Gelfiltrationen mit
aufgebrochenen roten Paprikafruchtplastiden und im Vergleich mit Dunkel-adaptierten
isolierten Spinat-Chloroplasten durchgefiihrt. Es wurden jeweils die NADPH- und NADH-
abhingigen GAPDH-Aktivitaten gemessen.

Die NAD(P)(H)-abhéngigen Aktivitdten der GAPDH in im Dunkeln inkubierten Spinat-
Chloroplasten eluierten in einem einzigen Peak in der 600 kDa-Form, wobei die Aktivitait
mit NADH gegeniiber NADPH leicht erhoht ist (s. Abb. 36A). Es handelt sich um die (A2B2)s-
Form der NAD(P)(H)-GAPDH. In roten Paprikafruchtplastiden eluiert GAPDH ebenfalls in
der 600 kDa-Form, wobei das Verhéaltnis NADH/NADPH-Aktivitat im Vergleich zu den Spi-
natplastiden gleich bleibt (s. Abb. 36B). Zuséitzlich treten bei dem Molekulargewicht von
150 kDa strikt NADH-abhéingige Aktivitidten auf (s. Abb. 36B). Augenscheinlich existiert in
roten Paprikafruchtplastiden ein weiteres strikt NAD(H)-abhédngiges Isoenzym. Méglicher-
weise handelt es sich bei dem Isoenzym um die von MEYER-GAUEN et al. (1994) nachgewie-
sene strikt NAD(H)-abhédngige GapCp. Weitere Gelfiltrationen mit griinen Paprikafrucht-
plastiden sind in BACKHAUSEN et al. (1998) publiziert.



Ergebnisse 75

60
50 7 ( J
40 7
30 7
20 7

NAD(P)H-GAPDH-
Aktivitat (mU/ml)

10 7

0-
40 50 60 70 80 90

Elutionsvolumen (ml)

20

B [ d

NAD(P)H-GA PDH-
Alktivitit (U/ml)

Elutionsvolumen (ml)

Abbildung 36: Aggregationszustinde der plastidaren NAD(P)(H)-GAPDH in intakten
Spinat-Chloroplasten im Dunkeln und intakten roten Paprikafruchtplastiden. Die
Plastiden wurden aus (A) Spinatblattern und (B) roten Paprikafriichten isoliert. Die Anfangs-
aktivitdten der NADPH-GAPDH mit NADPH als Coenzym und die Aktivitdten der NADH-
GAPDH mit NADH als Coenzym wurden im Standard-Aktivitdtstest in den Fraktionen
bestimmt. Die Fraktionen der (O) NADPH-GAPDH und (®) NADH-GAPDH wurden ohne
Vorinkubation und ohne Zusitze im Puffer gemessen. Das Elutionsvolumen von 54 ml ent-
spricht dem Molekulargewicht von 600 kDa und von 70 ml dem von 150 kDa.

3.14.2. Trennung der NAD(H)-spezifischen und der NAD(P)(H)-abhéingigen
Aktivitidten der GAPDH aus rotem Paprikafruchtstroma

Im Stroma roter Paprikafruchtplastiden konnte eine NAD(H)-spezifische Isoform der
GAPDH mittels Gelfiltration an der Superdex-200 nachgewiesen werden. Bei diesem Isoen-
zym handelt es sich eventuell um GapCp, welches ein relativ junges Isoenzym innerhalb der
GAPDH-Familie darstellt. Bislang wurde es ausschlieBlich aus Pinus sylvestris isoliert und
charakterisiert. Aullerdem wurde in roten Paprikafruchtplastiden die bislang aus Spinat
bekannte bispezifische (A2B2)4-GAPDH nachgewiesen (s. Abb. 36B). Um eine biochemische
Charakterisierung mit der NAD(H)-spezifischen GAPDH aus roten Paprikafruchtplastiden
durchfithren zu kénnen, ist es notwendig, beide Isoenzyme voneinander zu trennen. Es
stellte sich die Frage, ob sich die NAD(P)(H)-abhangigen Aktivitéten der bispezifischen
GAPDH von den NAD(H)-abhéngigen Aktivitdten der mutmafBlichen GapCp trennen lassen.
Um beide Isoenzyme zu separieren, wurde zunichst eine Ionenaustauschchromatographie an
der DEAE-Cellulose durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.8.).

Aus der Abbildung 37 geht hervor, dass sich die beiden Isoenzyme auf der DEAE-Cellulose
trennen lassen. Im ersten Peak handelt es sich um die NAD(H)-spezifische GAPDH, im
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Abbildung 37: Ionenaustauschchromatographie mittels DEAE-Cellulose zur Tren-
nung der bispezifischen NAD(P)(H)-GAPDH und der NAD(H)-spezifischen GAPDH
aus rotem Paprikafruchtstroma. Die (O) NADPH-abhidngigen Anfangs- und die () NADH-
abhéingigen Aktivitdten wurden im Standard-Aktivitdtstest in den Fraktionen bestimmt. Die
Fraktionen wurden ohne Vorinkubation und ohne Zuséitze im Puffer gemessen. Im Bereich der
Fraktionen funf bis 14 handelt es sich um die NAD(H)-spezifische GAPDH, da keine NADPH-
abhéingigen Aktivitdten vorhanden sind. Bei den Fraktionen 19 bis 26 handelt es sich um die
bispezifische NAD(P)(H)-GAPDH, da sowohl NADH, als auch NADPH umgesetzt werden. Die
NADH)-spezifische GAPDH eluierte nach Zugabe von 100 mM KCl, die NAD(P)(H)-GAPDH
nach Zugabe von 500 mM KCIl.

zweiten Peak um die bispezifische NAD(P)(H)-GAPDH. Es kann davon ausgegangen werden,
dass es sich bei der NAD(P)(H)-GAPDH im zweiten Peak um die 600 kDa-Form und nicht
um die 150 kDa-Form handelt, da die Aktivitdten mit NADH hdoher liegen als mit NADPH
(s. Abb. 36A).

Im weiteren Verlauf wurden die beiden Isoenzyme zur GréBenbestimmung separat auf eine
Superdex-200 aufgetragen (s. Abb. 38).

Abbildung 38 bestétigt, dass in roten Paprikafruchtplastiden zwei Isoenzyme vorkommen
(s. Abb. 36, 37), denn aus Abbildung 38A ist zu ersehen, dass in den Fraktionen mit der
NAD(H)-spezifischen GAPDH durchgefiihrten Gelfiltration keine NADPH-abhéngigen Akti-
vitdten auftreten. Somit konnte die NAD(H)-spezifische GAPDH erfolgreich von der
NADP)(H)-GAPDH getrennt werden. Beide Isoenzyme eluieren, wie in den Abbildun-
gen 38A und 38B dargestellt, in der tetrameren 150 kDa-Form. Hier zeigt die tetramere
Form der NAD(P)(H)-GAPDH im Vergleich zum DEAE-Cellulose Saulenlauf (s. Abb. 37)
hohere Aktivitdten mit NADPH, wie es fur die aktivierte chloroplastidare Form typisch ist.
Das Verhaltnis NADPH/NADH-Aktivitaten betréagt in der 600 kDa-Form (s. Abb. 36, 37) 1,25
bzw. 1,66. In der 150 kDa-Form kehrt sich das Verhaltnis NADPH/NADH-Aktivitdten um
den Wert 'drei’ um (s. Abb. 38).

Mit der NAD(H)-spezifischen GAPDH aus roter Paprikafrucht und der bispezifischen
NAD(P)(H)-GAPDH aus roten Paprikafruchtplastiden wurde eine biochemische Charakteri-
sierung durchgefiihrt. Die erhaltenen Kn-Werte werden mit den Kn-Wert-Bestimmungen der
aus Spinat-Plastiden isolierten NAD(P)(H)-GAPDH und den rekombinanten Enzymen
GapAM, GapBMAC und GapBM verglichen.
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Abbildung 38: Aggregationszustinde der bispezifischen NAD(P)(H)-GAPDH und der
NAD(H)-spezifischen GAPDH aus rotem Paprikafruchtstroma. Die Aktivitdten der (A)
NAD(H)-spezifischen GAPDH (Fraktionen finf bis 14 aus Abb. 35) und die Anfangsaktivititen
der (B) NAD(P)(H)-GAPDH (Fraktionen 19 bis 26 aus Abb. 35) wurden jeweils mit NADH (@)
und NADPH (O) als Coenzyme in den Fraktionen bestimmt. Die Fraktionen wurden ohne
Vorinkubation und ohne Zusatz im Puffer gemessen. Das Elutionsvolumen von 68 ml ent-
spricht dem Molekulargewicht von 150 kDa.

In Tabelle 15 sind unter den schon in den Tabellen 10 bis 14 gew&hlten Bedingungen der
Vorinkubationen die Kn-Werte der NAD(H)-spezifischen GAPDH fiir die Substrate GAP und
1,3bisPGA, sowie fiir das Coenzym NADH aufgefiihrt.

In Tabelle 15 ist dargestellt, dass die Kn-Werte der NAD(H)-spezifischen GAPDH fiir das
Substrat GAP ohne Vorinkubation und nach Aktivierung mit 1,3bisPGA und DTTred gleich
bleiben (1-3 uM). Verglichen mit den Kn-Werten der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat
(s. Tab. 6) und den rekombinanten Enzymen GapAM, GapBM“C und GapBM (s. Tab. 14) liegen
sie im gleichen Konzentrationsbereich. Auch die Kn-Werte fiir das Substrat 1,3bisPGA un-
terscheiden sich unter den verschiedenen Vorbedingungen der Inkubationen nicht vonein-
ander. Daruber hinaus liegen sie in der gleichen GréBenordnung wie die der NAD(P)(H)-
GAPDH aus Spinat (s. Tab. 6) und den rekombinanten Formen (s. Tab. 11). Bei der Kn-Wert-
Bestimmung fiir NADH sind unter den verschiedenen Vorinkubationen, wie schon bei der
NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat (s. Tab. 7) und den drei rekombinanten Enzymen (s. Tab. 12)
Streuungen zu erkennen, dennoch sind auch sie denen der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat
(120-290 uM) vergleichbar.
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Tabelle 15: Kn-Werte der NAD(H)-spezifischen GAPDH aus roten Paprikafruchtpla-
stiden fiir die Substrate GAP und 1,3bisPGA, sowie fiir das Coenzym NADH.

Kmn-Werte der Enzymformen

(M)
GAP= 1,3bisPGAP NADH¢
Ohne 2,910,6 29,26 £9,3 204 £ 27
21 uM 1,3bisPGA n.b. 28,68 £ 7,4 135+ 32
20 mM DTTrea n.b. 23,23 +4,9 135+ 32
21 uM 1,3bisPGA 1,6 £0,3 22,89+£24 204 £40

+ 20 mM DTTrea

n.b.: nicht bestimmt

a: mit 400 uM NAD

b: mit 320 uM NADH

¢: mit 55 uM 1,3bisPGA

Moglicherweise handelt es sich bei der in dieser Arbeit angereicherten NAD(H)-spezifischen
GAPDH um GapCp. Fir GapCp sind bislang nur die von MEYER-GAUEN et al. (1998) publi-
zierten Km-Werte fur GAP (344 uM), NAD (62 pM), und die spezifische Aktivitit (89 U/mg
Protein) bekannt. Zwischen dem Kn-Wert der NAD(H)-spezifischen GAPDH fiir GAP von 1-
3 uM (s. Tab. 15) und dem von MEYER-GAUEN et al. (1998) bestimmten Wert von 344 uM
herrscht eine erhebliche Diskrepanz.

In Tabelle 16 sind unter den schon in den Tabellen 10 bis 15 gewdhlten Bedingungen der
Vorinkubationen die Kn-Werte der bispezifischen NAD(P)(H)-GAPDH aus roter Papri-
kafrucht fiur die Substrate GAP und 1,3bisPGA aufgefihrt.

Aus Tabelle 16 geht hervor, dass die Kn-Werte der bispezifischen NAD(P)(H)-GAPDH fiir
das Substrat GAP (mit dem Coenzym NAD gemessen) unter den verschiedenen Vorinkuba-
tionen konstant zwischen 9-28 uM liegen. Die Kn-Werte fiir GAP mit NADP gemessen, liegen
mit 18-23 pM im gleichen Konzentrationsbereich. Verglichen mit den Kn-Werten der
NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat (s. Tab. 6), den rekombinanten Enzymen GapAM, GapBM~C
und GapBM (s.Tab. 14) und dem Kn-Wert fir GAP der NAD(H)-spezifischen GAPDH
(s. Tab. 15) liegen beide Kn-Werte in der gleichen GréBenordnung.

Die Kwn-Werte der NAD(P)(H)-GAPDH aus roter Paprikafrucht zeigen unter den vier ver-
schiedenen Vorinkubationsbedingungen verglichen mit dem Isoenzym aus Spinat (s. Tab. 6)
dhnliche Affinitaten fiir das Substrat 1,3bisPGA. Sie wurden aufgrund der geringen zur Ver-
fliigung stehenden Proteinmenge ausschliellich mit NADPH gemessen. Hervorzuheben ist,
dass die oxidierte und reduzierte 600 kDa-Form (69-86 uM) weitaus hohere Km-Werte fiir
1,3bisPGA zeigen, als die oxidierte und die reduzierte 150 kDa-Form (ca. 27 uM). Der K-
Wert der oxidierten 600 kDa-Form mit 69 uM (s. Tab. 16) ist zwar kleiner als der entspre-
chende Kn-Wert von >100 uM (s. Tab. 6) der Spinat-GAPDH, kann jedoch als dhnlich einge-
stuft werden. Dartberhinaus ist der Kn-Wert der reduzierten 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-
GAPDH aus roter Paprikafrucht (86 pM, s. Tab. 16) identisch mit dem Kn-Wert des Isoen-
zyms aus Spinat (90 uM, s. Tab. 6). Weiterhin ist in Tabelle 16 dargestellt, dass die K-
Werte der oxidierten und reduzierten tetrameren Form sich nicht unterscheiden (27 bzw.
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26 uM). Vergleichbare Affinitdten zeigen die entsprechenden Enzymformen aus Spinat
(20 uM, s. Tab. 6).

Tabelle 16: Kn-Werte der bispezifischen NAD(P)(H)-GAPDH aus roten Paprikafruchtplastiden
fir die Substrate GAP und 1,3bisPGA.

Kmn-Werte der Enzymformen

(nM)
Vorinkubation Coenzym
GAP= 1,3bisPGAP
Ohne NADP(H) 18,4 + 3,2 69,02 + 18,0
NAD 9,6 + 3,0 n.b.
21 uM 1,3bisPGA NADP(H) n.b. 27,99+ 7,2
NAD 28,0+ 7,0 n.b.
20 mM DTTrea NADP(H) n.b. 86,568 + 13
NAD 24,1+6,4 n.b.
21 pM 1,3bisPGA  NADP(H) 23,1+2 26,79+ 3,4
+ 20 mM DTTyred
NAD 22,9+ 2 n.b.

n.b.: nicht bestimmt
a: mit 400 uM NAD, bzw. NADP als Coenzyme
b: mit 320 uM NADPH

3.14.3. Reinigung rekombinant hergestellter GapCp (Rote Paprikafrucht)
aus E. coli

In Kapitel 3.12.2. wurde beschrieben, dass in roten Paprikafruchtplastiden zwei Isoenzyme
vorkommen. Es handelt sich um die NAD(H)-spezifische GAPDH, bei der es sich méglicher-
weise um GapCp handelt, und um die bispezifische NAD(P)(H)-GAPDH. Die beiden Isoen-
zyme konnten erfolgreich voneinander getrennt werden. Weiterhin wurden die Kn-Werte fir
die Substrate 1,3bisPGA und GAP, sowie fiir das Coenzym NADH bestimmt.

Die Herstellung roter Paprikafruchtplastiden ist sehr aufwendig und erfordert hohe Mengen
von roten Paprikafriichten. Trotz Bereitstellung groer Mengen der Paprikafruchtplastiden
waren diese nicht ausreichend, die NAD(H)-spezifische GAPDH und die bispezifische
NAD(P)(H)-GAPDH bis zur Homogenitit zu reinigen. Eine vollstdndige biochemische Cha-
rakterisierung (Vmax-Wert-Bestimmung, bzw. Kn-Wert-Bestimmung fur das Coenzym NAD)
konnte daher aus Mangel an Material nicht durchgefiihrt werden. Um zu verifizieren, dass
es sich bei der NAD(H)-spezifischen GAPDH in roter Paprikafrucht um GapCp handelt, ist
eine Reinigung fir eine Ansequenzierung nétig. Aus diesem Grund wurde eine andere
Methode gewéhlt, um die NAD(H)-spezifische GAPDH, bzw. GapCp, in gereinigter Form zu
erhalten. GapCp wurde in E. coli kloniert, anschlieBend exprimiert und gereinigt. Die
rekombinant hergestellte GapCp wurde biochemisch charakterisiert und ansequenziert.

Die Klonierung der rekombinanten GapCp in E. coli wurde von J. Petersen (TU Braun-
schweig) durchgefithrt und ist in PETERSEN (1999) nachzuschlagen. Die Reinigung der
GapCp aus E. coli erfolgte, wie in Material und Methoden beschrieben, in Zusammenarbeit
mit J. Petersen (vgl. Kap. 2.6.). Eine Schwierigkeit wihrend der Reinigung bestand darin,
dass E. coli auBer der in ihr exprimierten GapCp eine eigene GapC besitzt. Es handelt sich
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um Gapl. Beide Isoenzyme sind aufgrund der strikt NAD(H)-abhéngigen Aktivitaten bio-
chemisch kaum voneinander unterscheidbar. Erstes Ziel der Reinigung war es, die rekombi-
nant hergestellte GapCp von der E. coli-eigenen Gapl zu trennen. Auf die Verwendung einer
E. coli-GapC-Mutante wurde verzichtet, weil diese als sehr instabil diskutiert wurde (pers.
Mitteilung, J. Petersen, TU Braunschweig). Es wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt,
um festzustellen, welchen prozentualen Anteil der NADH-abhéngigen Aktivitidten die E. coli-
eigene Gapl in E. coli besitzt, die mit GapCp transformiert wurde. Dafur wurden der E. coli-
Wildtyp und die transformierte E. coli-GapCp mit IPTG induziert und nach 3,5 Stunden die
NADH-abhédngigen Aktivitdten gemessen. Berechnungen ergaben, dass die GAPDH im
E. coli-Wildtyp ca. 5-6% der NADH-abhangigen Aktivitaten besitzen, die in der E. coli-
GapCp-Transformanten gemessen wurden. Es konnte daher davon ausgegangen werden,
dass sich nach Induktion der E. coli-GapCp Transformanten ca. 5-6% E. coli-eigene Gapl
befand. Um die E. coli-eigene Gapl von der transformierten GapCp in dem E. coli-GapCp-
Transformanten zu trennen, wurde eine Affinitdtschromatographie mittels roter Sepharose,
eine Anionenaustauschchromatographie mittels Source-15Q und eine Gelfiltration an der
Superdex-200 durchgefiihrt. Auf der roten Sepharose konnten beide Isoenzyme nicht von-
einander unterschieden werden, aber sie wurden von Fremdprotein getrennt. Mittels Source-
15Q wurden aufgrund der prozentualen Verteilung der Gapl- und GapCp-abhingigen
NADH-Aktivitdten, beide Isoenzyme voneinander getrennt. Auf der anschlieBenden
Gelfiltration an der Superdex-200 eluierte die transformierte GapCp in der 150 kDa-Form.
Das Elutionsprofil entsprach exakt dem Elutionsprofil, welches die NAD(H)-spezifische
GAPDH aus roter Paprikafrucht auf der Superdex-200 zeigte (s. Abb. 38A). Diese Uberein-
stimmung gibt einen klaren Hinweis darauf, dass es sich bei der untersuchten NAD(H)-spe-
zifischen GAPDH aus roter Paprikafrucht um GapCp handelt. Die rekombinant hergestellte
GapCp war nach der Superdex-200 bis zur Homogenitét gereinigt, die spezifische Aktivitéit
betrug 50-90 U/mg Protein.

Mit der gereinigten rekombinant hergestellten GapCp aus roter Paprikafrucht wurde eine
biochemische Charakterisierung durchgefiihrt. Die erhaltenen Kin-Werte werden mit den K-
Wert-Bestimmungen der NAD(H)-spezifischen GAPDH (GapCp) aus roter Paprikafrucht
(s. Tab. 15) verglichen.

In Tabelle 17 sind die Kn- und Vmax-Werte der gereinigten rekombinant hergestellten GapCp
aus roter Paprikafrucht aufgefiihrt.

Tabelle 17: Km- und Vmar-Werte der rekombinant hergestellten GapCp aus roten
Paprikafruchtplastiden fiir die Substrate GAP und 1,3bisPGA, sowie fiir die Coen-
zyme NAD und NADH.

ohne GAP 1,3bisPGA NAD NADH
Vorinkubation
K (uM) 6,13 + 0,62 27,64 + 3,8P 56,78 £11,9¢ 102,7 £ 7,124
Vmax 53,75 £ Qac 91,25 + (Qb.d 56,25 + Qac 75,00 £ Qb.d
(U/mg Protein)

a: mit 400 uM NAD

b: mit 320 uM NADH

¢: mit 1 mM FbP

d: mit 55 uM 1,3bisPGA
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Fur die Substrate GAP und 1,3bisPGA, sowie fur die Coenzyme NAD und NADH sind die
jeweiligen K- und Vmaxr-Werte fiur die gereinigte rekombinant hergestellte GapCp in der
Tabelle 17 zusammengefalit. Die Kin-Werte fir GAP, 1,3bisPGA und NADH sind analog zu
den Kn-Werten der NAD(H)-spezifischen GAPDH (GapCp) anzusehen (s. Tab. 15). Der K-
Wert fiir NAD betriagt 56 uM und ist dem von MEYER-GAUEN et al. (1998) publizierten Wert
von 62 pM identisch. Vmax wiederum ist in der oxidierenden gemessenen Richtung mit ca.
55 U/mg Protein niedriger als in der reduzierenden gemessenen Richtung mit 75-91 U/mg
Protein. Letzterer Wert liegt damit in der gleichen GréBenordnung wie der von MEYER-
GAUEN et al. (1998) publizierte Wert von 89 U/mg Protein.

3.14.4. Ansequenzierung der rekombinanten GapCp (Rote Paprikafrucht)
aus E. coli

Zur Verifizierung, dass es sich bei der gereinigten rekombinanten GapCp, die in E. coli
exprimiert wurde, nicht um die E. coli-eigene Gapl handelt, wurde das Enzym ansequen-
ziert. Die Ansequenzierung wurde freundlicherweise von R. Schmid (Universitdt Osnabriick)
durchgefiihrt. Die abgeleitete GapCp-Sequenz des cDNA Klons wurde von J. Petersen (TU
Braunschweig) zur Verfiigung gestellt. Im Vergleich ist die Sequenz der Gapl aus E. coli
aufgefiihrt.

GapCp (abgeleitete Sequenz
des cDNA-Klons aus roter

.PIRATATELPPTVPKSQ=TGCKTRVGINGFGRI... Paprikafrucht)
....................... KTRVGINGFG..... GapCp (ansequenziert)
....................... MTIKVGINGFG..... Gapl (E. coli)

Abbildung 39: Teilsequenzen der rekombinant hergestellten GapCp aus rotem
Paprikafruchtstroma (cDNA Klon), der in dieser Arbeit isolierten rekombinanten
GapCp aus rotem Paprikafruchtstroma aus E. coli, und der Gapl aus E. coli.

Die Sequenz der cDNA von GapCp aus roter Paprikafrucht wurde beidstringig sequenziert,
und die potentielle Schnittstelle (=) der GapCp aus roter Paprikafrucht ist zu der aus Pinus
sylvestris homolog (pers. Mitteilung, J. Petersen, TU Braunschweig). Aus dem Sequenzver-
gleich der abgeleiteten Sequenz der GapCp des cDNA Klons und der in dieser Arbeit gerei-
nigten rekombinanten GapCp (rote Paprikarucht) aus E. coli geht hervor, dass die reife Un-
tereinheit der ansequenzierten GapCp statt der drei Aminosduren mit einem Methionin
(M) beginnt. Jedoch stimmen in beiden Sequenzen die Aminosduren KTR tiberein. Im
Gegensatz dazu befinden sich in dieser Position in E. coli-Gapl die Aminoséduren TIK. Die
anschliefenden Aminosiduren stimmen in allen drei Sequenzen tiberein (s. Abb. 39).
Aufgrund des in Abbildung 39 gezeigten Sequenzvergleiches wird in dieser Arbeit davon
ausgegangen, dass es sich bei der NAD(H)-spezifischen GAPDH und der gereinigten rekom-
binant hergestellten NAD(H)-abhidngigen GAPDH um GapCp handelt.

3.14.5. SDS-Gel zur GroBlenbestimmung der rekombinanten GapCp
(Rote Paprikafrucht) aus E. coli

Die gereinigte rekombinant hergestellte GapCp aus roter Paprikafrucht wurde im Vergleich
mit angereicherter E. coli-Gapl auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Aus Abbildung 40 ist ersichtlich, dass die gereinigte rekombinant hergestellte GapCp aus
roter Paprikafrucht auf dem SDS-Gel ein Molekulargewicht von 36 kDa aufweist. Das Mole-
kulargewicht entspricht einer 36 kDa-Bande der angereicherten E. coli-Gapl. Weiterhin
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kDa 1 2 M
66 — — -
45 — -

36 — - -
29 —

24 — -

Abbildung 40: GroBBenbestimmung der in E. coli exprimierten GapCp aus roter
Paprikafrucht im Vergleich zur angereicherten E. coli-Gap1l. M) Molekulargewichts-
standard. Spuren 1) Angereicherte E. coli-Gapl (nach roter Sepharose), 2) gereinigte rekom-
binant hergestellte GapCp in E. coli aus roter Paprikafrucht. In der Spur 1) wurden 10 ug, in
der Spur 2) 16 ug Protein aufgetragen. Die GréBen der Molekulargewichtsstandards (kDa) sind

angegeben.

stimmt das Molekulargewicht mit dem von GapCp aus Pinus sylvestris publizierten Wert von
37 kDa tiberein (MEYER-GAUEN et al. 1998).
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4, Diskussion

Orte der Photosynthese sind die Chloroplasten. Energiequelle ist das Licht, Elektronen wer-
den als NADPH angeliefert und von der NAD(P)(H)-GAPDH zur Synthese von Triosephos-
phaten aus 1,3bisPGA genutzt. Die Reduktion von 3PGA zu Triosephosphaten ist eine
Schliisselreaktion des Calvin-Cyclus und verbraucht den gréBten Teil der durch das Licht in
Form von ATP und NADPH bereitgestellten Energie, wobei ADP, NADP und Pi regeneriert
werden. Hierbei laufen drei Reaktionen ab:

PGK
3PGA + ATP — 1,3bisPGA + ADP
NAD(P)(H)-GAPDH
1,3bisPGA + NADPH + H* — GAP + NADP+ + P;
TPI
GAP «— DHAP

Fir die durch die PGK und TPI katalysierten Reaktionen sind keine Einschréinkungen durch
eine Regulation der Enzymaktivititen oder durch limitierende Kapazitidten bekannt. Aber
die Aktivitat der NAD(P)(H)-GAPDH konnte einen potentiellen limitierenden Schritt in der
Photosynthese darstellen. Dies geht einerseits aus Versuchen mit transgegen Tabakpflanzen
(antisense GapA) hervor, in denen schon kleinste Einschrankungen der NAD(P)(H)-GAPDH-
Aktivitdten zu einer Storung der RuBP-Regeneration fihrten (PRICE et al. 1995), wahrend
andererseits Einschrankungen der Aktivitdten der RubisCO, FBPase oder PRK in anderen
transgenen Pflanzen zu keinen Limitierungen fithrten. Weiterhin konnte an isolierten
Chloroplasten gezeigt werden, dass ein hoher Anteil von 3PGA (1/3 des gesamten fixierten
Kohlenstoffs) aus dem Stroma exportiert werden, auch wenn keine COz-Limitierungen
vorlagen (HOLTGREFE et al. 1997). Diese Beobachtung kann mathematisch dadurch erklart
werden, dass man annimmt, dass an dieser Stelle des Calvin-Cyclus kein thermodynami-
sches Gleichgewicht herrscht (FRIDLYAND et al. 1997).

Die durch die NAD(P)(H)-GAPDH-Reaktion entstehenden Triosephosphate werden entweder
ins Cytosol exportiert oder werden wahrend der Lichtperiode in Form von transitorischer
Starke im Chloroplasten gespeichert. In der Dunkelphase wird die transitorische Stéirke
dann wiederum in freie Hexosen oder Triosephosphate metabolisiert. Somit laufen im
Chloroplasten im Licht und im Dunkel zwei gegenldufige Stoffwechselwege ab. Damit es
nicht zu einem futile cycle kommt, missen die sogenannten 'Lichtenzyme' im Dunkel inakti-
viert werden, oder es werden zwei Enzyme benétigt, die eine Reaktion gegenléufig kataly-
sieren, wobei auch unterschiedliche Coenzyme nétig sind. Ein Beispiel dafir sind FBPase
und PFK (HOLTGREFE et al. 1997).

Eine Ausnahme sind die drei Enzyme TPI, NAD(P)(H)-GAPDH und PGK, die die zur Meta-
bolisierung von Triosephosphaten bendtigten Reaktionen im Dunkel katalysieren. Hier han-
delt es sich um die selben Enzyme, die im Lichtstoffwechsel aktiv sind. Um diesen unter-
schiedlichen Anforderungen im Licht und im Dunkel gerecht zu werden, mull NAD(P)(H)-
GAPDH ihre Eigenschaften vollkommen dndern, denn im Licht mul} sie 1,3bisPGA mit
NADPH reduzieren, im Dunkel dagegen GAP mit NAD oxidieren. Bislang gibt es keine
Hinweise, dass ein anderes Isoenzym als die (A2B2)s-Form der NAD(P)(H)-GAPDH in Chlo-
roplasten die gegenldufige Funktion im Dunkeln tibernimmt.
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4.1. Reduktive und metabolische Aktivatoren der NAD(P)(H)-GAPDH

Die Aktivierung eines Enzyms durch Belichtung wurde erstmals von ZIEGLER & ZIEGLER
(1965) an chloroplastidarer NAD(P)(H)-abhangiger GAPDH nachgewiesen. Sie vermuteten
anfangs, dass die NAD(P)(H)-GAPDH de-novo synthetisiert wird. Zwei Jahre spater wurde
von den selben Autoren eine lichtinduzierte posttranslationale Modifikation vorgeschlagen
(ZIEGLER & ZIEGLER 1967a). MULLER et al. (1969) erreichten durch Zugabe von DTTred zum
Chloroplastenhomogenisat nur eine geringfigige Aktivitidtssteigerung. Mit NADPH und
gleichzeitiger Inkubation mit DTTred erzielten sie dhnlich hohe Aktivitdten wie durch
Belichtung allein. Sie vermuteten daher, dass durch Reduktion wéahrend der
Versuchsdurchfiihrung aufgetretene Schidigungen der SH-Gruppen repariert wurden.
Aktivitatssteigerungen konnten ebenfalls durch 4-8 mM ATP, 3 mM NADP und 3 mM
NADPH erzielt werden. Versuche zur Aktivierung mit 3PGA, ADP und GAP verliefen
negativ. PUPILLO & GIULIANI PICCARI (1975) und WOLOSIUK & BUCHANAN (1976) bestétigten
die Aktivierungen durch die Metabolite ATP und NADPH. Als weitere positive Effektoren
wurden Cholat (SCHWARZ 1974), XTP, ITP und GTP (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975)
nachgewiesen. Eine Aktivierung konnte aullerdem durch chaotrope Anionen (WOLOSIUK &
STEIN 1990) und durch hohen hydrostatischen Druck (PRAT-GAY et al. 1991) erreicht werden.
Mittels Gelfiltration konnte an gereinigter, mit 0,03 mM NADP inkubierter NAD(P)(H)-
GAPDH erstmals von PUPILLO & GIULIANI PICCARI (1973) eine Dissoziation der 600 kDa-
Form in die 150 kDa-Form gezeigt werden. Die Aktivitéat der tetrameren Form stieg und der
Kn-Wert fiir NADP sank von 1-3 mM auf 0,01 mM (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975). Eine
Aktivierung mit einhergehender Dissoziation wurde ebenfalls durch 1,5 mM NADPH und
10 mM ATP erzielt, wihrend zu 20 mM DTTrea NADP zugegeben werden mulite, um diesen
Effekt zu erzielen. Eine Reassoziation zum Hexadecamer wurde durch Zugabe von NAD,
NADH und GAP erreicht (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975). Diese Dissoziationen und
Reassoziationen wurden mittels Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation nachgewiesen.
WOLOSIUK & BUCHANAN (1976) und FERRI et al. (1978) zeigten ebenfalls fiir das Spinat-
Enzym die gleichzeitige Dissoziation wiahrend der Aktivierung. PAWLIZKI & LATZKO (1974)
nahmen nach durchgefiihrten Versuchen, in denen sie jedoch andere Molekulargewichte
(240kDa und 79 kDa) fur das Spinat-Enzym erhielten, an, dass der Aktivierungs-
mechanismus eine Dissoziation infolge der Lichtaktivierung sei.

Dissoziation und erhéhte Priferenz gegeniiber NADP zeigten MCGOWAN & GIBBS (1974) fiir
Erbsen-NAD(P)(H)-GAPDH. Auch eine Reassoziation durch GAP und NAD konnte von
SCHWARZ et al. (1976) fur die NAD(P)(H)-GAPDH aus Erbse nachgewiesen werden. CERFF
(1978a/b) zeigte in dhnlichen Studien an Senf, Spinat, Erbse und Gerste (CERFF 1979) das
Dissoziieren der NAD(P)(H)-GAPDH wéihrend der Aktivierung. PUPILLO & FAGGIANI (1979)
konnten die hochmolekulare Form (800 kDa) der NAD(P)(H)-GAPDH aus Beta vulgaris,
Pisum sativum, Ranunculus ficaria, Arum italicum und Zea mays durch NADP in eine
160 kDa-Form tberfithren.

Auch fur das Substrat 1,3bisPGA ist die Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH beschrieben.
NAD(P)(H)-GAPDH aus der Alge Scenedesmus obliquus dissoziierte durch Inkubation mit
einem 1,3bisPGA-generating-system, und die Aktivitat stieg (O'BRIEN & POWLS 1976,
O'BRIEN et al. 1977). Sie verwendeten 41 uM 1,3bisPGA, jedoch nur in Kombination mit
Cystein oder NADPH, NADP oder ATP. Die NADPH-abhéngige Aktivitat stieg, wiahrend die
NADH-abhingige Aktivitat sich kaum &dnderte. Die Dissoziationskonstante, die fiir den
1,3bisPGA-Komplex bestimmt wurde, war mit dem Kn-Wert fiur 1,3bisPGA identisch.
Daraus wurde gefolgert, dass die Bindung von 1,3bisPGA im aktiven Zentrum fir die
Verdnderung der Spezifitdt der Nucleotide verantwortlich ist. Die Dissoziation der
NAD(P)(H)-GAPDH, hervorgerufen durch 1,3bisPGA, konnte durch Inkubation bei
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Raumtemperatur fur zwolf Stunden riickgidngig gemacht werden, was bei der Dissoziation
durch DTTred oder NADPH nicht méglich war.

Das 1,3bisPGA-generating-system wurde auch von WOLOSIUK et al. (1986) verwendet, und
die Aktivierung und Dissoziation durch Einsatz von gereinigtem 1,3bisPGA konnte von
TROST et al. (1993) bestétigt werden. Sie ermittelten einen Kuo-Wert von 12 uM 1,3bisPGA fur
die Aktivierung der Spinat-NAD(P)(H)-GAPDH. Maximale Aktivitaten der NAD(P)(H)-
GAPDH wurden von WOODROW et al. (1979) nur erzielt, wenn mit DTTred in Kombination
mit 1,3bisPGA oder NADPH inkubiert wurde.

Eine reduktive Aktivierung wurde in ersten Versuchen von MULLER et al. (1969), jedoch mit
NADPH, welches durch die photosynthetischen Lichtreaktionen gebildet wird, in Betracht
gezogen. Eine Redoxmodulation fir die NAD(P)(H)-GAPDH konnte nach Aufklarung der
Reduktion von Disulfidbriicken von BUCHANAN et al. (1978) bestétigt werden. Die Reduktion
des gereingten Enzyms mittels DTTred allein fiihrte in einigen Féllen auch zur Dissoziation.
Allerdings traten nach mehrstindiger Inkubation mit DTTred starke Aktivitatsverluste auf
(O'BRIEN et al. 1977). PUPILLO & GIULIANI PICCARI (1975) hingegen beschrieben, dass DTTred
ein Dissoziieren der NAD(P)(H)-GAPDH durch Metabolite fordert. Hinweise fiur die
Beteiligung von Cystein-Resten an der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH wurden von
ZAPPONI et al. (1983) und FERRI et al. (1987) erhalten. Unklar bleibt, ob das Cystein im
aktiven Zentrum oder andere Cysteine reduziert werden, und ob die Reduktion mit den
anderen genannten Effektoren zusammenspielt.

Chloroplastiddare NAD(P)(H)-GAPDH unterscheidet sich in einigen Merkmalen von anderen
Enzymen des Calvin-Cyclus. Es kommt in zwei unterschiedlichen Molekulargewichtsformen
vor, kann reduziert oder oxidiert vorliegen, und es weist eine heteromere Struktur auf, die
sich wiederum von den Isoenzymen der NAD(P)(H)-GAPDH unterscheidet. Eine Besonder-
heit ist vor allem die CTE, die in den cytosolischen NAD(H)-GAPDH-Isoenzymen und in
Blau-, Rot- und Griinalgen nicht vorkommt.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Versuche wurden durchgefiihrt, um die Regulation der
NAD(P)(H)-GAPDH in Spinat in physiologischer und struktureller Hinsicht aufzuklaren. Es
wurden folgende Ansétze gewihlt.

- Isolierte intakte Spinat-Chloroplasten

- Isolierte NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat

- Limitierte Proteolyse isolierter NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat

- Herstellung rekombinanter NAD(P)(H)-GAPDH-Formen: GapAM, GapBM, GapBM“C,
GapAMBM, GapAMBMAC

- GapCp roter Paprikafruchtplastiden

Zur Regulation der chloroplastidaren NAD(P)(H)-GAPDH in hoheren Pflanzen und in Blau-,
Rot- und Griinalgen wurden von den in Kapitel 4.1. genannten Autoren intensive Studien
durchgefiihrt: Ubereinstimmend wurde diskutiert, dass die Aktivierung der NAD(P)(H)-
GAPDH durch Reduktion des isolierten Enzyms, durch Belichtung des intakten
Chloroplasten und durch metabolische Effektoren wie NADPH, NADP, ATP und 1,3bisPGA
initiiert wird. Die Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH beinhaltet in vivo und in vitro die
gleichzeitige Dissoziation des Enzyms in eine nieder-molekulare Form.
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4.1.1. Reduktive und metabolische Aktivatoren der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat in vivo

Um die Aktivierungseffekte durch Reduktion und durch Metabolite voneinander zu trennen,
wurden in dieser Arbeit Versuche mit dem System 'isolierte Chloroplasten' und dem System
'isoliertes Enzym' durchgefiithrt. Das System 'isolierte Chloroplasten' bietet den Vorteil, das
Aktivierungsverhalten der NAD(P)(H) in vivo zu untersuchen. Durch Belichtung und/oder
Zugabe verschiedener Effektoren von auBBen zu intakten Chloroplasten kann die
metabolische und die Redox-Situation innerhalb des Plastiden manipuliert und die
Auswirkungen auf die Regulation der NAD(P)(H)-GAPDH gemessen werden.

Zunichst wurden Versuche mit belichteten Chloroplasten durchgefiihrt. Nach Einschalten
des Lichts erfolgt in Chloroplasten innerhalb von wenigen Sekunden eine Reduktion der
Elektronenakzeptoren im Stroma (FOYER et al. 1992, TAKAHAMA et al. 1981). Die
NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitdten steigen innerhalb von 30 Sekunden auf ca. 60%. Die
Maximalaktivitiat von ca. 600 pmol (mg Chl)-1 h-1 wird aber erst nach fiinf Minuten erreicht
(s. Abb. 7). Diese zeitverzogerte Aktivierung deutet darauf hin, dass die Aktivierung nicht
allein durch Reduktion, sondern ebenfalls durch sich in diesem Zeitraum bildende
Metabolite erreicht wird. Tatséchlich wird bei Belichtung nicht nur der Elektronendruck
gedndert; nach zwei bis drei Minuten steigen die stromalen Effektor-Konzentrationen von
ATP und 3PGA, wodurch hohere Konzentrationen des Substrats und gleichzeitigen Effektors
1,3bisPGA eingestellt werden (s. Abb. 8). Ein weiterer Hinweis, dass die NADPH-GAPDH-
Aktivierung durch ein Zusammenspiel von Reduktion und Metaboliteneffekt eingestellt wird,
zeigt die Zugabe von ATP zu belichteten Plastiden. Als Folge wird die Aktivitat der
NAD(P)(H)-GAPDH von 600 umol (mg Chl)-t h-! auf maximale Aktivitdten von ca. 1000-
1200 pmol (mg Chl)-! h-! erh6ht (s. Abb. 7). Die Aufnahme von ATP in den belichteten
Chloroplasten erfolgt sehr wahrscheinlich iiber einen Adeninnucleotid-Translokator (HELDT
1969), dessen Kapazitiat in vivo nicht bekannt ist. Jedoch resultiert die Zugabe von ATP zu
intakten Chloroplasten in steigenden NADPH-abhéingigen Aktivitdten der NAD(P)(H)-
GAPDH (s. Abb. 7).

Aus den Versuchen mit belichteten Chloroplasten geht nicht hervor, ob ATP oder 1,3bisPGA
als Effektor fungieren. Ein Hinweis, dass es sich bei dem Effektor um 1,3bisPGA handelt,
ergibt sich jedoch aus der Berechnung der 1,3bisPGA-Konzentrationen in belichteten
Chloroplasten. Sie wurden aus endogenen ATP-, ADP- und 3PGA-Konzentrationen im
belichteten Chloroplasten mittels der Gleichgewichtskonstanten der PGK ermittelt
(s. Abb. 8). Die Reaktion der PGK liegt nahe am thermodynamischen Gleichgewicht und
setzt jeweils dquivalente Mengen an PGA und ATP um, d.h. dass die Rate der 1,3bisPGA-
Produktion dem Verhiltnis [ATP] x [3PGA]/[ADP] proportional ist (ROBINSON & WALKER
1979). Die in den ersten ca. drei Minuten geringen 3PGA-Konzentrationen werden durch die
anfianglich steigenden ATP-Konzentrationen kompensiert, so dass fiir einen kontinuierlich
steigenden Pool an 1,3bisPGA gesorgt ist. Ein Vergleich des Anstiegs der NAD(P)(H)-
GAPDH-Aktivitat wahrend der Belichtung (s. Abb. 7) zeigt, dass sie mit dem Anstieg der
errechneten 1,3bisPGA-Konzentration (s. Abb. 8) und nicht mit den gemessenen ATP-
Konzentrationen korreliert. Ein weiterer Versuch unterstiitzt die Auffassung, dass ATP als
Effektor der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo ausscheidet. Zugabe limitierender bzw. hoher
Phosphatkonzentrationen zu belichteten Chloroplasten fihrt zu verdnderten 3PGA- und
ATP-Konzentrationen im Plastiden, wodurch wiederum unterschiedliche 1,3bisPGA-
Konzentrationen eingestellt wurden (s. Tab. 5). Anorganisches Phosphat wird im
Gegentausch mit Triosephosphaten und 3PGA tber den Phosphat-Translokator in den
Chloroplasten importiert. Durch eine suboptimale Pi;-Konzentration von 0,02 mM stellt sich
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ein geringes ATP/ADP-Verhéltnis im Chloroplasten ein, wihrend die 3PGA-Konzentration
erhoht wird (2,7 mM). Eine optimale Pi-Konzentration von 0,2 mM bewirkt dagegen, dass der
ATP-Gehalt erhoht wird, wiahrend der 3PGA-Gehalt sinkt. Hohe Pi-Konzentrationen von
2 mM resultieren in sehr geringen 3PGA-Gehalten aber steigenden ATP/ADP-Verhaltnissen.
Durch diese Manipulationen der ATP-, ADP- und 3PGA-Konzentrationen im belichteten
Chloroplasten verdndert sich die errechnete 1,3bisPGA-Konzentration jedoch kaum. Die
jeweiligen Aktivierungszustidnde der NAD(P)(H)-GAPDH verbleiben als Konsequenz
ebenfalls dhnlich. Aus den Versuchen ergibt sich ein weiterer Hinweis, dass ATP kein
Effektor der NAD(P)(H)-GAPDH in intakten Chloroplasten ist. Im Gegensatz zu ATP ist die
auftretende NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitat an die jeweilige 1,3bisPGA-Konzentration
gekoppelt (s. Tab. 5).

Das System 'isolierte Chloroplasten' bietet weiterhin die Méglichkeit, den
Aggregationszustand der NAD(P)(H)-GAPDH zu untersuchen. Dazu wurden Experimente
mit der Gelfiltrationssdule Superdex-200 durchgefithrt. Der Hersteller garantiert eine
Auflésung der Molekulargewichtsbereiche zwischen 10 und 600 kDa (PHARMACIA 1998). Ein
fur Spinat-Chloroplasten charakteristisches Protein-Elutionsprofil zeigt die Abbildung 9. Im
Ausschluvolumen bei 45 ml eluierten das gesamte Chlorophyll und Tritonvesikel. Die
NAD(P)(H)-GAPDH in der 600 kDa-Form eluierte bei 53 ml (s. Abb. 11), und die RubisCO
mit 550 kDa, welche den Hauptproteingehalt im Chloroplasten ausmacht, bei 57 ml
(s. Abb. 9).

Bei Belichtung korreliert die Aktivitdtssteigerung der NAD(P)(H)-GAPDH (600 umol (mg
Chl)-t h-1, s. Abb. 7) mit einer 50%igen Dissoziation des Enzyms von der 600 kDa-Form in die
150 kDa-Form (s. Abb. 11A). Durch Zugabe von DTTred im Standard-Enzymtest fand in der
600 kDa-Form der GAPDH eine weitere Aktivitdtssteigerung von ca. 300 pmol (mg Chl)-1 h-1
auf ca. 600 pmol (mg Chl)-! h-t statt, wihrend die 150 kDa-Form nicht weiterhin aktiviert
werden konnte (s. Abb. 11A). Welche Rolle ATP bei der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH
spielt, geht deutlich aus Abbildung 11B hervor. Durch Zugabe von ATP zu belichteten
Chloroplasten wird die 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH vollstéandig in die 150 kDa-
Form tiberfiihrt. Dies resultiert, wie schon oben beschrieben, sehr wahrscheinlich aus den
angestiegenen 1,3bisPGA-Konzentrationen im Stroma.

Zur Untersuchung der Regulation der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo wurden weiterhin Dunkel-
adaptierte Spinatchloroplasten verwendet. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist, zu
untersuchen, welche Rolle 1,3bisPGA bei der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo
spielt und ob ein Zusammenspiel zwischen Reduktion und Metaboliteffekt besteht. Dunkel-
adaptierte Chloroplasten sind unter diesem Gesichtspunkt relativ gut geeignet, um zwischen
Reduktion und Metaboliteffekt zu unterscheiden, denn anders als bei belichteten
Chloroplasten kann die Reduktion der NAD(P)(H)-GAPDH gezielt durch Zugabe von DTTred
zu isolierten Chloroplasten erreicht werden, ohne dass sich die Konzentrationen der
Effektoren ATP, NADPH, NADP und 1,3bisPGA im Stroma veriandern. Dariiberhinaus
kénnen durch Zugabe von ATP und 3PGA zum Dunkel-adaptierten Chloroplasten endogen
verschiedene 1,3bisPGA-Konzentrationen eingestellt werden. Die Aktivitdt der PGK reicht
auch in Chloroplasten im Dunkeln aus, um das Verhédltnis ATP/ADP und 3PGA zu
1,3bisPGA einzustellen (EDWARDS & WALKER 1983). TROST et al. (1993) verwendeten
gereinigte 1,3bisPGA bei Versuchen mit isolierter NAD(P)(H)-GAPDH, jedoch ist die Zugabe
von 1,3bisPGA in dieser Form zu Chloroplasten nicht méglich, da es wahrscheinlich nicht
durch die Envelope-Membran transportiert wird. Fiir den Import von 3PGA wurde ein
Phosphat-Translokator beschrieben (HELDT & RAPLEY 1970).

In Dunkel-gehaltenen Chloroplasten besitzt die NAD(P)(H)-GAPDH eine Grundaktivitiat von
ca. 200 umol (mg Chl)-1 h-t (s. Abb. 6, 7). Durch Reduktion, d.h. Zugabe von DTTreq, steigt die
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Aktivitat auf ca. 600 pmol (mg Chl)-1 h-1 (s. Abb. 6) an. Die Grundaktivitidt der NAD(P)(H)-
GAPDH wird jedoch nur durch unphysiologisch hohe Konzentration von 1,3bisPGA im
Standard-Enzymtest erreicht. Eine Aktivitdt der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH im
oxidierten und reduzierten Zustand wird daher nur vorgetdauscht (vgl. Text zu Tab. 20).
Zugabe von 5 mM 3PGA und 2 mM ATP resultiert im Stroma dunkler Chloroplasten in einer
1,3bisPGA-Konzentration von 55,6 uM. Die NADPH-GAPDH zeigt unter diesen Bedingungen
eine Aktivitdtssteigerung auf ca. 800 pmol (mg Chl)-t h-1, s. Abb. 6). Maximale Aktivitédten
werden jedoch nur erreicht, wenn das Enzym gleichzeitig reduziert wurde und im Plastiden
eine 1,3bisPGA-Konzentration von 55,6 uM vorlag (ca. 1000 umol (mg Chl)-1 h-1, s. Abb. 6).
Diese mit Dunkel-adaptierten Spinat-Chloroplasten durchgefiihrten Versuche zeigen, dass
bei der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH ein Zusammenspiel zwischen Reduktion und
sehr wahrscheinlich 1,3bisPGA stattfindet. Jedoch erfolgt eine Aktivierung der NAD(P)(H)-
GAPDH in Dunkel-gehaltenen Chloroplasten ebenfalls durch alleinige Zugabe von ATP (ca.
400 pmol (mg Chl)-1 h-1, s. Abb. 7). Um den Effekt von Reduktion und Effektoren weiterhin
zu untersuchen, wurden die Aggregationszustidnde der NAD(P)(H)-GAPDH in Chloroplasten
im Dunkeln bestimmt.

In Dunkel-adaptierten Chloroplasten ist NAD(P)(H)-GAPDH 600 kDa grof3. Je nach
Préparation, bei deren Versuchsbedingungen nicht v6llig auszuschlieBen war, dass die
Chloroplasten kurzzeitig schwach belichtet wurden, erscheint ein kleiner zusitzlicher Peak
in der 300 kDa- (s. Abb. 10A) oder in der 150 kDa-Form (s. Tab. 5). Die Zugabe von 10 mM
DTTrea gibt ein vergleichbares Bild. Eine Dissoziation findet nicht statt, wie sie im Gegensatz
von O'BRIEN et al. (1977) beschrieben wurde (s. Abb. 10B). Bei moderaten Konzentrationen
von 11 uM 1,3bisPGA dissoziiert die NAD(P)(H)-GAPDH zu ca. 50% in die 150 kDa-Form
(s. Abb. 10C). Durch Zugabe von sehr hohen 1,3bisPGA-Konzentrationen (55,6 uM) wird die
NAD(P)(H)-GAPDH vollstandig in die 150 kDa-Form uberfihrt (s. Abb. 10D). Das Auftreten
von ausschlielich 150 kDa-GAPDH ist jedoch als artifiziell anzusehen und kommt in vivo
nicht vor. Der Grund liegt darin, dass bei Belichtung die NAD(P)(H)-GAPDH nie vollstindig
dissoziiert, sondern lediglich zu ca. 50% (s. Abb. 11A). Durch Zugabe optimaler
Konzentrationen von Pi (0,2 mM) zu belichteten isolierten Chloroplasten bleiben 68% in der
600 kDa-Form (s. Tab. 5). Es ist aber nicht auszuschlieB3en, dass die Rate der Dissoziation in
Blattern anders ist.

4.1.2. Reduktive und metabolische Aktivatoren der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat in vitro

In Kapitel 4.1.1. wurde im System 'isolierte Chloroplasten' untersucht, wie das Prinzip der
Regulation der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo funktioniert. Es ergaben sich wertvolle Hinweise
iber Aktivitatssteigerungen, die moglicherweise durch ein Zusammenspiel von Reduktion
und 1,3bisPGA stattfinden und tiber die jeweiligen Aggregationszustidnde. Jedoch gibt es in
diesem System deutliche Limitierungen, was die Analyse bestimmter Effektoren angeht. So
dndert sich bei Belichtung nicht nur der Redoxstatus im Chloroplasten, gleichzeitig werden
die Konzentrationen verschiedener Effektoren der NAD(P)(H)-GAPDH (ATP, 1,3bisPGA,
NADPH) erhoht. Weiterhin kann in belichteten und Dunkel-adaptierten Chloroplasten nicht
gezielt zwischen den Effekten von ATP und 1,3bisPGA unterschieden werden.
Dartiiberhinaus kann eine Analyse des Effektes von NADPH und NADP nicht untersucht
werden, da NADPH und NADP nicht durch die Envelope-Membran von Chloroplasten
transportiert werden. Aus diesem Grunde wurden weitere Untersuchungen mit isolierter
NAD(P)(H)-GAPDH durchgefiihrt, da dieses System, was die Analyse einzelner Effektoren
angeht, dem System 'isolierte Chloroplasten' in dieser Hinsicht tiberlegen ist. Es kann gezielt
zwischen Reduktion und Metaboliteneffekten von ATP, 1,3bisPGA, NADP und NADPH
unterschieden werden.
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Um Fehler bei der Bestimmung der NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitaten in isolierten
Chloroplasten und als isoliertes Enzym auszuschlieBen, ist es zundchst wichtig, wie der
Standard-Enzymtest angewandt wird (s. Abb. 12). Denn die beiden metabolischen Effektoren
1,3bisPGA und NADPH sind als Substrate Bestandteil des Enzymtests und kénnen wahrend
des Testverlaufs die NAD(P)(H)-GAPDH aktivieren. Aulerdem wurde der Standard-
Enzymtest (CERFF 1982) verdandert, indem auf die Zugabe von DTTred verzichtet wurde.
Durch Reduktion der NAD(P)(H)-GAPDH wird ebenfalls eine erhéhte Aktivitiat vorgetauscht,
da reduzierte NAD(P)(H)-GAPDH nur geringe Konzentrationen 1,3bisPGA bendétigt, um
aktiviert zu werden. Zur Vermeidung von MeBartefakten wurde 1,3bisPGA in der Kuvette
vorsynthetisiert und der Enzym-Test mit den entsprechenden Isoenzymen der NAD(P)(H)-
GAPDH gestartet. In Messungen mit NADH als Coenzym ist ein MeBfehler ausgeschlossen,
da NADH die NAD(P)(H)-GAPDH nicht aktiviert. Durch NADH reaggregiert die NAD(P)(H)-
GAPDH. Im Enzymtest findet eine Aggregation allerdings mit groBer Wahrscheinlichkeit
nicht statt, weil er hohe Konzentrationen von 1,3bisPGA und niedrige
Enzymkonzentrationen enthalt.

Ein weiterer Fehler der Bestimmung der Enzymaktivitaten kann durch die Verwendung zu
geringer oder zu hoher Proteinkonzentrationen auftreten. Daher wurde in
Vorinkubationsanséitzen darauf geachtet, dass NAD(P)(H)-GAPDH in einer Konzentration
von 60 pg/ml vorlag. Eine geringere Proteinkonzentration, also eine Verdiinnung, fiihrt
vielfach zu unkontrollierten Dissoziationen der NAD(P)(H)-GAPDH, was durch Anwesenheit
eines Reduktanden noch erleichtert wird, wiahrend eine zu hohe Proteinkonzentration dazu
fihrt, dass die NAD(P)(H)-GAPDH selbst durch hohe Effektorkonzentrationen nicht mehr
oder nur méBig aktiviert werden kann (RAK 1996, REICHERT et al. 2000). In von RAK (1996)
und REICHERT et al. (2000) durchgefithrten Experimenten wurden vier verschiedene
NAD(P)(H)-GAPDH-Konzentrationen (0,8; 8; 80 und 800 pg/ml) gewéahlt, da beschrieben
wurde, dass die Protein-Konzentrationen im Chloroplastenstroma extrem hoch sind (300-
400 mg/ml Protein) (WALKER et al. 1986). Unter der Annahme, dass die Grundaktivitit der
NAD(P)(H)-GAPDH mit NADPH als Coenzym 10-20 U/mg Protein und 200 umol (mg Chl)-1
h-1 betragt, mull die NAD(P)(H)-GAPDH-Konzentration im Stroma in vivo ungefiahr 1-
3 mg/ml betragen. Das sind ca. 1% des Chloroplastenproteingehalts. Es zeigte sich, dass mit
steigender Proteinkonzentration eine Aktivierung des Enzyms durch DTTred und 1,3bisPGA
erschwert ist. Die in dieser Arbeit verwendete NAD(P)(H)-GAPDH-Konzentration von
60 pg/ml reicht fiir eine Aktivierung durch die beiden Effektoren aus. Bei einer Proteinkon-
zentration von 800 pg/ml konnte die Vollaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH nicht erreicht
werden. Die Zugabe von KCI fihrte zu einer erleichterten Aktivierung, wobei darauf hinge-
wiesen werden mul}, dass erst die weitere Zugabe von Thioredoxinf und Fremdprotein in
hohen Mengen (z.B. BSA und Katalase) zu einer erhohten Rate der NADPH-GAPDH-AKktivi-
tat fihrten (RAK 1996, REICHERT et al. 2000).

Ergebnisse in Publikationen anderer Autoren, die Versuche mit NAD(P)(H)-GAPDH
durchfithrten, sind daher auch unter dem Aspekt der gewéhlten Versuchsbedingungen und
Proteinkonzentrationen zu bewerten.

Die isolierte NAD(P)(H)-GAPDH wurde separat mit verschiedenen Metaboliten und
Reduktanden oder in Kombination miteinander inkubiert, um zwischen dem Effekt der
Reduktion und dem Metaboliteneffekt, insbesondere ATP und 1,3bisPGA, unterscheiden zu
kénnen. Durch Reduktion mit DTTvred, Thioredoxinf oder GSH fanden nur geringe
Aktivitatssteigerungen statt; die Grundaktivitit von ca. 10 U/mg Protein wurde etwa
verdoppelt (s. Abb. 13, 14). Im Vergleich dazu fiihrte die Belichtung des isolierten
Chloroplasten zu einer dreifachen Aktivitidtssteigerung der NAD(P)(H)-GAPDH von ca.
200 pmol (mg Chl)-1 h-1 auf ca. 600 pmol (mg Chl)-1 h-1 (s. Abb. 7), wobei aber in isolierten
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Chloroplasten bei Belichtung auBler der Reduktion des Enzyms ebenfalls der ATP- und
3PGA-Gehalt steigt. Das Molekulargewicht der intakten isolierten NAD(P)(H)-GADH von
600 kDa bleibt durch Reduktion mit 20 mM DTTred unveriandert (s. Abb. 17B). Dies steht in
Kontrast zu Ergebnissen von TROST et al. (1993), die durch DTTred eine Zerlegung der
600 kDa-Form in die Monomere mit 9% der Ausgangsaktivitiat gefunden haben. Das
Ergebnis steht jedoch im Einklang mit Versuchen an isolierten intakten Chloroplasten. Die
hexadecamere oxidierte Form der NAD(P)(H)-GAPDH wird im Chloroplasten durch Zugabe
von 10 mM DTTyed nicht dissoziiert (s. Abb. 10).

Wenn statt Reduktionsmittel steigende Konzentrationen von 1,3bisPGA (10 und 50 uM)
verwendet wurden, wurden die Aktivitdten der NAD(P)(H)-GAPDH fortlaufend gesteigert
(40 und 80 U/mg Protein) (s. Abb. 13, 14). Auch TROST et al. (1993) konnten durch
Inkubation mit gereinigter 1,3bisPGA oder einem 1,3bisPGA-generating system (O'BRIEN &
POwWLS 1976, O'BRIEN et al. 1977, WOLOSIUK et al. 1986) eine Aktivitdtssteigerung der
NAD(P)(H)-GAPDH feststellen. Der Effekt der Steigerung der Aktivitdten durch 1,3bisPGA
konnte auch im isolierten Plastiden beobachtet werden. Zugabe steigender Konzentrationen
von ATP und 3PGA zu Dunkel-adaptierten Chloroplasten, die in steigenden endogenen
1,3bisPGA-Konzentrationen resultierten, fihrten ebenfalls zu einer Aktivierung der
NAD(P)(H)-GAPDH (s. Abb. 7).

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenspiel zwischen Reduktion und Metaboliteneffekt
stattfindet, wurde isolierte NAD(P)(H)-GAPDH gleichzeitig mit verschiedenen
Reduktionsmitteln (DTTred, Thioredoxing, GSH) und 1,3bisPGA inkubiert. Unter diesen
Bedingungen wurden maximale Aktivitdten von 80-100 U/mg Protein erzielt (s. Abb. 13, 14).
Der Versuch zeigt, dass Reduktion und Inkubation mit 1,3bisPGA additiv auf die
Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH wirken. Dieser Befund zeigt sich auch in einem Versuch
mit belichteten Chloroplasten. Durch Zugabe von ATP werden maximale Aktivitdten von ca.
1000 pmol (mg Chl)-! h-! erzielt (s. Abb. 7). AuBerdem wird die Aktivitdt der NAD(P)(H)-
GAPDH in mit ATP inkubierten, Dunkel-adaptierten Chloroplasten durch Belichtung auf
maximale Aktivitdten von 1200 umol (mg Chl)-1 h-1 gesteigert (s. Abb. 7).

Infolge der kombinierten Inkubation des isolierten Enzyms mit 10 mM DTTred und 2 uM
1,3bisPGA dissoziierte die NAD(P)(H)-GAPDH zu ca. 50% in die 150 kDa-Form (s. Abb. 18).
Steigende Konzentrationen von 20 mM DTTrea und 50 puM 1,3bisPGA resultierten in der
vollkommen dissoziierten tetrameren Form (s. Abb. 19). Die Kombination von 10 mM DTTred
und 2 uM 1,3bisPGA wurde gewédhlt, um die Situation bei Belichtung in isolierten
Chloroplasten zu simulieren, denn auller, dass NAD(P)(H)-GAPDH im belichteten
Chloroplasten reduziert wird, steigt die 1,3bisPGA-Konzentration auf ca. 2 uM an (s. Abb. 8).
Die 50%ige Dissoziation der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH stimmt sehr gut mit der 50%igen
Dissoziation der NAD(P)(H)-GAPDH in belichteten Chloroplasten tiberein (s. Abb. 11).

AuBer 1,3bisPGA werden auch ATP, NADPH und NADP als metabolische Effektoren der
NADP)(H)-GAPDH beschrieben, die alleine oder in Kombination mit DTTred zu

signifikanten Aktivitdtssteigerungen der NAD(P)(H)-GAPDH fihrten.

1,3bisPGA und ATP (s. Abb. 13, 16), sowie NADP und NADPH (PUPILLO & GIULIANI PICCARI
(1975) aktivieren die isolierte NAD(P)(H)-GAPDH gleichermallen. Um zu tiberpriifen, welche
der Metaboliten in vivo als Effektor fungieren, wurden Versuche mit NAD durchgefihrt.
NAD wird als Metabolit angegeben, welches die Dissoziation der NAD(P)(H)-GAPDH
revertiert (PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1975). Im Stroma isolierter Chloroplasten liegen im
Dunkeln wie im Licht mit 0,10 mM signifikante Konzentrationen an NAD vor (s. Tab. 20).
Versuche mit gleichzeitiger oder aufeinanderfolgender Inkubation mit 1,3bisPGA und ATP
in Kombination mit NAD, sowie die Bestimmung der Aktivierungskonstanten fiir 1,3bisPGA,
ATP, NADP und NADPH bei Anwesenheit von NAD zeigten eindeutig, dass eine Aktivierung
der NAD(P)(H)-GAPDH unter den gewéahlten Bedingungen durch ATP, NADP und NADPH
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unterbunden wird (s. Abb. 16, Tab. 8). 1,3bisPGA ist hingegen bei Anwesenheit von NAD
weiterhin in der Lage, die NAD(P)(H)-GAPDH zu aktivieren (s. Abb. 15, 16, Tab. 8).
Dariiberhinaus werden zur Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH Konzentrationen von ATP,
NADPH und NADP bendétigt, die im Chloroplastenstroma nicht vorliegen (s. Tab. 21,
vgl. Kap. 4.1.). AuBerdem verbleibt der absolute Pyridinnucleotid-Pool unter allen
Bedingungen konstant, selbst wenn sich das Verhéltnis NADPH/(NADP+NADPH) andert
(s. Tab. 21). Sie scheiden somit definitiv als mégliche Aktivatoren in vivo aus.

Die Bestimmung der Aktivierungskonstante fiir 1,3bisPGA zeigte weiterhin, dass nach Re-
duktion nur noch 2 uM 1,3bisPGA benétigt werden, um die NAD(P)(H)-GAPDH zu aktivie-
ren. Im oxidierten Zustand werden dagegen ca. 20 uM 1,3bisPGA benétigt (s. Tab. 19). Die-
ser Wert korreliert gut mit dem in vivo bestimmten Ko-Wert von 11-17 uM 1,3bisPGA. Das
Ergebnis zeigt wiederum deutlich, dass die Messungen im System 'isolierte Chloroplasten'
und im System 'isoliertes Enzym' sich ergénzen.

Die Versuche mit isolierter NAD(P)(H)-GAPDH zeigen weitreichend Gbereinstimmende
Ergebnisse mit Versuchen des Systems 'isolierte Chloroplasten'. Jedoch kénnen aus den
Versuchen mit isolierter NAD(P)(H)-GAPDH weitergehend definitiv die Aussagen getroffen
werden, dass 1,3bisPGA einen Effektor der NAD(P)(H)-GAPDH darstellt, und dass die
Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH eine Folge des Zusammenspiels von Reduktion und
Metaboliteneffekt ist.

4.1.3. Die kinetischen Eigenschaften der NAD(P)(H)-GAPDH

Versuche mit dem System 'isolierte Chloroplasten' und 'isoliertes Enzym' wurden durchge-
fihrt, um einen Einblick zu erhalten, welche Rolle die Reduktion, und welche Rolle die Me-
taboliten bei der Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH besitzen. AuBlerdem wurde der Effekt
beider Aktivatoren auf das Dissoziationsverhalten untersucht.

Aus den Versuchen geht hervor, dass Reduktion und Metaboliteffekt zusammenspielen, aber
es ist noch unklar, welche strukturellen Grundlagen dafiir verantwortlich sind. Weiterhin ist
ungeklart, wie die NAD(P)(H)-GAPDH im Licht- und Dunkelstoffwechsel reguliert wird.
Damit im Licht und im Dunkel kein futile cycle stattfindet, mul3 die NAD(P)(H)-GAPDH im
Licht in der reduktiven Richtung im Calvin-Cyclus 1,3bisPGA mit NADPH, im Dunkeln
dagegen in der glykolytischen Reaktion GAP mit NAD umsetzen.

Weiterhin wurde die NAD(P)(H)-GAPDH biochemisch charakterisiert. Durch die biochemi-
sche Charakterisierung wird z.B. Aufschlull dartiber gegeben, dass die oxidierte 600 kDa-
NADPH-GAPDH andere Affinitaten fir das Substrat 1,3bisPGA als die reduzierte 150 kDa-
Form besitzt. Mit Kenntnis der Affinitéaten fiir die Substrate und Coenzyme kénnen die er-
haltenen Werte mit im isolierten Spinat-Chloroplasten endogen gemessenen Substrat- und
Coenzym-Konzentrationen (s. Tab. 20) verglichen werden. Die Korrelation der Daten ermdog-
licht es, bei Belichtung und im Dunkeln stattfindende Reaktionen festzustellen
(vgl. Kap. 4.1.4.1., Kap. 4.1.4.2.1.).

Zur besseren Ubersicht sind die gemessenen Kn-Werte der NAD(P)(H) aus den Tabellen 6
und 7 in der Tabelle 18 aufgefiihrt.

In vitro und in vivo kommt die NAD(P)(H)-GAPDH in vier verschiedenen Formen mit ent-
sprechenden Maximalaktivitdten und Aggregationszustdnden vor. Die Grundaktivitat der
oxidierten 600 kDa-NAD(P)(H)-GAPDH betrigt (im Standard-Enzymtest mit NADPH ge-
messen) in vitro ca. 10-20 U/mg, in vivo ca. 200 pmol (mg Chl)-1 h-1. Die Affinitit der oxidier-
ten 600 kDa-Form fur 1,3bis PGA ist mit > 100 uM sehr gering. Durch Reduktion der
NAD(P)(H)-GAPDH in vitro und in vivo mittels DTTred verdoppelt sich die Aktivitat. Das
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Enzym verbleibt jedoch in der 600 kDa-Form, und auch die Affininitéat fur 1,3bisPGA ver-
bleibt mit 90 uM relativ niedrig. Die Messung der Verdoppelung der Aktivitdt durch Reduk-
tion im Standard-Enzymtest basiert auf dem Vorhandensein des im Standard-Enzymtest

Tabelle 18: Kn-Werte der isolierten NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat fiir die Substrate
1,3bisPGA und GAP, sowie die Coenzym NADPH und NADH (s. Tab. 6, 7).

Kmn-Werte der Enzym-Formen (uM)

Vorinkubation Coenzym

1,3bisPGA2 GAPb NADPHe NADH:e

Ohne NADP(H) > 100 30,2+ 10 30+ 10 120 £ 10
NAD(H) 3568 12,6 +1 - -

21 pM 1,3bisPGA  NADP(H) 20 £ 10 27 +2 50 + 8 106 + 29
NADH) 24+5 19+3 - -

20 mM DTTred NADP(H) 90+ 10 23+4 40+ 10 210+ 20
NAD(H) 27 +13 18+1 - -

21 pM 1,3bisPGA  NADP(H) 20+8 22 + 6 60 £9 290 + 20
+ 20 mM DTTrea NAD(H) 16 £ 10 20+3 - -

a: mit 320 uM NADPH, bzw. NADH
b: mit 400 pM NADP, bzw. NAD
c: mit 55 pM 1,3bisPGA

vorhandenen Effektors 1,3bisPGA. In vivo und in vitro findet durch alleinige Reduktion
keine Aktivitatssteigerung statt. Diese Diskrepanz zwischen Aktivierung, bzw. keiner Akti-
vierung durch Reduktion wird in Kapitel 4.1.4.1. erlautert.

Inkubation der NAD(P)(H)-GAPDH als isoliertes Enzym und in isolierten Chloroplasten mit
1,3bisPGA, bzw. gleichzeitiger Reduktion fiihrt zu einer Aktivitédtssteigerung mit einherge-
hender Dissoziation. Aktivierung und partielle bzw. vollstdndige Dissoziation sind abhéngig
von der 1,3bisPGA-Konzentration. In der tetrameren Form erhoht sich die Affinitat der
NAD(P)(H)-GAPDH fir 1,3bisPGA um den Faktor funf. Der Km-Wert betragt fiir das oxi-
dierte und reduzierte Tetramer ca. 20 uM. Die stattfindenden Aktivierungen, die mit einer
gleichzeitigen Dissoziation einhergehen, sind real. Sie sind nicht auf MeBartefakte im Stan-
dard-Enzymtest zurickzufiihren.

Wesentliche Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung sind, dass die NAD(P)(H)-
GAPDH in der dissoziierten Form ihre Affinitaten fiir das Substrat 1,3bisPGA erhoht; sie
wird dem Substrat und gleichzeitigen Effektor gegentber sensitiver. Dies trifft jedoch nur
dann zu, wenn als Coenzym NADPH und nicht NADH genutzt wurde.

Die Affinitaten fiir NADPH sind mit 30-60 uM gegentiber NADH mit 106-290 uM sowohl in
der hexadecameren und tetrameren Form als auch im reduzierten und oxidierten Zustand
deutlich erhéht. Welche Auswirkungen die gemessenen Kn-Werte auf die Regulation der
NAD(P)(H)-GAPDH in vivo fir den Licht- und Dunkelstoffwechsel haben, wird in den Kapi-
teln 4.1.4.1. und 4.1.4.2.1. diskutiert.

In den Tabellen 19 und 20 sind die Kn-Werte von NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen fir GAP,
1,3bisPGA, NAD, NADP, NADH und NADPH aufgefiihrt. Sie werden mit den in dieser
Arbeit bestimmten Kn-Werten verglichen.

In der Tabelle 19 sind u.a. Kn-Werte fir NAD und NADP fir NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat
aufgelistet, die in dieser Arbeit nicht bestimmt wurden. Die Kn-Werte fir GAP sowohl mit
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NAD als auch mit NADP gemessen, weisen eine Streuung um den Faktor acht bis zehn auf.
Bei der Bestimmung der Kn-Werte der 600 kDa-Form fiir NAD und NADP wiedersprechen
sie sich zum Teil erheblich. Generell liegen sie jedoch deutlich iiber den in dieser Arbeit

Tabelle 19: Kn-Werte der NAD(P)(H)-abhéingigen GAPDH aus hoheren Pflanzen, ver-
schiedenen Algen und Bakterien fiir GAP (mit NAD und NADP gemessen) und fiir
NAD und NADP (Literaturdaten).

GAP (uM) GAP (uM) NAD uM)  NADP (uM)

mit NAD mit NADP
600 kDa GAPDH
Spinat! 230 940 200 41
Spinat? 1000 200 48 380
Spinat3 238 208 166 41
150 kDa GAPDH
Spinat? 500 1000 8 7
Spinat3 277 277 178 35,7
GapCp 344 n.b. 62 n.b.
(Pisum sativum)*
(As) GAPDH5 n.b. 1600 n.b. 180
Euglena gracilis® n.b. 970 n.b. 440
(140 kDa)
Euglena gracilis® 120 1000 41,6 2,6
(tetramere Form)
Chlorella’ n.b. n.b. 310 230
Methanobacterium n.b. n.b. 200 100

thermoautotrophicum?

n.b.: nicht bestimmt

1) FERRI et al. 1978, 2) PUPILLO & GIULIANI PICCARI 1973, 3) PAWLIZKI 1975, 4) MEYER-GAUEN et
al. 1998, 5) SCAGLIARINI et al. 1998, 6) GRISSOM & KAHN 1975, 7) ZEIKUS et al. 1977, 8) VACCHI
et al. 1972, 9) TOMOVA et al. 1982.

gemessenen Werten (s. Tab. 18). Ein moéglicher Grund fiir die hohen Werte kénnte sein, dass
GAP, in den MeBanséitzen als isoliertes Triosephosphat eingesetzt, sehr instabil ist. Aus
diesem Grund wurde in eigenen Messungen FBP eingesetzt, welches durch die Aldolase im
Enzymtest in GAP und DHAP umgesetzt wird. In nicht gezeigten Versuchen wurden die
resultierenden GAP-Gehalte rechnerisch und enzymatisch bestimmt. Beide Bestimmungen
fihrten zu gleichen Ergebnissen. Daher scheint der Einsatz von FBP statt GAP im
Enzymtest sinnvoll.

Die in Tabelle 20 aufgefiihrten Kin-Werte fiur 1,3bisPGA weichen ebenfalls von den in dieser
Arbeit gemessenen Kn-Werten ab. Es wird von PAWLIZKI (1975) und SCAGLIARINI et al.
(1998) zwar bei der Bestimmung zwischen der 600 kDa- und 150 kDa-Form unterschieden,
aber die Affinitét fiir 1,3bisPGA bleibt konstant hoch (s. Tab. 18). Dagegen stimmen die Kpu-
Werte fiir NADPH und NADH mit den in dieser Arbeit ermittelten Werten grofftenteils
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uberein. Die Affinitit fur NADPH ist hoher als die fir NADH (s. Tab. 18, CERFF 1978a,
FERRI et al. 1978, MACIOSZEK & ANDERSON 1987, PAWLIZKI 1975, TROST et al. 1993).

Tabelle 20: Kn-Werte der NAD(P)(H)-abhéingigen GAPDH aus hoheren Pflanzen, ver-
schiedenen Algen und Bakterien fiir 1,3bisPGA (mit NADH und NADPH gemessen)
und fiir NADH und NADPH (Literaturdaten).

1,3bisPGA 1,3bisPGA NADH (uM) NADPH (uM)

(nM) (nM)
mit NADH mit NADPH

600 kDa-GAPDH

Spinat! n.b. n.b. 300 23
Spinat? n.b. n.b. 170 39
Erbse3 n.b. n.b. 190 32
Spinat4 14,3 12 357 41
Spinat$ n.b. 1,8 115 21

150 kDa-GAPDH

Spinat® 7 4 n.b. n.b.
Erbse3 n.b. n.b. 450 30
Spinat? 17,8 13,7 410 42
Spinat$ n.b. 2,3 160 14
(A4y) GAPDH
Spinat$ n.b. 2,0 112 10
Euglena gracilis’ 4,3 n.b. n.b. 0,12
(140 kDa)
Euglena gracilis® n.b. n.b. 7,9 18,5
(tetramere Form)
Scenedesmus
obliquus!?
550 kDa n.b. 25 95 25
140 kDa n.b. n.b. 71 34
Chlorellall n.b. n.b. 34 32
Methanobacterium n.b. n.b. 100 10

thermoautotrophicums?

n.b.: nicht bestimmt

1) CERFF 1978a, 2) FERRI et al. 1978, 3) MACIOSZEK & ANDERSON 1987, 4) PAWLIZKI 1975, 5)
TROST et al. 1993, 6) SCAGLIARINI et al. 1998, 7) GRISSOM & KAHN 1995, 8) ZEIKUS et al. 1977, 9)
VACCHI et al. 1972, 10) O'BRIEN et al. 1977, 11) TOMOVA et al. 1982.

Die Ermittlung der Ativierungskonstanten der NAD(P)(H) gaben in erster Linie Aufschluf3
dariiber, dass weder ATP, noch NADP oder NADPH Effektoren der NAD(P)(H)-GAPDH in
vivo sind. Nur 1,3bisPGA ist auch bei Anwesenheit von NAD in der Lage, die NAD(P)(H)-
GAPDH in vivo zu aktivieren.

4.1.4. Licht- und Dunkelstoffwechsel

In autotrophen Plastiden ist es notwendig, dass zwischen den beiden Stoffwechselwegen
(Calvin-Cyclus und Starkeabbau, bzw. Glykolyse) regulativ unterschieden wird, da im Licht
nur die Aktivitdt der NAD(P)(H)-GAPDH mit NADPH und 1,3bisPGA, im Dunkeln mit NAD
und GAP sinnvoll ist.
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4.1.4.1. Lichtstoffwechsel

Bei Belichtung des intakten Spinat-Chloroplasten erhoht sich die Aktivitat der NAD(P)(H)-
GAPDH von ca. 200 umol (mg Chl)-! h-1 auf ca. 600 umol (mg Chl)-1 h-1 (s. Abb. 7) und geht
mit einer 50%igen Dissoziation von der 600 kDa-Form in die 150 kDa-Form einher
(s. Abb. 11). Durch Reduktion mittels DTTreda des Dunkel-adaptierten Chloroplasten wird die
Aktivitiat etwa verdoppelt (s. Abb. 6), aber es findet keine Dissoziation statt (s. Abb. 10B).
Dieses Phidnomen 146t sich dadurch erkldaren, dass sich bei einsetzender Belichtung
innerhalb von ca. finf Minuten der Pool des Effektors 1,3bisPGA von 0,1 uM auf ca. 0,8 uM
erhoht (s. Abb. 8). Gleichzeitig wird durch Belichtung der Ko-Wert der NAD(P)(H)-GAPDH
fir 1,3bisPGA von ca. 19,5 uM auf ca. 1-2 uM gesenkt (s. Tab. 8). Daraus resultiert, dass die
Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH aufgrund der durch Reduktion erhéhten Sensitivitit fir
das Substrat und gleichzeitigen Effektors 1,3bisPGA erfolgt. Das fiur die Katalyse
notwendige Coenzym NADPH ist selbst in Dunkel-adaptierten Chloroplasten mit 92-97 uM
vorhanden, bevor es mit ansteigenden 1,3bisPGA-Konzentration wéahrend der Belichtung
umgesetzt wird (s. Tab. 21). Der Kn-Wert der reduzierten NAD(P)(H)-GAPDH fir NADPH
betragt ca. 40 uM (s. Tab. 18). Eine Limitierung der NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitdten in
belichteten Chloroplasten durch NADPH ist auszuschlieflen, da die NADPH-Konzentration
in belichteten Chloroplasten ca. 130 uM betragt (s. Tab. 21). Der Umsatz der NAD(P)(H)-
GAPDH wird in erster Linie durch das Substrat und gleichzeitigen Effektor 1,3bisPGA
limitiert. Dies ergibt sich aus dem Kn-Wert der reduzierten NAD(P)(H)-GAPDH fir das
Substrat 1,3bisPGA von ca. 90 uM (eine Konzentration, die in belichteten Chloroplasten
nicht erreicht wird, s. Tab. 18); dem Ks-Wert der reduzierten tetrameren Form fir
1,3bisPGA von ca. 1-2 uM (s. Tab. 8), und der ermittelten 1,3bisPGA-Konzentration in
belichteten Chloroplasten von ca. 0,8 uM (s. Abb. 8). Wenn die 1,3bisPGA-Konzentration
unter 0,8 uM sinkt, findet kein Umsatz statt, da nicht gentigend Substrat vorhanden ist. Die
NAD(P)(H)-Aktivitat in belichteten Chloroplasten hidngt damit von der Produktion von
1,3bisPGA ab, die proportional dem Verhaltnis [ATP] x [3PGA]/[ADP] ist, wie schon von
ROBINSON & WALKER (1979) beobachtet wurde.

Tabelle 21: Gehalte an Pyridinnucleotiden in isolierten intakten Spinatplastiden. Die
mit » gekennzeichneten Werte stammen umgerechnet aus BACKHAUSEN et al. (1998). Die
Proben im Licht wurden nach sieben Minuten der Belichtung erhalten. Die mit b
gekennzeichneten Werte stammen umgerechnet aus KITZMANN (1996). Die Proben im Licht
wurden nach funf Minuten der Belichtung erhalten.

NAD (uM) NADH (uM) NADP (uM) NADPH (uM)
Dunkel 1072 41= 1902 97,92
112v n.b. 224b 92b
Licht 103,62 44,42 158,42 1292
68P 24b 164b 132p

n.b.: nicht bestimmt

Aus bisherigen Kenntnissen tiber das Aktivierungsverhalten der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo
und in vitro, den biochemischen Charakterisierungen und der Kenntnis tiber im
Chloroplasten endogen vorhandene Konzentrationen von Substraten und Coenzymen lassen
sich fir die Regulation der GAPDH in vivo im belichteten Chloroplasten weitere Schliisse
ziehen. Durch Reduktion des isolierten Enzyms und durch Belichtung des intakten
Chloroplasten verdoppelt sich die Aktivitiat. Aus den biochemischen Charakterisierungen
geht jedoch hervor, dass die Aktivitatssteigerungen vorgetduscht werden. Reduzierte und
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auch oxidierte NADPH-GAPDH in der 600 kDa-Form sind in situ inaktiv. Die reduzierte
Form ist inaktiv, weil der Kn-Wert fir 1,3bisPGA ca. 90 uM (s. Tab. 18) und der Ks-Wert fir
1,3bisPGA ca. 1-2 pM (s. Tab. 8) betrédgt. Fiir die oxidierte Form ist der Kn-Wert fir
1,3bisPGA mit >100 uM (s. Tab. 18) und der Ko-Wert fir 1,3bisPGA mit 19,5 uM (s. Tab. 8)
sogar noch hoher. Enzymaktivitiaten der oxidierten und der reduzierten NAD(P)(H)-GAPDH
werden invitro und invivo daher nur gemessen, weil im Standard-Enzymtest
unphysiologisch hohe 1,3bisPGA-Konzentrationen vorhanden sind. Unter physiologischen
Bedingungen ist NAD(P)(H)-GAPDH ausschliefllich in der tetrameren Form aktiv.
Aktivitaten der NAD(P)(H)-GAPDH in belichteten Chloroplasten mit NADH als Coenzym
sind ausgeschlossen, da der Kn-Wert mit 100-300 uM (s. Tab. 18) weit tiber den in vivo
gemessenen Werten von 24-40 uM (s. Tab. 21) liegt.

Die Konzentrationen von NADPH sind auch im Dunkel-adaptierten Chloroplasten mit 92-
98 uM (s. Tab. 23) relativ hoch, wenn sie mit dem Kn-Wert von 30 uM fir NADPH
(s. Tab. 18) verglichen werden. NADPH koénnte also auch im Plastiden im Dunkeln gebunden
werden konnen, und mit NAD um die Bindestelle im aktiven Zentrum konkurrieren. Warum
NADPH ausschlielllich im belichteten Chloroplasten umgesetzt wird, geht aus den
Messungen in vivo und in vitro, sowie den biochemischen Charakterisierungen nicht hervor.
Um diese Frage zu klidren, wurden die strukturellen Eigenschaften der NAD(P)(H)-GAPDH
untersucht (vgl. Kap. 4.2.3.).

Die Untersuchungen der NAD(P)(H)-GAPDH im System 'isolierte Plastiden' und im System
'isoliertes Enzym', sowie die biochemischen Charakterisierungen zeigen, dass die
NAD(P)(H)-GAPDH durch vielfache Faktoren, wie Reduktion, unterschiedliche
Metabolitgehalte im Licht und im Dunkel, sowie unterschiedliche Affinitdten fiir Substrate
und Coenzyme reguliert wird. Das Enzym unterliegt dabei einem reversiblen Zyklus des
Dissoziierens und Aggregierens, wobei eine Interaktion zwischen reduktiver und Substrat-
Aktivierung angenommen wird.

In Abbildung 41 sind schematisch die Umwandlungen der in vivo vorkommenden
NAD(P)(H)-GAPDH-Formen dargestellt. Es sind vier Aktivierungszustédnde aufgefiihrt, die
mit zwei Molekulargewichtszustidnden korrelieren. Fiir die einzelnen Formen (je eine
oxidierte und eine reduzierte Form fiir das Tetramer bzw. das Hexadecamer) konnten
unterschiedliche spezifische Aktivitaten der NAD(P)(H)-GAPDH festgestellt werden. In der
Abbildung wurden ausschlieBlich die Aktivitdten mit NADPH berticksichtigt.

Die im Dunkeln vorliegende oxidierte 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH wird zunéchst
durch Reduktion (vermutlich Thioredoxins) in die reduziert vorliegende 600 kDa-Form
uberfuhrt. Wahrend dieses Prozesses wird der Kqo-Wert von 17 uM fir den Effektor
1,3bisPGA auf ca. 1 uM gesenkt. Das Enzym verbleibt hierbei in der inaktiven Form. Das
durch Reduktion sensibilisierte Enzym wird durch 1,3bisPGA in die aktive 150 kDa-Form
uberfiithrt. Im Vergleich wird die inaktive oxidiert vorliegende 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-
GAPDH in vitro durch Reduktion durch DTTred etwa zweifach aktiviert. Die Aktivierbarkeit
durch DTTred beruht jedoch auf der Verfiigbarkeit des im Enzym-Test vorhandenen
1,3bisPGA (vgl. Kap. 4.1.3.). Ohne Reduktionsmittel kann die inaktive Form der NAD(P)(H)-
GAPDH in vitro durch hohe Konzentrationen von 1,3bisPGA, ATP, NADP und NADPH in
die aktive 150 kDa tiberfiihrt werden. In vivo scheiden ATP, NADP und NADPH als
Aktivatoren der NAD(P)(H)-GAPDH aus. Die NAD(P)(H)-GAPDH-Aktivitaten werden
wiahrend des Ubergangs von Dunkel zu Licht den gegebenen Umsténden, wie z.B.
Lichtstidrke und Bedarf an aktiv vorliegendem Enzym angepasst. Eine vollstidndige
Dissoziation der 600 kDa-Form in die 150 kDa-Form findet bei Belichtung nicht statt.
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Aktivierung
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Reduktion 1,3bisPGA
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q q
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Inaktivierung
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NAD(H) Oxidation
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Abbildung 41: Schematische Darstellung der Aktivierung und der Inaktivierung der
NAD(P)(H)-GAPDH mit den in vivo postulierten Aktivierungs-Zustinden und deren
Umwandlungen. Die gelben Quadrate symbolisieren die oxidiert vorliegende inaktive, die
gelben Kreise die reduziert vorliegende inaktive Form der GAPDH. Die roten Kreise
symbolisieren die reduziert vorliegende aktive Form, die roten Quadrate die oxidiert
vorliegende inaktive Form der NAD(P)(H)-GAPDH. In grin dargestellt sind Abwandlungen,
die in vitro auftreten. Jedes der Symbole repriasentiert ein Heterotetramer (A2B2). Schema
nach BAALMANN et al. (1994, 1995) modifiziert.

Die im Licht teilweise dissoziierte reduzierte aktive 150 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH
wird durch ein bislang nicht identifiziertes Thiol oxidiert und als weiterer Schritt wird NAD
im aktiven Zentrum gebunden, so dass wiederum die oxidierte 600 kDa-Form der GAPDH im
Dunkeln auftritt. Der Kreislauf ist geschlossen. In vitro fiihren die Oxidation und Zugabe
von NAD ebenfalls zur Unmwandlung in die inaktive 600 kDa-Form.

Weiterhin lassen sich aus den Messungen mit dem System 'isolierte Chloroplasten' und dem
System 'isoliertes Enzym' im Vergleich mit den biochemischen Charakterisierungen
signifikante Schliisse fiir die Rolle der NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkelstoffwechsel ziehen.
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4.1.4.2. Dunkelstoffwechsel

Die Rolle der NAD(P)(H)-GAPDH in dunklen Plastiden war zu Beginn dieser Arbeit nicht
aufgekliart. Es wurde vermutet, dass die NAD(P)(H)-GAPDH in Dunkel-adaptierten
Chloroplasten in der glycolytischen Richtung (DHAP-Verbrauch) aktiv ist, um ATP zu
produzieren. Aber ein konkreter Anhaltspunkt, welche Coenzyme (NAD, NADP) beteiligt
sind, bzw. welche Mechanismen greifen, um die Aktivitaten in der reduzierenden Richtung
auszuschlieBen, war unbekannt.

Experimente mit ganzen Blattern unterstiitzen die Vermutung, dass die NAD(P)(H)-GAPDH
in situ im Dunkeln mit NADPH und 1,3bisPGA gemessen, inaktiv sein mul} (SIEBKE et al.
1991). Diese Inaktivitdt der NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkeln erscheint auch unter dem
Aspekt sinnvoll, weil im dunklen Chloroplasten wahrend des Starkeabbaus
Trisosephosphate und nicht 3PGA exportiert werden miissen, um das Cytosol mit
Kohlenhydraten und Energie zu versorgen (s. Abb. 2, 42).

Anhand von Messungen mit dem System 'isolierte Chloroplasten' und dem System 'isoliertes
Enzym'im Vergleich mit biochemischen Charakterisierungen und Kenntnis tiber
verschiedene Metabolitgehalte im isolierten Chloroplasten wéhrend der Dunkelphase, kann
aus den eigenen Arbeiten gefolgert werden, dass die NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkeln
ausschlieBlich GAP mit NAD als Coenzym umsetzt.

Die Reaktion der NAD(P)(H)-GAPDH mit NADPH und 1,3bisPGA im Dunkeln scheidet aus
(s. Text zu Tab. 21). NAD(P)(H)-GAPDH zeigt mit NADPH und 1,3bisPGA im dunklen
Chloroplasten zwar eine Grundaktivitiat von ca. 200 pmol (mg Chl)-l! h-1 (s. Abb. 6,
vgl. Kap. 4.1.4.1.), doch kommt diese Aktivitdt nur dadurch zustande, dass wiahrend der
Messung im Standard-Enzymtest das Substrat 1,3bisPGA in unphysiologisch hohen
Konzentration angeboten wird (vgl. Kap. 4.1.4.1.). In vivo ist die 1,3bisPGA-Konzentration zu
gering (s. Abb. 8) und der Kn-Wert fiur das oxidiert vorliegende Enzym in der 600 kDa-Form
fir 1,3bisPGA betrigt >100 uM (s. Tab. 18). Auch kann die 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-
GAPDH unter in vivo-Bedingungen durch 1,3bisPGA nicht in die aktive 150 kDa-Form
uberfithrt werden, da die Aktivierungskonstante mit 11-17 pM zu hoch ist (vgl. Kap. 3.1.1.).
Auf Grundlage der biochemischen Charakterisierungen kann ebenfalls ausgeschlossen
werden, dass ein Umsatz von NADP mit GAP stattfindet. Der Kin-Wert fiir NADP wurde in
dieser Arbeit nicht bestimmt. Von FERRI et al. (1978) und PAWLIZKI (1975) wurde der K-
Wert fiir NADP mit 41 pM, von PUPILLO & GIULIANI PICCARI (1973) mit 380 uM angegeben.
Da diese Werte sehr unterschiedlich sind, kénnen sie nicht genutzt werden, jedoch sind die
ermittelten Konzentration von NADP im Dunkel-adaptierten Chloroplasten mit 190-224 uM
(s. Tab. 21) kaum hoéher als der gemessene Ka-Wert von 185 uM (s. Tab. 19).

In dieser Arbeit wurde ebenfalls der Km-Wert fir NAD fiir die NAD(P)(H)-GAPDH nicht
bestimmt. Im isolierten Chloroplasten ist NAD in Konzentration von ca. 0,1 mM (s. Tab. 21)
vorhanden. Der von PUPILLO & GIULIANI PICCARI (1973) gemessene Kmn-Wert von 48 uM
(s. Tab. 19) fur NAD fiur die NAD(P)(H)-GAPDH wiirde fiir einen Umsatz von NAD im
Dunkel-adaptierten Spinat-Chloroplasten sprechen, wihrend die von FERRI et al. (1978) mit
200 uM, von PAWLIZKI (1975) mit 166 uM und von CERFF (1978a) fiir Senf-Plastiden mit
300 uM zu hoch erscheinen (s. Tab. 19, vgl. Kap. 4.1.4.2.1.).

Welche strukturellen Grundlagen der NAD(P)(H)-GAPDH fiir den Umsatz von NAD bzw.
gegen NADP verantwortlich sind, wird in Kapitel 4.2.3. diskutiert.

Zunichst wird jedoch anhand eines von BACKHAUSEN et al. (1998) entwickelten Schemas
gezeigt, welche Rolle die NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkelstoffwechsel spielt.
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4.1.4.2.1. Regulation der NAD(P)(H)-abhidngigen GAPDH im
Dunkelstoffwechsel

Aufgrund der Entdeckung einer strikt NAD(H)-abhéngigen plastiddren MDH (NAD-MDH)
(NAINAWATEE et al. 1974, AMINO 1992, NEUHAUS et al. 1993, BERKEMEYER et al. 1998) und
einer strikt NAD(H)-abhingigen plastiddren GAPDH (GapCp) MEYER-GAUEN et al. 1994) in
heterotrophen Plastiden und weiterfuhrender Experimente zur DHAP- und OAA-abhéngigen
Produktion von 3PGA und Malat mit Spinat-Chloroplasten, wurde von BACKHAUSEN et al.
(1998) ein Schema entwickelt. Es beinhaltet, dass in Dunkel-adaptierten Chloroplasten
ausschlieBlich NAD(H) von NAD-MDH und NAD(P)(H)-GAPDH umgesetzt wird (s. Abb. 42).
Die in Abbildung 42 dargestellten Reaktionen wahrend des Stédrkeabbaus werden durch
Arbeiten von NEUHAUS & SCHULTE (1996), NEUHAUS et al. (1997) und NEUHAUS & MAASB

(1996) unterstiitzt.
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Abbildung 42: Schema: Vorgeschlagene Rollen der NAD-abhingigen MDH und
GAPDH in dunklen Plastiden. Wiahrend des Starkeabbaus wird NADPH durch den OPP
(oxidativer Pentosephosphatweg) gebildet. Die NAD(P)(H)-abhéngige GAPDH und die PGK
oxidieren das im OPP gebildete DHAP und produzieren somit NADH und ATP in einer
gekoppelten Reaktion. NADH, welches nicht durch weitere chloroplastidiare Reaktionen
benoétigt wird, wird von der NAD-MDH genutzt, und in Folge wird Malat aus dem Plastiden
exportiert. FBP: Fructose-1,6-bisphosphat. NIR: Nitrit-Reduktase, 6PGlu: 6-Phosphogluconat,
R5P: Ribulose-5-Phosphat. Schema nach BACKHAUSEN et al. (1998) modifiziert.

Es werden drei unterschiedliche Wege fiir den Stéarkeabbau genutzt. Ein relativ hoher Anteil
der Stirke wird Giber Hexosetransporter aus dem Plastiden ausgeschleust. Der Rest wird
uber Glucose-6-Phosphat (G6P) zunichst zu DHAP umgesetzt, wobei zwei NADP reduziert
werden. Ein weiterer Abbauweg verlduft tiber Fructose-1,6-bisphosphat (FBP), das zu DHAP
umgesetzt wird. Fir diesen Weg wird jedoch ein ATP bendtigt. ATP wird tber
Substratkettenphosphorylierung bei der Umsetzung von DHAP zu 3PGA gewonnen.
Gleichzeitig entsteht ein NADH. Diese Reaktion ist die Riickreaktion von der im Calvin-
Cyclus katalysierten Reaktion der NAD(P)(H)-GAPDH.
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Ein wesentlicher Vorteil der Nutzung von NAD statt NADP liegt darin, dal3 ein Anstau von
NAD verhindert wird, weil das entstehende NADH durch die NAD-MDH regeneriert werden
kann. Eine weitere Begrindung fiir die Annahme, dass ausschliellich NAD umgesetzt wird,
besteht darin, dass das bei der Umsetzung von DHAP zu 3PGA benétigte NADP nicht
ausreichend regeneriert werden konnte. NADP konnte zwar iiber Nitrit regeneriert werden,
Voraussetzung ist jedoch, dass gentigend Nitrit vorhanden ist. Kdme es zu einem Engpal,
wirde der Abbau der Glucose zum Erliegen kommen (s. Regulation der G6PDH (v.
SCHAEWEN et al. (1995)), und der Abbau von Stidrke wéare nicht mehr moéglich. Die
Umsetzung von DHAP zu 3PGA ist notwendig, um den Chloroplasten in Form von ATP mit
Energie zu versorgen. ATP kann nicht aus dem Cytosol aufgenommen werden kann, da dies
mit einem Austausch von ADP verbunden wére. Als Folge wiirde sich die Pi-Konzentration
im Chloroplasten verdndern, die regulierend auf viele Enzyme wirkt.

Aufgrund der in Abbildung 42 postulierten Stoffwechselwege im isolierten Dunkel-
adaptierten Spinat-Chloroplasten und der enzymatischen Eigenschaften der NAD(P)(H)-
GAPDH ist evident, dass NAD(P)(H)-GAPDH ausschlieBlich NAD und nicht NADP umsetzt.
In der Dunkelphase besitzt NAD(P)(H)-GAPDH ein Molekulargewicht von 600 kDa. Anhand
von Versuchen mit dem System 'isolierte Chloroplasten' und dem System 'isoliertes Enzym'
konnte nachgewiesen werden, dass die Aggregation unter oxidierenden Bedingungen und
durch Inkubation mit NAD vermittelt wird (s. Abb. 11, 19). Die Aggregation erfolgt
vermutlich ebenfalls iber GAP und NADH.

Eigenschaften einer 300 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH sind bislang noch nicht gekléart.
Sie erscheint in geringem Umfang wéhrend der Belichtung und verstdrkt wihrend der
Reaggregation bei der oxidativen Inaktivierung (s. Abb. 11). Méglicherweise handelt es sich
um ein Zwischenprodukt, welches wiahrend des Ubergangs der 600 kDa- in die 150 kDa-
Form, bzw. umgekehrt, auftritt. Die 300 kDa-Form kénnte eine Aggregation zweiter A2Bs-
Tetramere darstellen, die wiahrend durchgefihrter Experimente auftritt. Es wird
angenommen, dass diese Form ebenfalls in vivo sehr kurzfristig auftreten kann, aber keine
entscheidende Rolle fir die Regulation von NAD(P)(H)-GAPDH besitzt.

Weitere Hinweise fiir den Umsatz von NAD im Dunkelstoffwechsel ergeben sich auch fur
andere Gewebe wie z.B. heterotrophe Plastiden roter Paprikafriichte, da diese Plastiden
keine NADP(H)-abhéngige GAPDH und keine NADP-MDH besitzen.

4.1.4.2.2. GapCp im Stoffwechsel heterotropher Plastiden

Im Zusammenhang mit der Rolle der NAD(P)(H)-GAPDH stellt sich die Frage, ob GapCp die
Rolle der NAD(P)(H)-GAPDH in heterotrophen Plastiden tibernimmt. Es wurden Versuche
mit GapCp aus roten Paprikafrichten und rekombinant hergestellter GapCp aus roter
Paprikafrucht durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die geforderten Eigenschaften von
GapCp mit denen der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH ibereinstimmen, damit es die
gleiche Funktion in heterotrophen Plastiden ausiiben kann.

In photosynthetisch aktiven Eukaryoten kommen zwei Isoenzyme der GAPDH, die
NAD(P)(H)-abhangige GAPDH im Chloroplasten, und die NAD(H)-abhéngige GAPDH im
Cytosol vor. Eine Ausnahme ist Pinus sylvestris. Denn in der Gymnosperme wurde in
Chloroplasten ein neues, strikt NAD(H)-abhingiges Enzym, GapCp gefunden (MEYER-
GAUEN et al. 1994, 1998). Dieses Enzym zeigt charakteristische Homologien zu GapC, nicht
aber zu GapA oder GapB (s. Tab. 24). Es wurde weiterhin in dem Farn Marsilea quadrifolia
nachgewiesen, und PETERSEN (1999) zeigte, dass alle groBen Ordnungen der Landpflanzen
funktionelle GapCp-Gene besitzen. Diese erstrecken sich jedoch ausschliefllich auf hetero-
trophe Gewebe, wie z.B. Chromoplasten roter Paprikafriichte. Untersuchungen mit
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heterotrophen Chromoplasten von Blumenkohl-Influoreszencen ergaben weiterhin, dass die
NADH)-abhingige GAPDH-Aktivitidt zehn mal héher war als die NADP(H)-abhingige
Aktivitat, woraus geschlossen wurde, dass Blumenkohl eventuell eine bislang unbekannte
plastiden-spezifische NAD(H)-GAPDH besitzt (NEUHAUS et al. 1993).

In BACKHAUSEN et al. (1998) wird diskutiert, dass GapCp beim Ubergang von autotrophen
Plastiden zu heterotrophen Plastiden exprimiert wird. Es wurde nachgewiesen, dass beim
Ubergang von der griinen zur roten Paprikafrucht zahlreiche Verdnderungen im
Stoffwechsel der Pflanze stattfinden. So fehlen im Chromoplasten roter Paprikafriichte
Thylakoide, RubisCO und Light-harvesting-Komplexe; dafiir werden andere Proteine
verstarkt exprimiert, z.B. Enzyme zur Synthese von Carotinoiden (NIELSEN et al. 1991).
Unklar ist, ob in heterotrophen Plastiden die Expression der NAD(P)(H)-GAPDH ausge-
schaltet wird. Warum im Stroma roter Paprikafriichte aullerdem NAD(P)(H)-GAPDH auf-
tritt, ist unklar. Der Anteil der NADH-abhingigen Aktivitdten von NAD(P)(H)-GAPDH
betragt ca. 70-75% der NADH-abhingigen Aktivitdten von GapCp (s. Abb. 37, 38). Ein Grund
kann sein, dass die Reifung verwendeter Paprikafriichte nicht vollkommen abgeschlossen
war.

Zur Uberpriifung, ob in roter Paprikafrucht GapCp bzw. NAD(P)(H)-GAPDH vorkommt,
wurden die NAD(H)- und NAD(P)H-abhangigen Aktivitaten der GAPDH in Chromoplasten
roter Paprikafrichte im Vergleich mit Chloroplasten aus Spinat gemessen. In roten Papri-
kafrichten wurden zwei [soenzyme nachgewiesen: Eine strikt NAD(H)-abhéngige GAPDH in
der 150 kDa-Form, und die NAD(P)(H)-abhingige GAPDH in der 600 kDa-Form. Um zu
uberprifen, ob es sich bei der NAD(H)-abhingigen GAPDH um GapCp handelt, wurde das
Gen GapCp aus roter Paprikafrucht in E. coli exprimiert und bis zur Homogenitét gereinigt.
Durch Ansequenzierung der ersten N-terminalen Aminosduren wurde das Enzym als GapCp
identifiziert.

Das von MEYER-GAUEN et al. (1998) angegebene Molekulargewicht einer Untereinheit von
37 kDa ist der in dieser Arbeit ermittelten Gréfle von ebenfalls 36-37 kDa dquivalent
(s. Abb. 40). Die gemessene spezifische Aktivitdt der rekombinant hergestellten GapCp
entspricht mit 75-91 U/mg Protein ebenfalls der von GapCp aus Pinus sylvestris mit 89 U/mg
Protein (MEYER-GAUEN et al. (1998)). AuBerdem ist der Km-Wert fiur NAD mit 57 pM mit
dem des bestimmten Wertes von MEYER-GAUEN et al. (1998) von 62 uM vergleichbar.
Jedoch besteht eine Diskrepanz bei der Kn-Wert-Bestimmung fiir GAP. Fir die aus roter
Paprikafrucht angereicherte GapCp wurde in dieser Arbeit ein Kn-Wert von ca. 3 uM
(s. Abb. 15), fir das gereinigte rekombinante Enzym ein Kwn-Wert von ca. 6 uM (s. Abb. 17)
bestimmt, wahrend MEYER-GAUEN et al. (1998) einen Kn-Wert fur GAP von 344 uM
angeben. Sie liegen damit im gleichen Konzentrationsbereich wie andere Autoren mit 240
und 80 uM fir Erbsen-GapC (DUGGELBY & DENNIS 1974, MCGOWAN & GIBBS 1974), 400 uM
fur Spinat GapC (SPERANZA & GOZZER 1978) und 300 uM fir Senf NAD(P)(H)-GAPDH
(CERFF 1978a). Die bestimmten Werte in den Publikationen erscheinen jedoch zu hoch
(vgl. Kap. 4.1.3.), da die Konzentration von GAP im Chloroplasten etwa 8 uM betragt
(HOLTGREFE et al. 1997). Die in dieser Arbeit bestimmten Kn-Werte fiir GAP mit 3 uM bzw.
6 uM scheinen daher realistisch zu sein.

Ein Aspekt der Bestimmung des Molekulargewichts und der biochemischen Eigenschaften
von GapCp ist, zu untersuchen, ob GapCp in heterotrophen Plastiden die entsprechende
Rolle wie NAD(P)(H)-GAPDH 1in isolierten Chloroplasten im Dunkeln ausiibt. Voraussetzung
ist, dass GapCp keine Katalyse mit NADP oder NADPH durchfithren kann, bzw. deren
Umsatz durch strukturelle Merkmale unterbunden ist. GapCp ist strikt NAD(H)-abhangig.
Daher treten bei der biochemischen Charakterisierung der GapCp keine Unterschiede in den
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Affinitaten fur Substrate und Coenzyme auf, wenn es durch DTTred reduziert oder mit
1,3bisPGA inkubiert wurde (s. Tab. 15). Weiterhin stimmen die Affinitdten der GapCp fiir
1,3bisPGA und NADH sehr gut mit der oxidierten hexadecameren Form der NAD(P)(H)-
GAPDH tuberein (s. Tab. 15, 17, 18). GapCp besitzt fiir GAP mit 3 pM bzw. 6 uM sogar eine
hohere Affinitat als die NAD(P)(H)-GAPDH mit ca. 25 uM (s. Tab. 18). Daraus folgt, dass der
Umsatz von GAP durch GapCp im heterotrophen Plastiden gewéahrleistet ist. Geht man
weiter davon aus, dass die NAD-Konzentration in heterotrophen Plastiden mit der von
isolierten, Dunkel-adaptierten Spinatchloroplasten vergleichbar ist, kann aufgrund des
bestimmten Kn-Wertes der GapCp fiir NAD von 57 uM (s. Tab. 17) ebenfalls ein Umsatz von
NAD stattfinden.

GapCp erfullt daher die Anforderungen, als Teil des Malat-Ventils im Chromoplasten roter
Paprikafrucht zu operieren. Durch ihre Aktivitdten wird der Chromoplast unabhéingig von
der Verfugbarkeit von Reduktionsdquivalenten mit ATP versorgt (BACKHAUSEN et al. 1998).
Die fiir das Funktionieren des Malat-Ventils notwendige NAD-MDH wurde ebenfalls in
Chromoplasten roter Paprikafriichte nachgewiesen (BACKHAUSEN et al. 1998).

Die Abbildung 42, in der schematisch der Abbau von Stérke und die Rolle der NAD(P)(H)-
GAPDH, bzw. NAD-MDH bei der Umsetzung des entstehenden NADH gezeigt ist, wurde
zunichst fiir den Dunkelstoffwechsel autotropher Plastiden konzipiert. Allerdings kann auf-
grund der biochemischen Charakterisierung von GapCp davon ausgegangen werden, dass
das Schema ebenfalls auf heterotrophe Plastiden angewendet werden kann. In heterotro-
phen Plastiden ist es nicht notwendig, ein iiber den Licht/Dunkel-Wechsel reguliertes Enzym
zu synthetisieren, da hier unabhingig von der Belichtung der gleiche Stoffwechsel genutzt
wird. Dies konnte die Ursache fiir den Wechsel der Isoform der NAD(P)(H)-GAPDH im Laufe
der Reifung von roter Paprikafrucht sein.

4.2, Strukturelle Grundlagen der Regulation der NAD(P)(H)-GAPDH:
Die Rolle der CTE

Die physiologische Funktion der NAD(P)(H)-GAPDH wurde in den Kapiteln 4.1.4.1. und
4.1.4.2.1. ausfihrlich beschrieben. Es bleiben jedoch Fragen offen, die die
Aggregation/Dissoziation, Redoxmodulation und Coenzymspezifitat betreffen. Unklar ist,
welche strukturellen Merkmale vorhanden sind, damit eine Aggregation bzw. Dissoziation
stattfinden kann. Weiterhin ist unklar, welche Cysteine bei der Redoxmodulation eine Rolle
spielen, und welche Strukturen vorhanden sind, damit die NAD(P)(H)-GAPDH im Licht
1,3bisPGA mit NADPH reduziert, andererseits im Dunkel GAP mit NAD oxidiert. Hinweise
fiur die strukturelle Analyse zur Aufklarung dieser Eigenschaften ergaben sich aus dem
Vergleich mit cytosolischer NAD(H)-GAPDH. Dieses Isoenzym ist nicht redoxmoduliert,
kommt ausschlieBlich in der tetrameren Form vor und setzt ausschlieBlich NADH um.
Dariiberhinaus unterscheidet es sich strukturell hauptséchlich von der NAD(P)(H)-GAPDH
dadurch, dass es keine CTE besitzt. Daher wurde fiir die Analyse der strukturellen
Grundlagen anhand von Mutanten untersucht, welche Rolle die Untereinheitenstruktur und
die CTE fur die Eigenschaften der NAD(P)(H)-GAPDH besitzen.

Im Vergleich zur cytosolischen NAD(H)-GAPDH besitzt die NAD(P)(H)-GAPDH
verschiedener Blau-, Rot-, und Grinalgen dhnliche Eigenschaften (Redoxmodulation,
Coenzymspezifitit, Aggregationsverhalten) wie die chloroplastidiare NAD(P)(H)-GAPDH
hoherer Pflanzen. Zur Analyse struktureller Gemeinsamkeiten der NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat wurde zundchst anhand von Aminosduresequenzvergleichen der Verwandt-
schaftsgrad mit Isoenzymen der NAD(P)(H)-GAPDH bestimmt.
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Aus den Tabellen 22 und 23 geht hervor, dass die B-Untereinheiten aus Spinat, Tabak,
Arabidopsis thaliana und Erbse untereinander zu 88-94% identisch und zu 94-97% homolog
sind; die GapA-Untereinheiten aus Spinat, Mais, Erbse und Tabak sind untereinander zu 88-
89% identisch und zu 88-94% homolog. Ausgehend von GapB aus Spinat weisen unter
Verwendung der Identitdten der Aminosduresequenzen die NAD(P)(H)-GAPDH einen ab-
fallenden Verwandtschaftsgrad mit der Griinalge (Chlamydomonas reinhardtii, 77%), den
Rotalgen (Chondrus crispus, 70% und Gracilaria gracilis, 69%) und den Cyanobakterien
(Synechocystis sp., 68% und Anabaena variabilis, 64%) auf.

Tabelle 22: Identitdten der Aminosiduresequenzen der Isoenzyme von NAD(P)(H)-
GAPDH. Die Identitdten wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, ermittelt.

1 2131415 6 7181 910|111 |12)13|14|15|16 |17 |18 | 19| 20

1| GapB Spinat | 100

2| GapB Tabak | 92 | 100

3 GapB 89| 92 (100
Arabidopsis
thaliana

4| GapB Erbse | 88 | 94 | 93 | 100

5| GapA Spinat | 80 | 82 | 80 | 81 | 100

6| GapA Mais 791 81| 79| 80 |88 |100

7| GapA Erbse | 78 | 81| 78 | 79 | 90 | 90 | 100

8| GapA Tabak | 76 | 79 | 77 | 78 | 87 | 90 | 89 | 100

9 GapA 77180| 80| 78|80 | 78| 77| 76 | 100
Chlamydo-
monas
reinhardtii

10 GapA 70 71| 72| 71| 73| 70| 72| 69| 73|100
Chondrus
crispus

11 GapA 69 | 71| 71|70 73| 70| 72| 70| 72| 91 | 100
Gracilaria
gracilis

12 G3P2 68| 70 68| 69|72 (72| 73| 71| 70| 70| 70 |100
Synechocystis
PCC6803

13 Gap2 64 | 64| 64| 66 | 66| 66 | 67| 64 | 66 | 66 | 66 | 75 | 100
Anabaena
variabilis

14 GapC 59 | 59| 60| 60| 58| H9 | 57| b6 | b6 | 57 | 56 | 59 | 60 | 100
B. stearother-
mophilus

15| GapC Mais | 48 | 47| 47 | 48 | 47 | 46 | 45| 44 | 45| 45| 44 | 45| 50 | 52 | 100

16| GapCSenf | 48 | 48| 48 | 48 | 48 | 48 | 46| 46 | 47| 46 | 44 | 47| 49| 51 | 86 | 100

17 GapC 48 | 47| 47 | 48 | 47| 46 | 46| 44 | 47| 46 | 45| 47 | 49 | 51 | 86 | 95 | 100
Arabidopsis
thaliana

18 GapC 48 | 48 | 48 | 48 | 49 | 48 | 46| 46 | 47| 46 | 46 | 48 | 50 | 52 | 83 | 86 | 86 | 100
Pinus
sylvestris

19 GapCp 48 | 46 | 48 | 46 | 47 | 47 | 45| 45| 47| 44| 44 | 48 | 46 | B2 | 74 | 73 | 72 | 75 | 100
Pinus
sylvestris

20 GapCp 48 | 49| 48 | 50 | 47 | 46 | 46| 45| 46| 47 | 45| 47 | 48 | B3| 70 | 70 | 70 | 71 | 81 | 100
Rote
Paprika-
frucht
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Der Vergleich der Identitdten und Homologien der Aminosduresequenzen der Isoenzyme der
NAD(P)(H)-GAPDH zeigt vor allem, dass die NAD(P)(H)-GAPDH enger mit den Isoenzymen
aus Grin-, Rot- und Blaualgen verwandt ist, als mit cytosolischer NAD(H)-GAPDH. Dieses
Phédnomen schliagt sich auch in physiologischer Hinsicht nieder, denn einige in den
Tabellen 22 und 23 aufgefiithrten Algen sind ebenfalls redoxmoduliert und werden als
Bestandteil einer héhermolekularen Form beschrieben, andere nicht (vgl. Kap. 4.2.2)).
Dartiberhinaus sind alle aufgefiihrten Algen ebenfalls Coenzym-bispezifisch.

Tabelle 23: Homologien der Aminosiduresequenzen der Isoenzyme von NAD(P)(H)-
GAPDH. Die Homologien wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, ermittelt.

1 213 4]|5 6 7181 910|111 |12 13|14 |15]|16 |17 | 18|19 20

1| GapB Spinat | 100

2| GapB Tabak | 95 | 100

3 GapB 94 | 96 | 100
Arabidopsis
thaliana

4| GapB Erbse | 94 | 97 | 97 | 100

5| GapA Spinat | 87 | 90 | 89 | 90 | 100

6| GapAMais | 86| 87| 86 | 87 |93 | 100

7| GapA Erbse | 85| 88| 87| 86| 93 | 94 | 100

8| GapA Tabak | 84 | 86| 86 | 87| 88 | 86 | 92 | 100

9 GapA 87| 88| 89| 8|91 | 92| 8 | 87 | 100
Chlamydo-
monas
reinhardtii

10 GapA 83| 84| 83| 84 | 8 | 83| 84 | 84 | 84 | 100
Chondrus
crispus

11 GapA 83| 8 | 83| 83| 8| 83| 84 | 84 | 84 | 96 | 100
Gracilaria
gracilis

12 G3P2 80| 81|81 |81 |82|8|81|8 |8 | 8| 8 |100
Synechocystis
PCC6803

13 Gap2 80| 78| 80| 80|80 |81 |8 | 79| 79| 82| 81| 86 |100
Anabaena
variabilis

14 GapC T 73| 72| 73|75 | 73| 72| 72| 72| 73| 72| 75 | 751|100
B. stearother-
mophilus

15| GapCMais | 63| 65| 65| 66| 63| 62| 61| 62| 62| 64| 63| 63 | 68| 70100

16| GapCSenf | 65| 66| 66| 67 | 65| 65| 64| 65| 65| 65| 65| 65|69 |69]| 93100

17 GapC 64| 65| 65| 66| 64| 63| 64| 64| 64| 64| 64| 64 | 67| 67| 93| 97 100
Arabidopsis
thaliana

18 GapC 64| 62| 64| 62|63|61|60|64|64|62|62|64]|64| 68| 83| 82| 81100
Pinus
sylvestris

19 GapCp 64| 65| 65| 65| 65| 62| 61|63|63|65|65|65]|66|69|91|93|93| 84 (100
Pinus
sylvestris

20 GapCp 63| 65| 64| 65|64|63|63|63|63|64|63|64|66|68|81|82|81|89| 83100
Rote
Paprika-
frucht
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Die Verwandtschaft chloroplastiddrer NAD(P)(H)-GAPDH ist zu cytosolischen NAD(H)-
GAPDH-Isoenzymen deutlich geringer. GapA und GapB aus Spinat sind mit
B. stearothermophilus (68%, 59%) wesentlich ndher verwandt als mit den cytosolischen Iso-
enzymen GapC aus Mais, Senf, Arabidopsis thaliana und Pinus sylvestris (jeweils 48%). Die
Identitat mit GapCp aus Pinus sylvesiris und roter Paprikafrucht betriagt ebenfalls 48%.
Mittels bekannter Nucleotid- und Aminosiduresequenzen der GAPDH verschiedener Orga-
nismen wurden in den vergangenen Jahren detaillierte Evolutionsstammb&dume aufgestellt,
auf die in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen wird (MARTIN & SCHNARRENBERGER 1997,
MARTIN 1996).

4.2.1. Die Rolle der CTE fiir die Aggregation

Im Gegensatz zu nicht-redoxmodulierten Enzymen im Chloroplasten sind einige Enzyme der
Licht-/Dunkelmodulation unterworfen und besitzen eine interne oder externe
Sequenzerweiterung (s. Abb. 43). In den meisten Fillen tragen die Extra-Sequenzen
Cysteine, die moéglicherweise fiir die Redox-Modifikation verantwortlich sind. Dies wurde fir
die NADP-Malat-Dehydrogenase und die y-Untereinheit des Kopplungsfaktors (CF1)
nachgewiesen (SCHEIBE 1990). Die Sequenzerweiterung ist nicht notwendigerweise an den
terminalen Enden der Sequenzen zu finden. Im Falle der FBPase und der ATPase ist sie in
der Mitte der Sequenz lokalisiert. Fiir die anderen redoxmodulierten Enzyme ist noch
unklar, ob es Extra-Sequenzen gibt, oder eine analytische Uberpriifung der Sequenzen steht
noch aus. Eine schematische Verteilung der untersuchten oder mutmalflichen Cysteine, die
eine Disulfidbricke innerhalb der redoxmodulierten Enzyme bilden, ist in Abbildung 43
dargestellt.

AusschlieBllich die Untereinheit GapB aus den Chloroplasten héherer Pflanzen besitzt die
CTE. Viele Ergebnisse deuten an, dass die CTE an der Aggregation, bzw. Dissoziation der
NAD(P)(H)-GAPDH beteiligt ist. Uber die Tertidrstruktur der CTE ist nichts bekannt. Es
wurden jedoch Kristallstrukturdaten cytosolischer NAD(H)-GAPDH-Isoenzyme
verschiedener Organismen (VELLIEUX et al. (1993) und darin enthaltene Referenzen), sowie
der chloroplastididren As-Form der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat (FERMANI et al. 2001)
publiziert. In Abbildung 3 ist die Kristallstruktur eines Monomers der NAD(H)-GAPDH aus
B. stearothermophilus dargestellt. Allen Isoformen der NAD(H)-GAPDH ist gleich, dass der
N-Terminus und der C-Terminus an der Oberflache eines jeden Tetramers liegen (s. Abb. 3,
46, 50). SANDERS konnte 1997 die Tertidrstruktur von NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat
simulieren, indem er alle Aminosauren von B. stearothermophilus gegen die Aminosduren
von GapA und GapB aus Spinat austauschte. So ergeben sich gute Hinweise, dass die
Tetramere der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat sich in gleicher Weise wie die von
B. stearothermophilus falten (SANDERS 1997). Die Tertidrstruktur der CTE konnte aufgrund
fehlender Strukturdaten jedoch nicht gezeigt werden. Es kann aber angenommen werden,
dass die zwei CTE-Sequenzen eines Tetramers in NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen hoherer
Pflanzen nach aullen exponiert sind. Zunéchst wurden die CTE-Aminosduresequenzen von
GapB verschiedener hoherer Pflanzen auf besondere Merkmale Gberpriift.
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(Weizen)
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Abbildung 43: Lineare Reprasentation der lichtregulierten chloroplastidiaren
Enzyme. Die Erweiterungen oder Insertionen, die fiir die Thiol-regulierten Enzyme spezifisch
sind, sind in gelb dargestellt. Die Cysteine sind als vertikale Striche und die regulatorischen
Disulfide, soweit sie identifiziert wurden, als S-S mit der Nummer des Aminosiurerests
angegeben. Schema nach SCHEIBE (1990) und RUELLAND & MIGINIAC-MASLOW (1999),

modifiziert.
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4.2.1.1. Besondere Merkmale der CTE in hoheren Pflanzen
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Die CTE zeigt besondere Merkmale, die zur Vermittlung einer Aggregation bendétigt werden
(s. Abb. 44). Ein Vergleich der CTE-Sequenzen von GapB aus Spinat mit drei weiteren
publizierten Sequenzen zeigt, dass in den 31 Aminosduren ein extrem hoher prozentualer
Anteil negativ geladener Aminosduren (insgesamt sieben Aspartat- und Glutamatreste)
konserviert ist. Diese Aminosduren konnten durch elektrostatische Interaktionen mit
anderen Nachbartetrameren in Kontakt treten, wodurch eine Aggregation in die (A2B2)s-
Form stattfindet. Bei der Kontaktstelle mul} es sich um einen positiv geladenen Bereich auf
der Oberflache eines benachbarten Tetramers handeln.
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Spinat GapA ...NKWQ*

Tabak GapA ...NQWK*

Arabidopsis

thaliana GapA ..NWK*

Erbse GapA ...NWK*

Spinat GapB ...NK@GLEGSVASG PL FCKDNEi CKLY*

Tabak GapB ...NKWIEGSC .STGSG PLILIZFCKTN CKVY 1 *

Arabidopsis

thaliana GapB ...SKWJ§GAE . AVGSG' PL FCKTNEi CKVY *

Erbse GapB .NKWEGTP .KVGSGIPLZ EFCETN; CKVY 1 *
#H#4# #HHH44  # #HH#ESE # #
<======= C-Terminale Sequenz =======>

Abbildung 44: Vergleich der GapA und GapB C-Termini publizierter CTE-Sequenzen.
Quellen der Sequenzen: Spinat (FERRI et al. 1990), Arabidopsis thaliana (SHIH et al. 1992),
Erbse (BRINKMANN et al. 1989), Tabak (korrigierte publizierte Sequenz (BRINKMANN et al.
1989). Stop codons wurden mit einem Sternchen angegeben, 'e' sind Liicken in der Sequenz.
Konservierte Aminoséduren sind mit #' gekennzeichnet, konservierte Ladungen mit '=' und '+'.
Die beiden konservierten Cysteine (C) und die Proline sind farblich markiert.

Auffallig sind ebenfalls zwei durch acht Aminosiduren entfernte konservierte Cysteine, in
deren Mitte ein Prolin konserviert ist. Ein Prolin sorgt u.a. fiir einen Richtungswechsel bei
der Faltung eines Proteins in die Tertidrstruktur. Theoretisch konnten daher die Cysteine
eine Disulfidbriicke bilden und bei der Redoxmodulation der NAD(P)(H)-GAPDH eine

wichtige Rolle spielen. Dieser Aspekt wird in Kapitel 4.2.2. diskutiert.

Falls die CTE die Aggregation in die 600 kDa-Form der NAD(P)(H) in Spinat vermittelt,
sollte NAD(P)(H)-GAPDH, der die CTE fehlt, nicht in der Lage sein, zu aggregieren. Aus
diesem Grund wurden Versuche, in denen die CTE durch Proteolyse abverdaut wurde, und
Versuche, in denen rekombinante GapAM-, GapBM- und GapBM“C-Untereinheiten kloniert
und exprimiert wurden, durchgefiihrt. Die Versuche sollten Aufschlul} dariiber geben, ob die
CTE die Aggregation vermittelt.

4.2.1.2. Kann proteolysierte A2B:-NAD(P)(H)-GAPDH aggregieren?

Von ZAPPONI et al. (1993) wurde beschrieben, dass durch limitierte Proteolyse die 600 kDa-
Form der NAD(P)(H)-GAPDH in die 150 kDa-Form dissoziiert. Sie inkubierten gereinigte
NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat mit der Endoproteinase aus Staphylococcus aureus V8 fir
mehrere Stunden. Dies fihrte zur Entfernung C-terminalener Aminosiduren beider
Untereinheiten der NAD(P)(H)-GAPDH, die in die 150 kDa-Form dissoziierte. Die
Dissoziation fihrte zu keinem signifikanten Aktivitatsverlust. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen jedoch, dass die Dissoziation der NAD(P)(H)-GAPDH zu einer Aktivitdtssteigerung
fihrt (s. Abb. 22). Wahrend der Proteolyse der intakten NAD(P)(H)-GAPDH mit V8 Protease
wird GapB von 43 kDa- in die 39 kDa-, GapA von der 39 kDa- in die 36 kDa-Form tberfiuhrt.
Das Entfernen der C-terminalen Aminosauren von GapB und GapA fiihrte innerhalb von
drei Stunden zu einem Molekulargewichtswechsel von der 600 kDa-Form in die 110 kDa-
Form (s. Abb. 23). Wiahrend dieser Zeit traten mehrere Zwischenformen auf (SCHEIBE et al.
1996). Die resultierende tetramere Form zeigte im Gegensatz zu den von ZAPPONI et al.
(1993) durchgefithrten Versuchen ohne vorherige Aktivierung ein vergleichbares
Aktivitdtsmaximum wie die zuvor mit DTTred und 1,3bisPGA aktivierte intakte tetramere
NAD(P)(H)-GAPDH (s. Abb. 22). Eine Reaggregation der proteolysierten NAD(P)(H)-GAPDH
ist nicht méglich (s. Abb. 24).
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Die durchgefiihrten Versuche deuten an, dass die CTE bei der Aggregation, bzw. Dissozia-
tion der NAD(P)(H)-GAPDH involviert ist. Durch Proteolyse wird jedoch nicht nur die CTE,
sondern ebenfalls Aminosduren von GapA entfernt. Aus diesem Grund wurden GapAM,
GapBMAC und GapBM rekombinant hergestellt, um das Aggregationsverhalten intakter
Untereinheiten und die Unterschiede zwischen GapA und GapB zu untersuchen.

4.2.1.3. Eigenschaften rekombinant hergestellter NAD(P)(H)-GAPDH:
Rekombinant hergestellte Untereinheiten der chloroplastidéidren
GapAM, GapBMAC und GapBM aus Spinat sind katalytisch aktiv

Die in E. coli exprimierten rekombinanten GAPDH-Homomere (GapAM, GapBM und
GapBM“C, der die 31 Aminosduren der CTE durch ein Lysin ersetzt wurden), besitzen sowohl
NADPH- als auch NADH-abhéingige Aktivitdten. Die beobachteten Aktivitdten sind
ausschliefllich den rekombinanten Proteinen zuzuschreiben, da keine NADPH-abhingigen
Aktivitdten in Kontrollen, denen das Plasmid fehlt, gemessen wurden, und die in E. coli
endogen vorkommende NAD(H)-GAPDH ausschlieflich NAD(H) umsetzt (BRANLANT &
BRANLANT 1985, MICHELS et al. 1994).

GapAM, GapBM*C und GapBV, die in E. coli exprimiert wurden, unterscheiden sich von den
nativen chloroplastiddren Untereinheiten durch ein zusitzliches Methionin am N-Terminus.
Das Methionin wird von vielen aber nicht allen Proteinen, die in E. coli exprimiert werden,
entfernt (MOGUILEVSKY et al. 1993). Die Spezifitiat der E. coli-Aminopeptidase fiir Met-Lys-,
welches in den hier exprimierten Proteinen vorkommt, ist niedriger als fiir andere Substrate
(BEN-BASSAT et al. 1987). So ist es mdéglich, dass das aminoterminale Methionin in den
exprimierten Proteinen enthalten ist.

GapAM wurde aus E. coli als Homotetramer mit einer spezifischen Aktivitat von 60 U/mg
Protein (s. Abb. 28, Tab. 10) gereinigt. Die Aktivitat ist damit nur halb so hoch als die der
aktivierten 150 kDa-AsBs-Form des nativen Enzyms aus Spinat (s. Tab. 10). GapBM wird mit
einem Molekulargewicht von 470 kDa und einer spezifischen Aktivitidt von 15-35 U/mg
Protein aus E. coli isoliert. Die spezifische Aktivitéat betragt nur ein Viertel der tetrameren
Form in Chloroplasten (s. Abb. 28, Tab. 10). NAD(P)(H)-GAPDH benétigt ein Minimum von
vier Untereinheiten, um katalytisch aktiv zu sein. Die 470 kDa-Form von GapBM stellt somit
vermutlich ein Aggregat von BMy-Tetrameren dar, wobei unklar ist, wieviele Bs-Tetramere
aggregieren. Moglicherweise behindern die CTEs sich bei einer korrekten Faltung
gegenseitig, da die A-Untereinheiten fehlen. GapBMC erscheint als Homotetramer mit einer
spezifischen Aktivitdt von 110-130 U/mg Protein, welche der Aktivitdt des nativen
Heterotetramers entspricht (s. Abb. 28, Tab. 10). Unter allen Bedingungen, unter denen die
tetramere NAD(P)(H)-GAPDH reaggregiert, bleiben GapAM und GapBM*C in ihren
tetrameren Formen. Dies bestétigt die vorausgegangen Versuche mit der V8-Protease
dahingehend, dass ausschlieBlich Untereinheiten mit intakter CTE Aggregation und somit
Inaktivierung zeigen.

4.2.1.4. Kinetische Eigenschaften der rekombinant hergestellten
Untereinheiten der chloroplastidiren GapAM, GapBVMAC und GapBM
aus Spinat

Obwohl GapAM und GapBM“C ausschlieBlich als Tetramere vorliegen, und sich die Sequenz
beider Enzyme nur zu ca. 13% unterscheiden (s. Abb. 23), erreicht GapBMC mit 100-
120 U/mg Protein eine doppelt so hohe Maximalaktivitat als GapAM (s. Abb. 10,
vgl. Kap. 4.2.3.). Die spezifische Aktivitit beider Tetramere dndert sich nicht, wenn sie mit
20 mM oder 50 mM DTTred, oder mit 21 pM 1,3bisPGA inkubiert wurden (s. Tab. 10). GapBM
besitzt eine spezifische Aktivitéat von ca. 15-35 U/mg. Die Aktivitdt wird durch Inkubation
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mit 20 mM DTTreda bzw. 21 uM 1,3bisPGA nicht erhoht (s. Tab. 10). Jedoch besitzt GapBM
eine vergleichbar hohe Aktivitat wie GapBM“C, wenn sie entsalzt wurde (Entfernen von
NAD) (s. Abb. 29). Die Bestimmung der Affinitdten fur 1,3bisPGA, GAP, NADH und NADPH
ergab, dass die Kn-Werte der beiden rekombinanten tetrameren Formen GapAM und
GapBMAC unter den durchgefithrten Bedingungen sehr gut mit den jeweiligen Kn-Werten der
tetrameren Form der intakten NAD(P)(H)-GAPDH korrelieren (s. Abb. 11, 12, 14). Die Kn-
Wert-Bestimmungen mit GapB stimmen dagegen unter den durchgefithrten Bedingungen
uberwiegend mit denen der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH tiiberein (s. Abb. 11, 12,
14). Eine Ausnahme ist die geringe Affinitidt von GapB fiir NADPH (s. Abb. 12). Die
durchgefiihrten Kn-Wert-Bestimmungen kénnen zum Teil mit den von L1 & ANDERSON
(1997) bestimmten Werten fiir GapBM und GapBMC verglichen werden. Die Kn-Wert-
Bestimmungen wurden in ihrer Arbeit mit nicht inkubiertem Enyzm durchgefiithrt. Fir
GapBM ermittelten die Autoren einen Kn-Wert fiir NADPH von 38 pM und fiir GapBM“C von
44 pM. Der Kn-Wert von GapBM fir NADPH steht in Diskrepanz zu dem in dieser Arbeit
gemessenen Wert von 130 uM, wahrend der Kn-Wert von GapBM“C sich mit 44 pM fiir
NADPH in der gleichen GréBenordnung wie dem in dieser Arbeit ermittelten Kn-Wert von
35 uM befindet (s. Tab. 12). Die Kn-Wert-Bestimmung fiir NADH ergab fur GapBM 590 uM
und fiir GapBM*C 640 pM. Diese Kn-Werte sind wie ebenfalls in dieser Arbeit ermittelt (210-
530 uM), eindeutig hoéher als die fiir NADPH. Aus den von LI & ANDERSON (1997)
bestimmten Kn-Werten kann geschlossen werden, dass sich GapBM bei den Messungen in
der tetrameren Form befand.

4.2.1.5. Die CTE ist fiir die Aggregation der A2B2 -NAD(P)(H)-GAPDH in
hoheren Pflanzen verantwortlich

Aus den Ergebnissen der bisherigen Versuche mit den rekombinant hergestellten Proteinen
GapAM, GapBM und GapBMAC kann mit hoher Wahrscheinlichkeit gefolgert werden, dass die
CTE die Aggregation der NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat und den Isoenzymen der
NAD(P)(H)-GAPDH aus anderen hoheren Pflanzen vermittelt. Weitere Versuche mit den
gleichzeitig exprimierten Proteinen GapAMBMC und GapAMBM“C bestétigen diese Annahme.
Bei der simultanen Expression von GapAM und GapBM erscheint unter aggregierenden
Bedingungen zwar nicht die 600 kDa-, sondern eine Mischung der 470 und 300 kDa-Form,
jedoch zeigt GapAMBM“C unter aggregierenden Bedingungen ein Molekulargewicht von
150 kDa (s. Abb. 31). Moglicherweise treten in der 300-470 kDa groen Form auller einer
Aggregation von AsBz-Formen ebenfalls z.B. A1Bs- oder AsBi-Formen auf. Dies ist jedoch
aufgrund von sterischer Hinderung auszuschlielen (pers. Mitteilung, R. Cerff, Technische
Universitiat, Braunschweig). Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass GapAMBM als
rekombinantes Enzym gleichermafBen in der Lage ist, wie die native NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat zu aggregieren, denn eine Mutante, der im CTE das Cystein 365 durch ein Serin
ausgetauscht wurde, aggregierte in die 600 kDa-Form (s. Abb. 32). Eine erfolgreiche
Aggregation von GapAMBM in die 600 kDa-Form konnte von Scheibe et al. (2002)
nachgewiesen werden.

4.2.1.6. Gibt es die As+-Form der NAD(P)(H)-GAPDH in Chloroplasten héherer
Pflanzen?

Neben der in dieser Arbeit untersuchten (A2B2)s-Form der NAD(P)(H)-GAPDH wurde ein
weiteres Isoenzym, die As-Form beschrieben. Diese wurde fir Sinapis alba-Keimlinge
(CERFF 1978b), Chenopodium rubrum-Chloroplasten (DE LOOZE & WAGNER 1983), Senf-
Keimlinge (CERFF 1982) und fur Spinat (FERRI et al. 1990) publiziert. Spiter wurde
diskutiert, dass die As-Form ein Produkt partieller Proteolyse wahrend der Reinigung
darstellt und es sich um die (A2B'2)s-Form handelt, bei der von beiden GapB-Untereinheiten
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29 Aminosiduren abgetrennt wurden (BRINKMANN et al. 1989). Da die CTE fur die
Aggregation verantwortlich ist, kann die As-Form nicht aggregieren. Ergebnisse zeigen, dass
in Dunkel-adaptierten Chloroplasten jedoch keine 150 kDa-Form vorkommt (SCAGLIARINI et
al. 1993, s. Abb. 10). Die quantitative Uberprifung zur Bestimmung der GapA- und GapB-
Untereinheiten ergab zusétzlich, dall in Dunkel-adaptierten Chloroplasten aus Spinat kein
UberschuB von GapA vorhanden ist (s. Abb. 12). GapA wire in der Menge iiberragend, wenn
es zusitzlich zur (AsB2)s-Form eine As-Form geben wiirde.

Weiterhin wurde die A4-Form der NAD(P)(H)-GAPDH isoliert (SCAGLIARINI et al. 1998), doch
in dieser Arbeit fehlen entsprechende Kontrollen, die ausschlieflen, dass es sich
moglicherweise um die proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH handelt. Kiirzlich wurde die As-
Form aus Spinat kristallisiert (FERMANI et al. 2001). Jedoch zeigt die strukturelle
Darstellung, dass es sich statt um ein Tetramer, um ein Trimer handelt (s. Abb. 45).

Abbildung 45: Strukturelle Darstellung der As-Form von NAD(P)(H)-GAPDH aus
Spinat. Die Strukturdaten 1JNO wurden der RCSB Protein Data Bank entnommen und
mittels des Programms “Rasmol” dargestellt. Die Strukturdaten wurden in FERMANI et al.
(2001) publiziert. In der Abbildung sind drei Monomere in den Farben blau, tirkis und
hellgrun gezeigt. O’ und R’ bezeichnen ein Dimer, O ein Monomer (s. unterhalb der Abbildung
aufgefiihrtes Zitat von FERMANTI et al. (2001)).

Die Autoren beschreiben die Synthese des Trimers zum Tetramer mit folgendem Wortlaut:
“The final model (A4+-Form, Anmerkung der Autorin) comprises three monomers,
three NADP molecules, six sulphate ions and 212 water molecules in the
asymmetric unit. The monomers are named O, O’ and R’ following the naming
scheme of B. stearothermophilus GAPDH. The monomer O, close to the origin of
the unit cell, generates a whole tetramer usind the 222 point group symmetry. The
dimer OR’ generates a second tetramer, using a crystallographic 2-fold axis
coincident with the molecular axis P, which is also characterized by a non-
crystallographic 22 symmetry” (FERMANI et al. 2001).
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4.2.2. Die Rolle der CTE fiir die Redoxmodulation

Die Redoxmodulation beinhaltet, dass durch Reduktion einer Disulfidbriicke eine
Konformationséanderung innerhalb des Enzyms ausgelést wird. Diese Reduktion fithrt dazu,
dass die Substrate einen Zugang zum aktiven Zentrum finden, der durch das Vorhandensein
einer Disulfidbriicke versperrt ist (PACOLD et al. 1995b). Hinzu kommen bei den bisher
bekannten redoxmodulierten Enzymen verschiedene Metabolite, die die Aktivierung des
Enzyms durch entsprechende Kn- oder pH-Werte unterschiedlich positiv beeinflussen. In
jedem Fall wirken die Spaltung einer Disulfidbricke, Metabolite und/oder pH-Werte
ergdnzend zusammen, damit eine Aktivierung stattfinden kann.

Auch fir die NAD(P)(H)-GAPDH ist noch unklar, ob die beiden Cysteine der CTE, oder
andere Cysteinreste an der Redoxmodulation beteiligt sind. Gegenstand der Forschung
waren bislang weitere in der Sequenz befindliche Cysteine. Jedoch wird seit Erscheinen der
Publikationen LI & ANDERSON (1997) und BAALMANN et al. (1996) in Betracht gezogen, dass
die Cysteine in der CTE fur die Redoxmoxmodulation verantwortlich sind (RUELLAND &
MIGINIAC-MASLOW 1999). Um aufzukléaren, um welche Cysteine es sich handelt, die die
Disulfidbriicke in der NAD(P)(H)-GAPDH bilden, wurden von LI et al. (1994) intensive
Modelling-Versuche durchgefiihrt. In die Kristalldaten der cytosolischen GAPDH von
B. stearothermophilus in den bekannten Positionen wurden die konservierten Cysteine 18,
149, 153, 274 und 285 der NAD(P)(H)-GAPDH hoéherer Pflanzen eingefiigt. In Abbildung 46
ist die erhaltene vorhergesagte Tertidr-Struktur der NAD(P)(H)-GAPDH aus Weizen
dargestellt.

Abbildung 46: Vorhergesagte Tertidr-Struktur der Untereinheit A der NAD(P)(H)-
GAPDH aus Weizen. Die entsprechenden Reste von B. stearothermophilus-NAD(H)-GAPDH
wurden durch die Cysteinreste des chloroplastiddren Enzyms aus Weizen ersetzt. Die
Aminosidurereste des aktiven Zentrums sind in rot gezeigt.. Der Abstand zwischen den
Cysteinen 18 und 285 (beide in gelb dargestellt) betriagt 10,7 A. Die Cysteine 149 (rot), 153
(turkis) und 274 (weill) sind als Kugeln dargestellt. Abbildung nach Liet al.(1994), modifiziert.
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Cystein 18 in der Nucleotidbindedoméane und Cystein 285 in der Substratbindedoméne sind
um 10,7 A voneinander entfernt. Die Katalyse des Enzyms beinhaltet eine Bewegung der
beiden Doménen, so dass es zu kleinen Verdnderungen in der Position struktureller
Elemente gegeniiber dem aktiven Zentrum kommt. Dadurch wird die Geometrie des aktiven
Zentrums verdndert und gleichzeitig die Beweglichkeit des Enzyms beeinflufit (SKARZYNSKI
& WONACOTT 1988). LI et al. (1994, 1997) schlossen daraus, dass im inaktiven Zustand der
NAD(P)(H)-GAPDH die Distanz zwischen den Cysteinen 18 und 285 nur noch 3 A betragen
konnte; zwischen den beiden Cysteinen folglich eine Disulfidbriicke gebildet wird.

Um zu untersuchen, ob eine Disulfidbriicke zwischen dem Cystein 18 und 285, oder eine
Cysteinbriicke in der CTE gebildet wird, wurde zundchst das Vorhandensein von Cysteinen
in NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen verschiedener Organismen untersucht. In der Tabelle 24
ist die Cysteinverteilung der NAD(P)(H)-GAPDH-Isoformen hoherer Pflanzen dargestellt, die
bislang als redoxmoduliert gelten. Im Vergleich sind auch einige Algen aufgefiihrt, bei denen
die Redoxmodifikation umstritten ist. Die Nummerierung der Aminosduren wurde mit Hilfe
der Brookhaven Databank an die von B. stearothermophilus (BIESECKER et al. 1977)
angepalit.

Cytosolische NAD(H)-GAPDH besitzen ausschlieBlich zwei Cysteine im aktiven Zentrum
(Cystein 149 u. 153). Das Cystein I8, sowie die Cysteine 149 und 153 im aktiven Zentrum,
sind in allen NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen konserviert. Dariiber hinaus sind in héheren
Pflanzen ebenfalls die Cysteine in den Positionen 274 und -, und in der CTE die Cysteine
355 und 364 konserviert. GapA aus Spinat besitzt ein zusatzliches Cystein in der Position
200 und GapB aus Tabak ein zusitzliches Cystein in der Position 342 in der CTE.
NAD(P)(H)-GAPDH kommt in hoheren Pflanzen in den beiden Molekulargewichtsformen
600 und 150 kDa vor, wobei die 150 kDa-Form die aktive Form darstellt. NAD(P)(H)-
GAPDH-Isoformen dieser Organismen werden in der Literatur als redoxmoduliert
beschrieben. NAD(P)(H)-GAPDH in Algen wird entweder als 150 kDa-Form oder als eine
hoher aggregierte Form beschrieben. Das Molekulargewicht der NAD(P)(H)-GAPDH in
hoheren Pflanzen und in Algen spielt bei der Redoxmodulation eine Rolle. Dieser Aspekt
wird in Kapitel 4.2.2. diskutiert. Die Redoxmodulation der NAD(P)(H)-GAPDH in Algen wird
kontrovers diskutiert.

Erste Hinweise bei der Untersuchung der NAD(P)(H)-GAPDH in verschiedenen Algen
zeigten, dass das Fehlen des Cysteins 285 mit dem Fehlen einer Redoxmodulations-
Fahigkeit Gibereinstimmten. Allen bekannten NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen in Blau-, Rot-
und Grinalgen fehlt das Cystein 285 (s. Tab. 24). Die beiden Cynobakterien Anabaena
variabilis und Synechocystis 6803 werden als nicht redoxmoduliert beschrieben (PACOLD et
al. 1995b). Die Autoren vermuteten jedoch, dass in der NAD(P)(H)-GAPDH von
Synechocystis PCC 6803 eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen 18 und 288 gebildet
werden kann, da das Cystein 288 sich nur drei Positionen nach Cystein 285 befindet. Den
beiden Rotalgen Gracilaria tikvahiae und Chondrus crispus fehlt ebenfalls das Cystein 285.
Beide sind weder in vivo lichtaktiviert noch in vitro durch Reduktion aktivierbar (PACOLD et
al. 1995a). Dagegen fanden durch Reduktion mit DTTrea DUGGAN & ANDERSON (1975) eine
Aktivitatssteigerung der NAD(P)(H)-GAPDH aus dem Cyanobacterium Anacystis nidulans
(heute Synechocystis PCC 6803), und AUSTIN et al. (1992) sowie UDVARDY et al. (1982) eine
Aktivivierung der NAD(P)(H)-GAPDH aus dem Cyanobacterium Nostoc sp. Mac.. TAMOI et
al. (1996) konnten rekombinant hergestellte NAD(P)(H)-GAPDH aus Synechococcus PCC
7942 nicht durch DTTreqd aktivieren und keine Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in
Rohextrakten von Synechococcus PCC 7942, sowie Synechocystis PCC 6803 durch Belichtung
feststellen. Die beiden untersuchten NAD(P)(H)-GAPDH-Isoformen aus den
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Tabelle 24: Cysteinverteilung der GAPDH unterschiedlicher Organismen: Die
Nummerierung der Cysteine erfolgte nach einem Vergleich der Sequenz von
B. stearothermophilus.

18 29 73 14 15 20 24 27 28 28 28 28 34 35 36
9 3 0 0 4 1 4 5 8 2 5 4

hohere
Pflanzen:
Spinat a GapAl % % % % I
GapB! = I * %
Tabak a GapA? % % % % I
GapB3 ® * % * I * % %
Arabidopsis a GapA! % * % % I
thaliana
GapB* ¥ OB * I % %
Erbse a GapA5 % % % %
GapB> =% % % % % %
Cyano-
Bakterien:
Anabaena n A26 % % % %
variabilis
Synecho- a/ GapA # * % 0% *
cystis
PCC 6803
Synecho- a/ GapA * ® %
coccus
PCC 7942
Rotalgen:
Chondrus n GapA% % % * % % %
crispus
Gracilaria n GapA® % % % % % %
verrucosa
Griinalgen:
Chlamydo- a GapAll % * % %
monas
reinhardtii

a: redoxmoduliert, n: nicht redoxmoduliert, a/n: redoxmoduliert oder nicht redoxmoduliert
(Literaturangaben).

1) FERRI et al. 1990, 2) SHIH et al. 1986, 3) korrigierte publizierte Sequenz, BRINKMANN et al.
1989, 4) SHIH et al. 1992, 5) BRINKMANN et al. 1989, 6) MARTIN et al. 1993, 7) KOKSHAROVA et al.
1998, 8) TAMOI et al. 1996, 9) LIAUD et al. 1994, 10) ZHOU & RAGAN 1993, 11) KERSANACH et al.
1994.

Griinalgen Scenedesmus obliquus und Chlamydomonas reinhardtii werden entweder durch
DTTrea oder Belichtung aktiviert (O'BRIEN & POWLS 1976, O'BRIEN et al. 1977, Ll et al. 1997,
WEDEL et al. 1997). ZIEGLER et al. (1967b) konnten bei mehreren untersuchten Rot- und
Griinalgen eine Aktivitdtssteigerung durch Belichtung feststellen. Diese wiederspriichliche
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Beschreibung der Redoxmodulation in den verschiedenen Algen macht deutlich, dass das
Cystein 285 bei der Ausbildung einer Disulfidbriicke keine Rolle spielen kann.

Eine mogliche Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen 149 und 153 im aktiven Zentrum galt
als ausgeschlossen, da sich beide auf dem gleichen a-helicalen Abschnitt befinden (LI et al.
1994, s. Abb. 4). Eine weitere Beobachtung unterstiitzt die Annahme, dass weder zwischen
dem Cystein 149 und dem Cystein 153 im aktiven Zentrum, noch zwischen dem Cystein 18
und dem Cystein 285 eine Disulfidbricke ausgebildet wird. Die Ausbildung beider Disulfid-
briicken wiirde verhindern, dass die oxidierte 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH Sub-
strat umsetzt, ohne reduziert vorzuliegen. Weiterhin konnte eine Aktivitadtssteigerung durch
verschiedene Effektoren, wie 1,3bisPGA, ATP, NADP und NADPH in vitro nicht stattfinden,
denn die Metabolite besitzen nicht die Funktion von Thioredoxinen.

Grundsatzlich zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass NAD(P)(H)-GAPDH, der die CTE
fehlt, weder durch DTTrea noch durch 1,3bisPGA oder in Kombination miteinander aktiviert
werden kann. Auch diese Versuche zeigen, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit innerhalb
eines Tetramers keine Disulfidbriicke gebildet wird, sondern eine Disulfidbriicke in der CTE
fur die Redoxmodulation verantwortlich ist.

Fir die Redoxmodulation in hoheren Pflanzen ist die CTE verantwortlich. Da Blau-, Rot-
und Griinalgen jedoch keine CTE besitzten, scheint die Fahigkeit zur Redoxmodulation fiir
die Isoenzyme der NAD(P)(H)-GAPDH in diesen Organismen ausgeschlossen zu sein. Fir
einige Algen ist die Redoxmodulation der NAD(P)(H)-GAPDH jedoch beschrieben
(vgl. Kap. 4.2.2., Kap. 4.2.2.2.1.) Diese Diskrepanz kann aufgehoben werden, wenn
angenommen wird, dass in redoxmodulierten Algen ein GAPDH/PRK/CP12-Komplex
existiert. Dieser Komplex besteht aus zwei GapA-, zwei PRK- und zwei CP12-Untereinheiten
(WEDEL & SOLL 1998). Eine Aminisiduresequenz im C-terminalen Bereich von CP12 aus
Spinat zeigt mit der Aminosduresequenz der CTE aus Spinat hohe Homologien. WEDEL &
SOLL (1998) beschrieben, dass sich in CP12 ebenfalls zwei Disulfidbriicken bilden. So
entstehen zwei loops. Der N-terminale loop kann aufgrund der Anzahl hoher negativer
Ladungen durch elektrostatische Wechselwirkungen an PRK, der C-terminale loop kann
ebenfalls aufgrund der Anzahl hoher negativer Ladungen an GapA binden (s. Abb. 47).

PRK

PRK

Abbildung 47: Schematische Darstellung des GAPDH/PRK/CP12-Komplexes in Algen,
deren GAPDH redoxmoduliert ist. Ein CP12-Dimer bindet jeweils mit dem C-terminalen
loop an ein NAD(P)(H)-GAPDH-Tetramers, mit dem N-terminalen loop an ein PRK-Dimer.
Schema nach WEDEL et al. (1997), modifiziert.
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Aus diesen Informationen kann gefolgert werden, dass CP12 in Algen die Funktion der CTE
in héheren Pflanzen Gtbernimmt, und in Algen fiir die Redoxmodulation von NAD(P)(H)-
GAPDH verantwortlich ist. Voraussetzung dafiir ist, dass GapA, PRK und CP12 in Algen mit
redoxmodulierter NAD(P)(H)-GAPDH in einer hochmolekularen Form existieren. Eine
hochmolekulare Form der NAD(P)(H)-GAPDH in Algen wurde u.a. fir Chlamydomonas
reinhardtii beschrieben. Das Isoenzym dieses Organismus wird als redoxmoduliert
beschrieben. Der Wiederspruch der Redoxfihigkeit der NAD(P)(H)-GAPDH in verschiedenen
Algen 148t sich dadurch erkldren, dass in einigen Fillen rekombinant hergestellte GapA,
bzw. isolierte GapA zur Untersuchung genutzt wurden. In der tetrameren Form ist die
Redoxmodulation jedoch ausgeschlossen. Aus diesem Grund bleibt es Gegenstand der
Forschung, in welchen Algen eine Redoxmodulation der NAD(P)(H)-GAPDH stattfindet.

4.2.3. Die Rolle der CTE fiir die Nucleotidspezifitit

Weiterhin wird untersucht, ob die CTE fir die Nucleotidspezifitat eine Rolle spielt. Die
Kristallstrukturdaten mehrerer cytosolischer NAD(H)-abhangiger Isoenzyme der GAPDH
zeigen, dass in einem Tetramer vier Mol NAD gebunden werden, wobei die Holo-Enzyme
(NAD ist gebunden) wesentlich stabiler als die Apoenzyme (ohne NAD) sind. Die Bindung
von NAD bewirkt eine Konformationsdnderung im aktiven Zentrum (OLSEN et al. 1976,
LESLIE & WONACOTT 1983, SKARZYNSKI & WONACOTT 1988, MOUGIN et al. 1988).

CORBIER et al. (1990) tauschten mittels Site-Directed-Mutagenesis in B. stearothermophilus
zwel Aminosduren Leul87 gegen Alal87 und Prol88 gegen Ser188, wie sie in
chloroplastidaren NAD(P)(H)-GAPDH-Isoformen vorkommen, aus. Die resultierende
Mutante wurde daraufhin bispezifisch, konnte also auch NADP(H) umsetzen. Spéater
kristallisierten DIDIERJEAN et al. (1997) die P188S-Mutante aus B. stearothermophilus und
konnten die Ergebnisse von CORBIER et al. (1990) bestdtigen. Von CLERMONT et al. (1993)
und EYSCHEN et al. (1996) wurde eine Reihe weiterer Mutanten hergestellt. Vereinfacht 146t
sich zusammenfassen, dass die Verteilung der Aminosduren in den Positionen 187 und 188
und auBerdem in den Positionen 32 und 33 davon abhédngt, ob NAD(H) oder NAD(P)(H)
umgesetzt werden kann. In der Tabelle 25 ist die Aminosédureverteilung der vier Positionen
in unterschiedlichen Organismen aufgefiihrt.

Die kovalente Bindung der Substrate 1,3PGA und GAP erfolgt in cytosolischen und
chloroplastididren Isoenzymen der GAPDH gleichermafBlen am Cystein 149 im aktiven
Zentrum. Die Funktion von Cystein 153 im aktiven Zentrum ist unbekannt.

Aus Tabelle 25 geht hervor, dass die Aminosdure Aspartat (D) in der Position 32 in allen
Isoformen der GAPDH vorkommt. Eine D32G-Mutante fiihrte zu einer h6heren Umsetzung
der katalytischen Rate mit NADP(H) (CLERMONT et al. 1993, EYSCHEN et al. 1996). In der
Position 33 befindet sich in den A-Unterheiten hoherer Pflanzen, von Cyanobakterien und
von Rotalgen die Aminosdure Threonin (E); in den B-Untereinheiten hoherer Pflanzen und
von Chlamydomonas reinhardtii ein Serin (2). Ausnahmen bilden die cytosolischen NAD(H)-
GAPDH-Isoformen héherer Pflanzen mit Prolin (%) und B. stearothermophilus mit Leucin
(E). GapA und GapB hoherer Pflanzen, sowie die NAD(P)(H)-GAPDH der Cyanobakterien
und Rotalgen, besitzen in der Position 187 ein Alanin (ﬂ), cytolische NAD(H)-GAPDH
hoherer Pflanzen ein Glycin (, Chlamydomonas reinhardtii ein Aspartat (D) und
B. stearothermophilus ein Leucin (E) Gleich hingegen sind GapA und GapB mit Serin (2) in
der Position 188 und auch Chlamydomonas reinhardtii besitzt ein Serin (2). Hier bilden die
Rotalgen mit einem Glycin ( die Ausnahme. Alle cytosolischen NAD(H)-GAPDH-
Isoenzyme haben in dieser Stelle jedoch ein Prolin () (s. Tab. 25).
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Tabelle 25: Aminosidurezusammensetzung in den Positionen 32, 33, 187 und 188 in
unterschiedlichen Organismen: Die Nummerierung der Cysteine erfolgte nach einem
Vergleich der Sequenz von B. stearothermophilus.

AS 32 AS33 AS187 AS 188

hoéhere
Pflanzen:
Spinat GapALl D Al
GapB! D "
GapC:2 D
Tabak GapA3 D Al
GapB* D "
GapCs D
Arabidopsis GapAS D Al
thaliana
GapB¢ D A
GapC D
Erbse GapAS3 D Al
GapB38 D "
GapC?
Cyano-
bakterien:
Anabaena A210 D Al
variabilis®
Synechocystis GapAll D Al
PCC 6803
Synechococcus GapA!2 D Al
PCC 7942
Rotalgen:
Chondrus GapA!3 D Al
crispus
Gracilaria GapAl4 D Al
verrucosa
Griinalgen:
Chlamydomonas GapAls D D
reinhardtii
Bakterien:
B. stearothermophilus GapC!6 D

1) FERRI et al. 1990, 2) SPERANZA & GOZZER 1978, 3) SHIH et al. 1986, 4) korrigierte publizierte
Sequenz, BRINKMANN et al. 1989, 5) SHIH et al. 1991, 6) SHIH et al. 1992, 7) SHIH et al. 1991, 8)
BRINKMANN et al. 1989, 9) KERSANACH et al. 1994, 10) MARTIN et al. 1993, 11) KOKSHAROVA et
al. 1998, 12) TaMOI et al. 1996, 13) LIAUD et al. 1994, 14) ZHOU & RAGAN 1993, 15) KERSANACH
et al. 1994, 16) BIESECKER et al. 1977.

In der Abbildung 47A ist zundchst die Bindung von NAD in der NAD(H)-GAPDH von
B. stearothermophilus gezeigt. B. stearothermophilus besitzt in den oben genannten fiir die
Nucleotidbindung verantwortlichen Positionen folgende Zusammensetzung: D32, 1.33, 1,187
und P188. In diesem Bakterium wie in allen cytosolischen NAD(H)-GAPDH-Isoformen
bindet NAD(H) ausschlieBlich an den Aminosduren 32 und 33. Alle cytosolischen Isoformen
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der NAD(H)-GAPDH besitzen in der Position 32 ein Glycin. In Position 33 befindet sich im
Bakterium B. stearothermophilus ein Leucin, in den cytosolischen Isoenzymen héherer
Pflanzen ein Prolin (s. Tab. 25). Die Aminosiduren in den Positionen 32 und 33 befinden sich
nebeneinander auf der gleichen a-Helix eines Monomers (s. Abb. 3, 47A). Eine Bindung der
Phosphatgruppe von NADPH an der Aminosdure 188 ist ausgeschlossen, da dies durch
sterische Hinderung und Ladung des Prolins in der Position 188 unterbunden wird
(s. Abb 47A).

Abbildung 47: Schematische Darstellung der Bindung von NAD (A) in NAD(H)-
GAPDH von B. stearothermophilus und die Simulation der Bindung von NADP(H)
(B) mit in B. stearothermophilus ausgetauschten Aminosiduren L33T, P188S und
ng’Zf{_X,_wie sie in chloroplastidiarer GapA vorkommt. Schema nach EYSCHEN et al. (1996),
modifiziert.

In der Abbildung 47B ist die wahrscheinliche Bindung von NADP(H) in GapA dargestellt. In
GapA sind die Aminosdurepositionen folgendermalen festgelegt: D32, T33, A187 und S188.
GapB besitzt in der Position 33 im Gegensatz zu GapA ein Serin (S).

Von EYSCHEN et al. (1996) wird vorgeschlagen, dass die NADP(H)-Bindung durch den
Austausch zweier Aminosduren mit dem 2'PO4 in der Position 188 (P188S) und in der
Position 187 (L187A) ermoglicht wird (s. Abb. 47B). NADPH kann daher an der Aminosdure
188 binden, da das Prolin 188 durch ein Serin 188 ausgetauscht wurde. Die sterische
Hinderung der Bindung von NADP(H) durch Prolin 188, welches in den cytosolischen
Isoenzymen vorkommt, ist damit aufgehoben. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass
sich die Aminosduren 187 und 188 auf dem S-loop befinden, der in das aktive Zentrum eines
benachbarten Monomers hineinragt. AuBler NAD(P) kann die chloroplastiddre GapA
ebenfalls NAD(H) umsetzen (nicht gezeigt), da das Coenzym aufgrund der schematischen
Darstellung in Abbildung 47B ebenfalls an der Aminosédure D32 binden kénnte (vgl. Abb.
47A).

Ein Serin (S188) kommt in allen hoheren Pflanzen und Griinalgen, ein Threonin (T'188) in
allen Rotalgen vor. Ein Alanin (A187) kommt in allen héheren Pflanzen, Cyanobakterien und
Rotalgen, ein Aspartat (D187) in Griinalgen vor (s. Tab 25, 26).

In der Tabelle 26 sind die Aminosduresequenzen der S-loops von GAPDH-Isoenzymen
unterschiedlicher Organismen gezeigt.



Diskussion 118

Tabelle 26: Der S-loop von GAPDH-Isoenzymen (Aminosiauren 178-200) in
unterschiedlichen Organismen: Die Nummerierung der Aminosiuren (178-200) erfolgte
nach einem Vergleich der Sequenz von B. stearothermophilus.

hohere Pflanzen: A bcd efg
Spinat GapAl YTGDORL LD BHRDI RRARAAR
GapB! YTGDORLLDEHRDI RRARAAR
Tabak GapA? YTGDORL LD BHRDI RRARAAR
GapB3 YTGDORLLD - GHRDIRRARAAR
Arabidopsis thaliana GapA* YTGDORL LD EHRDLERARAAA
GapB* YTGDORLLD-EHRDIRRARAAR
Erbse GapA® YTGDORL LD BHRDI fRARAAR
GapBs YTGDORLLD-EHRDIRRARAAR
Cyano-
Anabaena A26 YTGDORL LD GHRDI FRARAAR
variabilisb
Synechocystis PCC 6803 GapA7 YTGDQ@LLD HﬁDL@AﬁAAA
Rotalgen:
Chondrus crispus GapAS3 YTGDQRILLDAGHRIDILENAINSAA
Gracilaria verrucosa GapA? YTGDORILLD:GHEDL NSAA
Griinalgen:
Chlamydomonas GapA10 YTGDORL LD GHRDI RRARAAR
reinhardtii

Armleuchteralge:

Chlorokybus atmophyticus GapB!! YTGDORL LD GHRDI FRARAAR

Plastididre GapCp:
Pinus GapCp GapCp!2 TTATQKTVDGPMEDWRGCRGAG

Cytosolische
NAD(H)-GAPDH:

Arabidopsis thaliana ~ GapC!3 ITATQKTVDGPmADWRGCRGAG
Mais GapCl4 TTATQKTVDGPAEDWRGGRGAG
B. stearothermophilus ~ GapC'5 YTNNQRILDLPhEDIFGARAAR

a: Arginin 183, b: Alanin 187, c¢: Serin/Glycin 188, d: Arginin/Lysin 190, e: Arginin 193,
f: Arginin 194, g: Arginin 196

1) FERRI et al. 1990, 2) SHIH et al. 1986, 3) korrigierte publizierte Sequenz, BRINKMANN et al.
1989, 4) SHIH et al. 1992, 5) BRINKMANN et al. 1989, 6) MARTIN et al. 1993, 7) KOKSHAROVA et al.
1998, 8) LIAUD et al. 1994, 9) TAMOI et al. 1996, 10) KERSANACH et al. 1994, 11) PETERSEN 1999,
12) MEYER-GAUEN et al 1998, 13) SHIH et al. 1991, 14) RUSSELL et al. 1991, 15) BIESECKER et al.
1977.
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Aus Tabelle 26 geht hervor, dass die Aminosduren der S-loops von GAPDH-Isoenzymen
hoherer Pflanzen, Cyanobakterien, Griinalgen und von Chlorokybus atmophyticus identisch
sind. In den S-loops von GAPDH aus den Rotalgen Chondrus crispus und Gracilaria
verrucosa gibt es in den Positionen 188 und 197 nur zwei Austausche. Dagegen zeigen die S-
loops der cytosolischen Isoformen der NAD(H)-GAPDH hoéherer Pflanzen sowie aus
B. stearothermophilus und von GapCp aus Pinus sylvestris stirkere Abweichungen in der
Aminosiuresequenz.

In Abbildung 47B ist nicht beriicksichtigt, dass chloroplastiddre NAD(P)(H)-GAPDH sowohl
in der tetrameren als auch in der hexadecameren Form vorkommt. Das Enzym besitzt in der
aggregierten 600 kDa-, sowie in der dissoziierten 150 kDa-Form eine Affinitéit fiir NADPH
von 30 uM, bzw. 60 pM. Da im Chloroplasten sowohl im Licht als auch im Dunkeln
Konzentrationen von 130 bzw. 90 uM NADPH (s. Tab. 21) vorhanden sind, kdnnte die
NAD(P)(H)-GAPDH theoretisch auch im Dunkeln NADPH umsetzen. Wiahrend des Licht-
Dunkel-Ubergangs im Chloroplasten wechselt die NAD(P)(H)-GAPDH jedoch zwischen dem
Coenzym NADPH und NAD. Die Ursache dafur ist bislang unklar.

Abbildung 48: Weiterentwicklung der schematischen Darstellung der Abb. 47: Die
Rolle der CTE bei der Nucleotidspezifitiat in chloroplastidirer NAD(P)(H)-GAPDH.
(A) Bindung der CTE am S-loop von GapA: NADPH kann nicht mehr an den Aminosduren 187
und 188 des hereinragenden S-loops binden. (B) Bindung der CTE am S-loop von GapA: NAD
kann an den Aminosiduren 32 und 33 binden. Schema nach EYSCHEN et al. (1996), modifiziert.

Erste Hinweise zur Klarung dieses Phdnomens ergeben sich aus Versuchen zur
Inaktivierung der intakten NAD(P)(H)-GAPDH, sowie der drei rekombinanten Isoenzyme
mit H202. Durch Inkubation der vier Isoenzyme ergab sich ein unterschiedliches Bild. Die
Grundaktivitaten der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH von ca. 20 U/mg Protein und
der 470 kDa-Form von ca. 35 U/mg Protein sanken erheblich (s. Abb. 33, 34). Diese
Inaktivierung konnte durch Zugabe von DTTred riickgéngig gemacht werden (s. Abb. 33).
Daraus wurde gefolgert, dass die Inkubation mit H2O2 zu einer Oxidation noch vorhandener
Disulfidbricken innerhalb der beiden Isoenzyme gefiihrt hat. Inkubation der beiden
rekombinanten Enzymformen GapAM und GapBM*C mit H202 bewirkte jedoch keinen
Aktivitatsverlust (s. Abb. 34). Dies Ergebnis zeigte, dass die Oxidation keine intra- oder
intermolekularen Disulfidbriicken betreffen kann. Die Oxidation kann also ausschlieBlich in
der CTE stattfinden, und daher sind ausschliellich die beiden die CTE-tragenden
NAD(P)(H)-GAPDH- und GapBM-Isoenzyme betroffen. Ein weiteres Ergebnis der Inkubation
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von H202 mit den vier Isoenzymen zeigt, dass eine Inaktivierung nur mit NADPH und nicht
mit NADH maéglich ist (s. Abb. 35).

Bei der Wahl des Coenzyms mul} also einerseits die CTE eine Rolle spielen, andererseits
mulBl durch eine Oxidation verhindert werden, dass NADPH im Gegensatz zu NADH im
aktiven Zentrum binden kann. NAD bindet ausschlieBlich an der Substratbindedoméane (AS
32 und 33) (s. Abb. 47A) des Monomers z.B. P, wiahrend NADPH wahrscheinlich auller an
den Aminoséduren in den Positionen 32 und 33 an den Aminosduren in den Positionen 187
und 188 auf dem S-loop des Monomers z.B. Q bindet (s. Abb. 47B). Eine mégliche Erklérung,
dass NADPH nach Oxidation des Enzyms nicht mehr binden kann, ist, dass der S-loop um
einige A aus dem aktiven Zentrum gezogen wird. Ursache dafiir kénnte eine Bindung der
CTE am S-loop sein. In der 600 kDa-Form, wenn die NAD(P)(H)-GAPDH NAD umsetzt,
konnte die CTE am S-loop gebunden sein, und ihn somit aus dem aktiven Zentrum
herausziehen. In der 150 kDa-Form, wenn die NAD(P)(H)-GAPDH NADPH umsetzt, mifte
die CTE folglich nicht mehr am S-loop gebunden sein.

Um die Theorie unterstiitzen zu kénnnen, dass die CTE in allen chloroplastididren
NAD(P)(H)-GAPDH-Isoformen an den S-loop bindet, missen jedoch Voraussetzungen
gewéhrleistet sein. Aufgrund des hohen Anteils negativ geladener Aminosiurereste im CTE
konnte die CTE an einen positiv geladenen Bereich des S-loops binden, sofern ein positiv
geladener homologer Bereich auf dem S-loop vorhanden ist. In Tabelle 26 ist aufgefiihrt,
dass sich innerhalb des S-loops funf positiv geladene Arginine (E) befinden. Vergleichs-
Studien zeigen, dass die funf positiv geladenen Arginine in den Positionen 183, 190, 193, 194
und 196 in allen chloroplastidaren NAD(P)(H)-GAPDH-Isoformen konserviert sind
(s. Tab. 26). Die Voraussetzungen dafiir, dass eine Bindung der CTE am S-loop stattfinden
kann, sind daher erfillt. Die Bindung erfolgt vermutlich tiber Salzbriicken.

In cytosolischer NAD(H)-GAPDH sind im Vergleich zwei Arginine in den Positionen 194 und
197 konserviert. Weiterhin befindet sich ein positiv geladenenes Lysin (1) in der Position
190 (s. Tab. 26).

Abbildung 49: Weiterentwicklung der schematischen Darstellung der Abb. 47 und 48:
Die Rolle der CTE bei der Nucleotidspezifitidt in chloroplastidirer NAD(P)(H)-
GAPDH. Dissoziation der CTE vom S-loop: Es konnen sowohl NADP(H) Positionen 187 und
188, als auch NAD(H) in den Positionen 32 und 33 binden. Schema nach nach EYSCHEN et al.
(1996), modifiziert.

Die schematische Darstellung in der Abbildung 48A veranschaulicht, dass eine Bindung von
NADPH an der Aminosédure 188 auf dem S-loop nicht méglich wire, wenn dieser durch
Bindung der CTE aus dem aktiven Zentrum herausgezogen wurde. Der Umsatz von NAD
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ware unter diesen Bedingungen jedoch gewédhrleistet, da NADH weiterhin an der
Aminosdure D 32 binden kénnte (Abb. 48B).

Wenn durch Dissoziation der 600 kDa-Form die CTE vom S-loop getrennt ist, ragt der S-loop
in das aktive Zentrum hinein, so dass die Phosphatgruppe von NADPH am Serin 188 binden
kann (s. Abb. 49).

Aus den in Abb. 47, 48 und 49 vorgestellten Modellen der Coenzymbindung lassen sich
folgende signifikante Schliisse ziehen: Wenn die CTE in der 600 kDa-Form iiber Salzbriicken
am S-loop eines benachbarten Tetramers gebunden ist, kénnen die Coenzyme NADPH und
NADP nicht an der Aminosédure in der Position 188 auf dem S-loop binden. Das Enzym ist
vollkommen inaktiv. Das bedeutet, dass die Grundaktivitidten der NAD(P)(H)-GAPDH als
isoliertes Enzym oder im isolierten Dunkel-adaptierten Chloroplasten, die mit NADPH
gemessen werden, ausschlieBlich durch noch bestehende reduzierte Disulfidbriicken in der
CTE resultieren. In der 600 kDa-Form kann jedoch NAD binden, wie es fiir die Rolle der
NAD(P)(H)-GAPDH im Dunkelmetabolismus gefordert ist.

Abbildung 50: Strukurelle Darstellung der tetrameren Form von
B. stearothermophilus. Die Strukturdaten 1gd1 fur B. stearothermophilus wurden der
Brookhaven Data Bank entnommen und mittels des Programms "Rasmol" dargestellt. Das
positiv geladene Lysin in der Position 190 ist griin gekennzeichnet. Die Cysteine 149 inclusive
Kohlenstoff, Sauerstoff, Wasserstoff und Schwefel der vier Untereinheiten sind als graue,
blaue, rote bzw. gelbe Kugeln dargestellt.

Rekombinant hergestellte GapAM- und GapBM“C-Tetramere sind beide sowohl mit NAD(H),
als auch mit NADP(H) katalytisch aktiv. Auffillig ist jedoch, dass GapBM*C mit 120 U/mg
Protein doppelt so aktiv ist als GapAM mit ca. 60 U/mg Protein, wenn mit NADPH gemessen
wird. Die bislang einzige mogliche Erklarung besteht darin, dass GapAM in der Position 33
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ein Threonin (T), GapB ein Serin (S) besitzt. Threonin besitzt im Vergleich zu Serin eine
zusétzliche Methylgruppe. Ob die Methylgruppe Ursache fir die unterschiedlichen
Maximalaktivitaten ist, ist unbekannt.

Damit die CTE an den S-loop binden kann, miissen eine oder mehrere positiv geladene
Arginine innerhalb eines (A2B2)-Tetramers von aullen zuginglich sein.

In der Abbildung 50 ist die Struktur von B. stearothermophilus gezeigt, um zu untersuchen,
ob der S-loop, an den theoretisch die CTE binden soll, nach aullen exponiert ist.
Stellvertretend fur die positiv geladenen Arginine im S-loop héherer Pflanzen und Blau-,
Rot- und Grinalgen wurde das in der Position 190 positiv geladene Lysin von
B. stearothermophilus farblich gekennzeichnet. Aus der Abbildung 50 geht hervor, dass das
Lysin von auBen zugénglich ist. Theoretisch kénnte die CTE tiber elektrostatische
Wechselwirkungen mit ihren negativ geladenen Aminoséduren (s. Abb. 44) an das Lysin, bzw.
mit hoher Wahrscheinlichkeit in hoheren Pflanzen, an das positiv geladene Arginin 190 oder
weiteren Argininen des S-loops binden.

4.2.4. Die Aktivierung der chloroplastidiren NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat und
anderer hoherer Pflanzen in struktureller Hinsicht

Die in den Kapiteln 4.2.1. bis 4.2.3.4. diskutierten Ergebnisse und aufgefithrten Theorien
und Modelle zeigen, dass die CTE fir die Aggregation/Dissoziation, die Redoxmodulation
und die Nucleotidspezifitdt eine signifikante Rolle spielt. Weiterhin wird kurz
zusammengefalit, wie die chloroplastidire NAD(P)(H)-GAPDH aus Spinat in vivo nach
einem in dieser Arbeit entwickelten Konzept in Koordination dieser Gesichtspunkte reguliert
wird. Die beschriebene As-Form, sowie das Vorkommen der NAD(P)(H)-GAPDH in
Multienzymkomplexen oder in Kombination mit CP12 und PRK in Spinat bleiben hier
vorerst ausgeschlossen (vgl. Kap. 4.3.).

Die chloroplastiddare NAD(P)(H)-GAPDH in Spinat besteht in der inaktiven hexadecameren
Form aus acht A- und acht B-Untereinheiten in der Zusammensetzung (A2B2)4. GapA und
GapB sind katalytisch aktiv. In der 600 kDa-Form der NAD(P)(H)-GAPDH bindet die stark
negativ geladene CTE vermutlich tiber elektrostatische Wechselwirkungen an postitiv
geladene Arginine von S-loops. Da acht CTEs der B-Untereinheiten nur an acht S-loops
binden kénnen, wird davon ausgegangen, dass sie an jeweils acht benachbarte A-
Untereinheiten und nicht an benachbarte B-Untereinheiten binden. Die CTE besitzt in der
hexadecameren Form eine Disulfidbriicke. Inter- oder intramolekulare Disulfidbriicken der
NADP)(H)-GAPDH sind nicht existent. Wahrend die CTE am S-loop bindet, ist eine
Bindung von NADPH nicht méglich, jedoch fiir NAD. In vivo werden in Dunkel-adaptierten
Chloroplasten ausschlieBlich NAD und GAP umgesetzt (vgl. Kap. 4.1.4.2.). Bei Belichtung
werden zunéchst durch Reduktion die Disulfidbriicken in den CTEs aufgebrochen. Dadurch
wird die gesamte Struktur des Hexadecamers 'aufgelockert'. Das Enzym ist jedoch weiterhin
inaktiv, da 1,3bisPGA kurz nach Belichtung noch in zu geringen Konzentrationen vorkommt,
um umgesetzt werden zu kénnen. NADPH ist aufgrund des noch gebundenen CTE am S-loop
von den Aminoséduren 188 und 187 auf dem S-loop rdumlich zu weit entfernt, um zu binden.
Nachdem die Disulfidbriicken in den CTEs aufgebrochen sind, und sich eine 1,3bisPGA-
Konzentration von ca. 0,8 uM eingestellt hat, wird die CTE durch den alleinigen Effektor der
NAD(P)(H)-GAPDH und gleichzeitigem Substrat 1,3bisPGA von seiner Bindestelle am S-loop
abgetrennt. Die Abtrennung erfolgt aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen von
1,3bisPGA. Das Enzym dissoziiert je nach vorhandener Effektorkonzentration zu einem
entsprechenden Anteil in die tetramere Form. Durch die Dissoziation ist es NADPH moglich,
an den Aminosduren 187 und 188 zu binden. Die tetramere Form ist die aktive Form der
NAD(P)(H)-GAPDH. In vivo werden in isolierten intakten belichteten Chloroplasten nach
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6miniitiger Belichtung Aktivitdten von ca. 600 pmol (mg Chl)-! h-1 gemessen, wobei das
Enzym zu ca. 50-60% dissoziiert vorliegt.

Zu den in vitro gemessenen Aktivierungen gibt es Unterschiede und Gemeinsamkeiten:

Far die Abtrennung der CTE's kommen in viiro mehrere Effektoren in Frage: NADPH,
NADP, 1,3bisPGA und ATP. Gemeinsam ist den aktivatorisch wirkenden Metaboliten, dass
sie eine oder mehrere negativ geladene Phosphatgruppen besitzen, die die Salzbriicke
zwischen den negativ geladenen Bereichen der CTE und den positiv geladenen Argininen der
S-loops aufbrechen kénnen. Die Aufhebung der elektrostatischen Wechselwirkung kann
ebenfalls durch hohen Druck oder durch chaotrope Anionen erreicht werden. Fiir die
Aktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in vitro durch Metabolite ist es nicht notwendig, dass
das Enzym reduziert wurde.

Die Inaktivierung der NAD(P)(H)-GAPDH in vivo beinhaltet zunéchst eine Oxidation der
CTEs durch ein bislang nicht bekanntes Disulfid. Nach Absinken des 1,3bisPGA-Gehalts
wird die Aggregation in die 600 kDa-Form tber NAD und vermutlich zuséatzlich idber NADH
und GAP vermittelt.

4.3. Alternative Modelle - Multienzymkomplexe

Neben der in dieser Arbeit untersuchten (A2B2)4+-NAD(P)(H)-GAPDH wird NAD(P)(H)-
GAPDH von mehreren Arbeitsgruppen als ein Teil eines Multienzymkomplexes (ME-
Komplex) beschrieben, in dem verschiedene Enzyme des Calvin-Cyclus miteinander
komplexiert vorliegen. Als Sinn und Zweck solcher Komplexe wird metabolic channeling der
Intermediate diskutiert (GONTERO et al. 1994, RICARD et al. 1994). Der Hauptanteil solcher
Komplexe wurde in Chloroplasten aus Spinat, Erbse und Griinalgen gefunden, wihrend sie
in Cyanobakterien und photosynthetisch aktiven Proteobakterien nicht beobachtet wurden.
Die Arbeiten unterscheiden sich hauptsichlich darin, dass sich die Anzahl der beteiligten
Enzyme und die Art der Protein-Protein-Wechselwirkungen unterscheiden. Auf diesem
Gebiet sind bis heute viele Fragen offen, und es gibt keinen Konsensus beziiglich Funktion
oder Signifikanz. Unterschiedliche Komplexe wurden mittels Ultrazentrifugation in Sucrose-
Gradienten, durch AusschluBchromatographie in Anwesenheit stabilisierender
Komponenten wie Glycerol und NAD, oder durch Ionen-Austausch-Chromatographie und
Immunelektronenmikroskopie isoliert. Im Folgenden werden einige beschriebene Komplexe
und deren Besonderheiten diskutiert, wobei zwischen Komplexen in héheren Pflanzen und in
Algen unterschieden wird. Eine detaillierte Auseinandersetzung mit den angewandten
Methoden und dem Sinn solcher Komplexe soll hier nicht erfolgen. Dennoch werden einige
ausgesuchte Komplexe diskutiert.

4.3.1. Multienzymkomplexe und Enzym-Interaktionen in héheren Pflanzen

Ein ME-Komplex, bestehend aus RubisCO, RPI (90 kDa) und PRK (54 kDa) wurde in
Erbsen-Blattern mit 800-850 kDa beschrieben (SAINIS & HARRIS 1986). Ein vergleichbarer
Komplex mit anderen prozentualen Verhéaltnissen wurde auch fiir Spinat gezeigt (SAINIS et
al. 1989). Ebenfalls in Spinat fanden GONTERO et al. (1988, 1993) und RAULT et al. (1991,
1993) einen Finf-Enzym-Komplex, bestehend aus RPI, PRK, RubisCO, PGK und NAD(P)(H)-
GAPDH mit einem Molekulargewicht von 520-536 kDa. Das stéchiometrische Verhéaltnis
betriagt PRK2:GapA2:GapB2:RubisCOIL2Ss. In dieser Rechnung wurden die

Molekulargewichte von RPI und PGK mit jeweils einem Monomer angenommen, da sie
quantitativ nicht bestimmbar waren. Zuséitzlich wurde ein in diesem Komplex gefundenes,
aber bislang nicht identifiziertes Polypeptid von 65 kDa addiert. Da in dem beschriebenen
Komplex das Molekulargewicht der RubisCO mit 550 kDa zu grof ist, wurde vorgeschlagen,
dall RubisCO in der L2Ss-Form vorkommt (RAULT et al 1993). Bislang wurde die RubisCO
jedoch ausschlieBlich in der LgSs-Form (550 kDa) kristallisiert (SHIBATA et al. 1996) und gilt
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in héheren Pflanzen auch nur in dieser Form als katalytisch aktiv. Eine kleinere Form der
RubisCO, die L2S2-Form kommt ausschlieBlich in photosynthetisch aktiven Bakterien vor
(miindl. Mitteilung, P. Quick, Sheffield). Dartiiberhinaus wird diskutiert, dass die RubisCO
durch die RubisCO-Activase in die aktive Form tiberfiihrt werden muf3. RubisCO-Activase
entfernt bei diesem Prozel3 Ribulose-5-Phosphat von der RubisCO, mul} also an spezifischen
Bindungsstellen der RubisCO angreifen kénnen (BUCHANAN et al. 2001). Dass der in Spinat
beschriebene ME-Komplex existiert, scheint daher unter den Gesichtspunkten der
GroBenangabe und der u.U. nicht gegebenen Funktionsmoéglichkeit der RubisCO-Activase
fragwiirdig. Die Enzyme des ME-Komplexes in Spinat katalysieren im Calvin-Cyclus
aufeinanderfolgende Reaktionen, weshalb ein metabolic channeling angenommen wurde.
Nachdem die Arbeitsgruppe um Easterby & Powls (NICHOLSON et al. 1987) einen Komplex
zwischen PRK und NAD(P)(H)-GAPDH in der Griunalge Scenedesmus obliquus nachweisen
konnten (vgl. Kap. 4.3.2.), fanden sie in Spinat einen d4hnlichen Komplex (CLASPER et al.
1991). Dieser Komplex besteht auller aus NAD(P)(H)-GAPDH-A2B2-Tetrameren und PRK-
Dimeren aus der zusédtzlichen As-Form der NAD(P)(H)-GAPDH. Das Molekulargewicht
betrédgt 600 kDa und die Zusammensetzung des Komplexes wird mit folgenden Strukturen
vorgeschlagen: (A2B2)2A4Rs2 oder (A2B2)(A4)2R2. Das Molekulargewicht von A (GapA) betréigt
39,5 kDa, von B (GapB) 41,5 kDa und R (Untereinheit der PRK) 40,5 kDa. Zusétzlich wurde
in Spinat von diesen Autoren die 600 kDa-(A2B2)s-NAD(P)(H)-GAPDH beschrieben.

Ein weiterer ME-Komplex, bestehend aus RPI, RubisCO, NAD(P)(H)-GAPDH, SBPase und
FNR mit 900 kDa wurde ebenfalls fiir Spinat von SUSS et al. (1993) beschrieben. Samtliche
Enzyme dieses Komplexes wurden mittels Gold Immunolabeling an den d4ulleren
Membranen von Thylakoiden gefunden; mit Ausnahme von RubisCO, welches zusétzlich im
Stroma nachgewiesen wurde (SUSS et al. 1993, 1995, ADLER et al. 1993). In Chloroplasten
von Erbsen wurden zwei weitere Komplexe, bestehend aus NAD(P)(H)-GAPDH und
Aldolase, bzw. Aldolase und TPI charakterisiert. In dem Aldolase-TPI-Komplex kénnen
Aldolase-gebundenes GAP und TPI-gebundenes GAP als Substrat der NAD(P)(H)-GAPDH
fungieren (ANDERSON et al. 1995). Weiterhin wurde von einem Bi-Enzymkomplex, bestehend
aus NAD(P)(H)-GAPDH und PGK, in Weizenchloroplasten berichtet, der den Transfer von
1,3bisPGA zwischen den beiden Enzymen erleichtern soll (MALHOTRA et al. 1987, MACIOSZEK
& ANDERSON 1987, MACIOSZEK et al. 1990).

4.3.2. Enzym-Interaktionen in Algen

Der in Kapitel 4.3.1. aufgefiihrte Komplex zwischen NAD(P)(H)-GAPDH und PRK aus
Scenedesmus obliquus wurde mit einem Molekulargewicht von 560 kDa im Verhéltnis von
GAPDHs/PRKs von NICHOLSON et al. (1987) beschrieben. Zuvor wurde die PRK allein von
der gleichen Arbeitsgruppe mit einem Molekulargewicht von 470 kDa nachgewiesen (LAZARO
et al. 1986), und spater wurde von NICHOLSON et al. (1987) diskutiert, dass es sich dabei
ebenfalls um einen PRK/GAPDH-Komplex, jedoch in der Zusammensetzung GAPDHs/PRK4,
handeln konnte. Das Molekulargewicht einer Untereinheit von PRK betragt 42 kDa, von
NAD(P)(H)-GAPDH (GapA) 39 kDa.

Auch fur Chlamydomons reinhardtii wurde ein PRK4GAPDHs-Komplex mit einem
Molekulargewicht von 460 + 30 kDa beschrieben (AVILAN et al. 1997, LEBRETON et al. 1997).
Das Molekulargewicht der NAD(P)(H)-GAPDH-Untereinheit betragt hier 38 kDa und das
Molekulargewicht der PRK-Untereinheit 40 kDa. Dieser Komplex wird nur in Dunkel-
gehaltenen Chloroplasten gefunden, weshalb ein metabolic channeling im klassischen Sinne
hier ausgeschlossen werden kann. Zudem arbeiten beide Enzyme nicht direkt zusammen.
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4.3.3. NAD(P)(H)-GAPDH/PRK/CP12-Komplexe

Spinat-CP12 ist ein kleines, 8-12kDa grolles, nicht enzymatisch aktives Protein.
Charakteristisch sind zwei durch wenige Aminosiduren getrennte Peptidschlaufen, die durch
Oxidation und Bildung einer Disulfidbricke an zwei Cysteinen entstehen. Am N-Terminus
befindet sich eine lange Kette von Aminoséduren, welche zwei negativ und zwei positiv
geladene Aminosduren besitzt. Die Aminosdure-Sequenz des C-terminalen loops zeigt hohe
Homologien mit der CTE der NAD(P)(H)-GAPDH-Untereinheit B aus Spinat. (POHLMEYER et
al. 1996). Untersuchungen mittels des yeast two-hybrid systems ergaben, dass der C-
terminale loop an NAD(P)(H)-GAPDH, der N-terminale loop an PRK bindet. Es handelt sich
dabei nicht um kovalente Bindungen, sondern um Salzbriicken, welche zwischen CP12 und
NAD(P)(H)-GAPDH, bzw. PRK bestehen. Die Bindung tber Salzbriicken erfolgt ebenfalls
zwischen negativ geladenen Aminosiduren der CTE von GapB und positiv geladenen
Aminosiuren des S-loops von GapA (s. Abb. 48). GAPDH/PRK/CP12-Komplexe wurden in
Chlamydomonas reinhardtii, Synechocystis sp. und in Spinat nachgewiesen (WEDEL et al.
1997, WEDEL & SOLL 1998, SCHEIBE et al. 2002). CP12 wurde aullerdem in Tabak, Erbse und
Moosen identifiziert und zeigt untereinander sehr hohe Homologien. Es ist wahrscheinlich,
anzunehmen, dass in den genannten héheren Pflanzen neben der (A2B2)s-NAD(P)(H)-
GAPDH ein GAPDH/PRK/CP12-Komplex vorkommt. In Algen, in denen NAD(P)(H)-GAPDH
redoxmoduliert ist, besteht dieser Komplex aus GAPDH (A4), PRK und CP12.

Aufgrund der beschriebenen unterschiedlichen Zusammensetzung der MEs in héheren
Pflanzen und der Tatsache, dass diese Komplexe in der Regel im Dunkel-gehaltenen
Chloroplasten auftreten, werden sie in dieser Arbeit fiir zumindest fragwiirdig angesehen,
wenn es um metabolic channeling geht. Denn in den genannten Arbeiten wird beschrieben,
dass die Komplexe in Anwesenheit von reduzierten Thiolen oder Licht dissoziieren. Hinzu
kommt, dass RubisCO im Verhé&ltnis zu den anderen Calvin-Cyclus-Enzymen in
Chloroplasten reichlich vorhanden ist und ausschlieBlich in der 550 kDa-Form katalytisch
aktiv ist. Aufgrund der GréBe des Molekulargewichts kénnen weiterhin nicht alle aktiven
Calvin-Cyclus-Enzyme in diesen MEs vorkommen (RUTNER 1970). Im Sinne von MARTIN et
al. (1999) wird in dieser Arbeit die Meinung vertreten, dass Interaktionen zwischen
verschiedenen Enzymen des Calvin-Cyclus bestehen, aber es nach wie vor ungeklart ist,
wieviele Enzyme interagieren und ob dies in verschiedenen Organismen (z.B. Algen und
hoheren Pflanzen) unterschiedlich sein kann.
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5. Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen dienten dazu, die Eigenschaften und
Grundlagen zur Regulation der chloroplastidaren NAD(P)(H)-GAPDH im Wechsel zwischen
Licht- und Dunkelmetabolismus aufzuklaren. Dazu wurden Untersuchungen mit dem
System ‘isoliertes Enzym’ und dem System ‘isolierte Chloroplasten’ durchgefithrt. Durch die
Herstellung proteolysierter NAD(P)(H)-GAPDH und rekombinanter Untereinheiten GapAM,
GapBM und GapBM*C, sowie gleichzeitig exprimierter GapAMBM und GapAMBM“C war die
Moglichkeit geschaffen, die Funktion der CTE bei der Regulation zu untersuchen.
Eigenschaften von NAD(H)-abhéngiger plastiddrer GapCp konnten mit angereinigtem und
rekombinant hergestelltem Enzym aus roter Paprikafrucht ermittelt werden.

Regulation von NAD(P)(H)-GAPDH im isolierten intakten Chloroplasten aus Spinat

Durch Reduktion von NAD(P)(H)-GAPDH in belichteten isolierten intakten Spinatplastiden,
vermutlich durch Thioredoxiny, ist das Enzym sensitiver gegeniiber 1,3bisPGA, da der Ka-
Wert von 17-21 uM auf ca. 1-2 uM gesenkt wird. Die gleichzeitig steigende Konzentration
von 1,3bisPGA auf ca. 0,8 uM im Chloroplasten fiithrt zur Aktivierung und damit
verbundener Dissoziation des Enzyms. Die Aktivierung betrifft ausschlieBlich die NADPH-
abhangigen Aktivitditen. NADPH, NADP und ATP scheiden als Aktivatoren in vivo aus, da
sie bei im Chloroplasten im Licht und im Dunkeln herrschenden Konzentrationen von
140 uM NAD das Enzym nicht aktivieren und unphysiologisch hohe Konzentrationen der
Effektoren zur Aktivierung des Enzyms benétigt wiirden. Die Inaktivierung im Dunkeln
erfolgt durch Absenkung der 1,3bisPGA-Konzentration, und das Enzym wird durch ein
bislang nicht bekanntes Oxidationsmittel oxidiert. NAD, sowie moglicherweise auch GAP
und NADH sind an der Inaktivierung und gleichzeitigen Aggregation beteiligt.

Die CTE der Untereinheit B ist fiir die Aggregation/Dissoziation von NAD(P)(H)-GAPDH
verantwortlich

Im Vergleich von NAD(P)(H)-GAPDH-Isoenzymen besitzt ausschlieBlich GapB aus
Chloroplasten hoherer Pflanzen eine CTE von 28-32 Aminosduren Linge. Sie ist
gekennzeichnet durch zwei konservierte Cysteine, zwischen denen sich acht Aminosiduren
befinden. In der Mitte dieser acht Aminosauren befindet sich ein Prolin, welches u.a. fiir den
Richtungswechsel bei der Faltung eines Proteins verantwortlich ist, so dass sich zwischen
den beiden Cysteinen eine Disulfidbriicke ausbilden kénnte. Die CTE aus Spinat besitzt
auBlerdem einen hohen Anteil von sieben negativ geladenen Aminosauren. In Rahmen dieser
Arbeit wurde ein Modell enwickelt, welches beinhaltet, dass die Aggregation von vier (A2Bs)-
Tetrameren tiber Salzbriickenbindung negativ geladener Aminosiduren der CTE und nach
aullen exponierten positiv geladenen Aminosiduren von GapA vermittelt wird. Ergebnisse mit
NADP)(H)-GAPDH, der die CTE fehlt, d.h. proteolysierte NAD(P)(H)-GAPDH und
rekombinant hergestellte GapAM, GapBM“C und GapAMBMC bestatigen das Modell. Die drei
tetrameren Formen, sowie die gleichzeitig exprimierte GapAMBM“C sind nicht fahig, zu
aggregieren. Ausschliefllich GapB und die gleichzeitig exprimierte GapAMBMC aggregieren in
eine hochmolekulare Form von ca. 470 kDa, bzw. eine Mischung von 470 und 300 kDa.

Die CTE der Untereinheit B ist fiir die Redoxmodulation von NAD(P)(H)-GAPDH
verantwortlich.

NAD(P)(H)-GAPDH hoherer Pflanzen besitzt fiinf konservierte Cysteine: 18, 149, 153, 274
und 285, wovon sich Cystein 149 und Cystein 153 im aktiven Zentrum befinden. Cystein 153
in nicht an der Katalyse beteiligt. In der CTE von GapB sind zusatzlich zwei Cysteine 355
und 364 konserviert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die lange Zeit
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prognostizierte intramolekulare Disulfidbriicke zwischen Cystein 18 und 285 nicht
vorhanden ist. Dies ergibt sich aus der Tatsache, dass in Algen, deren NAD(P)(H)-GAPDH
als redoxmoduliert beschrieben ist, Cystein 285 nicht vorkommt. Weiterhin zeigen eigene
Ergebnisse, dass NAD(P)(H)-GAPDH, der die CTE fehlt, d.h. proteolysierte NAD(P)(H)-
GAPDH, rekombinant hergestellte GapAM und GapBM“C, weder durch DTTred noch in
Kombination mit 1,3bisPGA aktiviert werden. Die tetrameren Formen sind nicht
redoxmoduliert. Daraus wird gefolgert, dass die fiir die Redoxmodulation verantwortliche
Disulfidbriicke sich in der CTE von GapB befindet.

Die CTE der Untereinheit B ist fiir die Nucleotidspezifitdt von NAD(P)(H)-GAPDH
verantwortlich

Die Bindung von NADPH, bzw. NADH in den verschiedenen Isoenzymen von NAD(P)(H)-
GAPDH héngt von der Aminosdurezusammensetzung in den Positionen 32, 33, 187 und 188
ab. Die Aminoséduren 187 und 188 befinden sich auf einem S-loop, der in das aktive Zentrum
eines benachbarten Monomers hineinreicht und mit ihm eine funktionelle Einheit bildet.
NAD(H) wird in den Positionen 32 und 33 gebunden; eine Bindung von NADP(H) ist durch
sterische Hinderung und Ladung des Prolins 188, welches in cytosolischer NAD(H)-GAPDH
vorkommt, nicht moglich. Da chloroplastidire NAD(P)(H)-GAPDH in der Position 188 ein
Serin besitzt, kann die Phosphatgruppe von NADP(H) binden. Aufgrund der Affinitdten der
inaktiven 600 kDa- und aktiven 150 kDa-NADP)(H)-GAPDH fir NADPH, bzw. der in
Chloroplasten im Licht wie im Dunkeln herrschenden NADPH-Konzentrationen, wire es
theoretisch moglich, dass das Coenzym sowohl bei Belichtung als auch im Dunkeln
umgesetzt wird. Wahrend des Licht-Dunkel-Ubergangs wechselt das Enzym jedoch zwischen
dem Coenzym NADPH und NAD. In dieser Arbeit konnte anhand eines Modells aufgezeigt
werden, dass im Dunkel-adaptierten Chloroplasten die Bindung von NADPH an der
Aminosaure 188 unterbunden ist, da der S-loop um einige A aus dem aktiven Zentrum
gezogen wird. Ursache dafiir ist mit groBer Wahrscheinlichkeit die CTE, die in der 600 kDa-
Form an positiv geladenen Aminoséduren des S-loops bindet.

Die Aktivierung von NAD(P)(H)-GAPDH in struktureller Hinsicht.

Die 600 kDa-Form von NAD(P)(H)-GAPDH ist mit dem Coenzym NADPH inaktiv, da sich
innerhalb der CTE eine Disulfidbriicke gebildet hat. Die strukturelle Anderung der CTE
erlaubt es, dass negativ geladenene Aminosauren der CTE an nach aullen exponierten
positiv geladenen Aminosduren eines S-loops von GapA binden kénnen. Dadurch ist eine
Bindung von NADPH im aktiven Zentrum an den S-loop nicht mdglich. NAD kann
ungehindert binden. Bei einsetzender Belichtung wird die Disulfidbriicke der CTE
aufgebrochen, ohne dass das Enzym dissoziert. Mit steigenden Konzentrationen von dreifach
negativ geladenem 1,3bisPGA wird die Salzbriickenbindung zwischen der CTE und dem S-
loop gelost, so dass NAD(P)(H)-GAPDH in vier Tetramere dissoziiert und gleichzeitig
NADPH umsetzen kann.
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7 Anhang

Abkiirzungen

1,3bisPGA 1,3-bis-Phosphoglycerat

3PGA 3-Phosphoglycerat

6PGlu 6-Phospogluconat

ADP Adenosin-5'-diphosphat

ADPGlIc Adenosin-5'-diphosphat-Glucose

Amp Ampicillin

ATP Adenosin-5'-triphosphat

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
Chl Chlorophyll

CTE C-terminale Sequenzerweiterung

COsq Kohlendioxid

DHAP Dihydroxyacetonphosphat

DNase Desoxyribonuklease

DT Dicarboxylattranslokator

DTTred reduziertes DL-Dithiothreitol

E-Cup Eppendorf-Reaktionsgefily

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FeP Fructose-6-Phosphat

FBP Fructose-1,6-bisphosphat

FBPase Fructose-1,6-bisphosphatase

FPLC Fast performance Liquid Chromatography
FTR Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase

g Erdbeschleunigung

G1P Glucose-1-Phosphat

G6P Glucose-6-Phosphat

G6PDH Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

GAP Glycerinaldehyd-3-Phosphat

GapA Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, Untereinheit A
GapB Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, Untereinheit B
GapC Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, cytosolisch
GapCp Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenas, plastidar
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

h Stunde

H+ Wasserstoff

H202 Wasserstoffperoxid

HC1 Salzsadure

HC104 Perchlorsaure

Hepes 4-(-2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsiure
IPTG Isopropylthio-B-D-Thiogalaktopyranosid

Ko Aktivierungskonstante

KCl1 Kaliumchlorid

kDa Kilo-Dalton

KHCOs Kaliumhydrogencarbonat

KH:2COs Kaliumcarbonat

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

Kin Michaelis-Menten-Konstante

KOH Kaliumhydroxid

M molar

Mal Malat

MDH Malatdehydrogenase
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MgCl2
MgSO4
MnCl2
mM
NaCl
NAD
NADH
NADP
NADPH
NaHCOs
NaNj3
NaOH
Na(SOs)e
nm

O2

OAA
OAA-T
OoD
PAGE
PEG
PGK
pH

Pi

PFK
PRK
RNase
Rub5P
RuBP
RubisCO
S7P
SDS
SBP
SBPase
Tes

TP

TPT
Tris

U

Vmax

viv

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

Millimolar

Natriumchlorid

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, oxidierte Form
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, reduzierte Form
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat, oxidierte Form
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat, reduzierte Form
Natriumascorbat

Natriumacid

Natriumhydroxid

Natriumbisulfit

Nanometer

molekularer Sauerstoff

Oxalacetat

Oxalacetat-Translokator

optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphoenolpyruvat

Phosphoglyceratkinase

negativer dekadischer Logarithmus der H*-Ionenkonzentration
anorganisches Phosphat

Phosphofructokinase

Phosphoribulokinase

Ribonuklease

Ribulose-5-Phosphat

Ribulose-1,5-bisphosphat
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
Sedoheptulose-7-Phosphat

Natrium-Dodecyl-Sulfat (Sodium-dodecylphosphat)
Sedoheptulose-1,7-bisphosphat
Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase
N-(Tris-(hydroxymethyl)-methyl)-2-aminoethansulfonsdure
Triosephosphate

Triosephosphattranslokator
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Unit = umol Substratumsatz pro Minute
Maximalaktivitat

Volumenanteil am Endvolumen
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Aminosaurecode

HE<_SnEoUZEOR-IQEEOAQ R

oe
)
®
)
=]

HoQop

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Try
Tyr

Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin

Alanin

Cystein
Asparaginsédure
Glutaminsiure
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin

Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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