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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Schwefel und seine Verbindungen

Schwefel ist allgegenwartig, er durchlauft einen nattrlichen Kreislauf zwischen
seiner zumeist oxidierten, anorganische Form in Atmosphéare, Boden
Gewassern und den Organismen, welche den anorganischen Schwefel
assimilieren, reduzieren, verwerten und aus deren Biomasse wieder
anorganisches Sulfat regeneriert werden kann (Takahashi et al., 2011).
Schwefel stellt ein essentielles Nahrelement fir alle Lebensformen dar. Die
Rolle des Schwefels ist nicht mal3geblich strukturbildender Natur, sondern
vorwiegend durch die Etablierung Kkatalytischer und elektrochemischer
Interaktionen schwefelhaltiger Molekile gepragt (Leustek et al., 2000).
Aufgrund seiner biochemischen Eigenschaften bildet Schwefel in vivo ein
umfassendes Netzwerk redoxaktiver Schwefelspezies. Hierbei kann der
Schwefel in den Oxidationsstufen von -2, als Thiolgruppe bis +6, als freies
Sulfat vorliegen (Jacob Claus 2006) (Abbildung 1.1). Die von Schwefel-
verbindungen vermittelten Eigenschaften und Reaktionen umfassen neben
Redoxaktivitat auch nukleophile Substitution, Bindung von Metallen, Erzeugung
von Radikalen und elektrostatische Wechselwirkungen. Diese Variabilitat der
Schwefelverbindungen macht sie zum Ziel pharmakologischer Forschung, wo
sie Anwendung in Behandlungsansatzen von z.B. Schwermetallentgiftung,
Krebs, Amyloidose und Nephropathie finden (Fishbane et al., 2004; Blanusa et
al., 2005; Tucker et al., 2005; Pappa et al., 2006).

1.1.1 Priméare Schwefelassimilation

Der Weg der Schwefelassimilation wurde erstmals flr Escherichia coli und
Salmonella thyphimurium beschrieben und nachgewiesen (Jones-Mortimer
1968; Kredich 1971). Es wurde gezeigt, dass chemisch inertes Sulfat durch
Adenylierung aktiviert wird um Adenosinphosphosulfat (APS) zu bilden. Durch
erneute  Phosphorylierung wird Phosphoadenosinphosphosulfat (PAPS)
erzeugt, welches Thioredoxin-abhangig zu Sulfit reduziert werden kann. In einer
NADPH-abhéngigen Reaktion erfolgt die Reduktion zu Sulfid, welches schliel3-

lich mit O-Acetylserin Cystein bildet. Cystein ist das zentrale Produkt der
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reduktiven Schwefelassimilation, welches auRerdem ein wichtiges Intermediat
fur die Synthese der meisten Schwefelmetaboliten darstellt (Leustek et al.,
2000; Hell und Wirtz 2011). Neben den schwefelhaltigen Aminoséuren Cystein
und Methionin und ihrer Funktion in Proteine und Peptiden, ist Schwefel in
Thiolen, prosthetischen Gruppen, Vitaminen und Co-Faktoren prasent (Foyer
und Noctor 2009; Kopriva et al., 2009). Darlber hinaus hat Schwefel Funktion
in der Regulation von Hormonen durch Sulfatierung, wie bei Jasmonsaure und

Brassinosteroid (Matsubayashi und Sakagami 1996; Gidda et al., 2003; Amano

et al., 2007; Marsolais et al., 2007).
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Abbildung 1.1 Redoxnetzwerk der Oxidationsstufen des Schwefels.

Der Schwefel erfillt in Organismen eine Vielzahl von Aufgaben, die zumeist mit seiner Redoxreaktivitat
verknupft sind. Gezeigt werden die mdglichen Oxidationsstufen, welche der Schwefel in vivo durchlauft

und die damit assoziierten Reaktionen.
Reproduced from Jacob Claus 2006 with permission of the Royal Society of Chemistry.
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Pflanzen sind die Primarproduzenten schwefelhaltiger Aminoséuren. Obgleich
Schwefel in Pflanzen das am wenigsten abundante Makroelement mit
durchschnittlich 0,5 % Anteil an der Trockenmasse ist, bilden Pflanzen eine
Vielzahl an charakteristischen Schwefelmetaboliten (Romero et al., 2014). Sie
sind als Sulfolipide Bestandteile ihrer Membranen und Zellwande (Popper et al.,
2011; Benning 1998). Dariber hinaus bilden die Familien der Brassicaceaen
und Alliaceaen die schwefelhaltigen, spezialisierten Metaboliten Glucosinolate
und Alliine, welche Teil der Abwehr gegeniiber Pathogenen und Fral3feinden
sind (Halkier und Gershenzon 2006; Jones et al.,, 2004). Lange wurde
angenommen, dass die reduktive Schwefelassimilation in Pflanzen analog zu
dem beschriebenen Weg in Mikroorganismen ablauft. Studien mit Grinalgen
lieferten erste Hinweise, dass Sulfid in photosynthetischen Organismen nicht
durch die Reduktion von PAPS sondern von APS erzeugt wird (Schmidt 1972).
Seitdem wurden die einzelnen Schritte der reduktiven Schwefelassimilation in
Pflanzen auf biochemischer und genetischer Ebene charakterisiert, unterstitzt
durch die zunehmende Verflugbarkeit genomischer Sequenzen (Takahashi et
al.,, 2011). Die gegenwartig gultige Auffassung des primaren Schwefel-
metabolismus in Pflanzen ist in Abbildung 1.2 zusammengefasst. Wenngleich
Pflanzen in der Lage sind unterschiedlichste Schwefelverbindungen, wie
Schwefeldioxid oder Hydrogensulfid als Schwefelquelle zu nutzen, ist doch
anorganisches Sulfat die Hauptressource (Leustek et al., 2000). Die Sulfat-
aufnahme Uber die Plasmamembran wird unterstitzt durch membran-
gebundene Transporter, die den Co-Transport von Protonen nutzen um das
Membranpotential zu Uberwinden (Lass und Ullrich-Eberius 1984; Smith et al.,
1995). Fir Arabidopsis sind 14 Sulfattransporter (SULTR) beschrieben, welche
in 5 Gruppen, in Abhangigkeit von Sequenz, biochemischen Eigenschaften und
physiologischer Funktion eingeteilt werden (Hawkesford 2003; Buchner et al.,
2004; Takahashi 2010). Unlangst wurde erstmals ein Chloroplasten-lokalisierter
Transporter charakterisiert, welcher an der Bereitstellung von Sulfat im
Chloroplasten beteiligt ist (Cao et al., 2013). Durch das niedrige Reduktions-
potential des aufgenommenen Sulfats wird es in einer ATP-abh&ngigen
Reaktion aktiviert (Schmidt und Jager 1992). Die Adenylierung des Sulfats zu
APS wird durch ATP-Sulfurylasen (ATPS, EC 2.7.7.4) katalysiert. Da das

Gleichgewicht der Reaktion stark auf der Seite des ATPs liegt, werden die
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Konzentrationen der Produkte durch einen hohe Fluss der Metabolisierung und
durch Hydrolyse des gebildeten Pyrophosphats mittels anorganischer Pyro-
phosphatase gering gehalten (Kopriva et al., 2009).
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Abbildung 1.2 Reduktive Sulfatassimilation und Metabolisierung

Nach Aufnahme des I6slichen Sulfats aus dem Boden durch Sulfattransporter (SULTR) wird es durch die
ATP-Sulfurylase (ATPS) mittels ATP aktiviert um Adenosinphosphosulfat (APS) darzustellen. APS wird
durch die APS-Reduktase (APR) zunachst zu Sulfit und anschliefend mittels Sulfitreduktase (SiR) zu
Sulfid reduziert. Die O-Acetylserin-Thiolyase (OASTL) vermittelt die Reaktion von O-Acetylserin und Sulfid
zu Cysteine. Cysteine bildet die Vorstufe der meisten Schwefelmetaboliten in Pflanzen. Alternativ kann
APS durch die APK-Kinase (APK) erneut phosphoryliert werden um PAPS bereitzustellen, welchen das
Substrat fir Sulfatierungsreaktionen von beispielsweise Glucosinolaten und Hormonen bildet
(Sulfotransferasen — SOT). Weitere im Schwefelmetabolismus involvierte Enzyme: Serinacetyltransferase
(SAT), y-Glutamylcysteinyl-Synthetase (GSH1), Glutathion-Synthetase (GSH2), Phytochelatinsynthase
(PCS), Cystathionin-y-Synthase (CGS), Cystathionin-B-Lyase (CBL), Homocysteinmethyltransferase
(HMT), Sulfitoxidase (SOX)
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Fur Arabidopsis wurden vier Plastiden-lokalisierte Isoformen der ATPS
beschrieben (Leustek et al., 1994; Murillo und Leustek 1995; Hatzfeld et al.,
2000). Demgegenuber ist in Pflanzen auch cytosolisch lokalisierte ATPS-
Aktivitat bekannt, wie fur Spinat (Spinacia oleracea) und Kartoffel (Solanum
tuberosum) (Lunn et al., 1990; Renosto et al., 1993; Klonus et al., 1994; Rotte
und Leustek 2000). Die Reduktion von Sulfat Uber die Zwischenstufe APS findet
dennoch in allen Pflanzen ausschlie3lich in den Chloroplasten statt. Die
Reaktion wird durch APS-Reduktasen (APR, EC 1.8.99.2) katalysiert, welche
eine Schlusselrolle in der Regulation der Sulfatassimilation spielen (Vauclare et
al., 2002; Kopriva und Koprivova 2004; Koprivova et al., 2008). Die APRs
wurden Uber eine deutliche Homologie mit den PAPS-Reduktasen in
Escherichia coli und ihrer Fahigkeit zur funktionalen Komplementation der
PAPS-Reduktaseaktivitat identifiziert (Gutierrez-Marcos et al., 1996). Der
malf3gebliche Unterschied zwischen den PAPS-Reduktasen von Mikro-
organismen und den pflanzlichen APRs sind zwei Cysteinpaare im N-Terminus
der APRs, welche einen Eisen-Schwefel-Cluster als Cofaktor binden (Kopriva et
al., 2001). APRs sind aus einer aminoterminalen Reduktase-Domane und einer
carboxyterminalen Thioredoxin/Glutaredoxin-ahnlichen Doméne aufgebaut. Die
zur Reduktion von APS zu Sulfit bendétigten Elektronen werden mittels der
Glutaredoxinaktivitat durch die Oxidation von Glutathion rekrutiert (Bick et al.,
1998; Suter et al., 2000; Martin et al., 2005). SchlieZlich wird Sulfit in einer
Ferredoxin/NADPH-abhangigen Reaktion mittels Sulfitreduktase (SIR, EC
1.8.1.2) zu Sulfid konvertiert. Die SiR tritt als Homooligomer auf, dessen
Untereinheiten jeweils Sirohdm und Eisen-Schwefel-Cluster als Cofaktoren
binden (Leustek 2002). Sie weist eine hohe Sequenz- und Strukturhomologie
zur Nitritreduktase auf, welche vermuten lasst, dass beide Gene aus einem
Duplikationsereignis resultieren (Patron et al., 2008). In Arabidopsis codiert
lediglich ein einziges Gen fur SiR, daher ist der Funktionsverlust letal (Khan et
al., 2010). Die endgultige Assimilation des Sulfats wird mit der Bildung von
Cystein durch die Etablierung des Schwefels im Aminosauregerist
abgeschlossen. Hierzu reagiert Sulfid mit O-Acetylserin (OAS), welches durch
die Coenzym-A-abhangige Acetylierung von Serin gebildet wurde (Leustek
2002). Die Reaktion wird vermittelt durch die O-Acetylserin-Thiolyase (OASTL,
EC 2.5.1.47), welche mit der Serin-Acetyltransferase (SAT, EC 2.3.1.30), die
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OAS bildet, gemeinsam als Heterooligomer vorliegt. Dieser Komplex wird als
Cysteinsynthase beschrieben (Romero et al., 2014). In Arabidopsis sind die
SATs mit 5 Isoformen und die OASTLs mit 9 Isoformen vertreten, welche
spezifisch an der Bereitstellung unterschiedlicher subzellularer Cysteinspeicher
in Cytosol, Plastiden und Mitochondrien beteiligt sind (Jost et al., 2000; Howarth
et al., 2003; Heeg et al., 2008; Watanabe et al., 2008; Romero et al., 2014).
Cystein ist ein wichtiges Produkt und Intermediat in der Metabolisierung von
Sulfat. Die Bedeutung von Cystein und seinen Reaktionen wird vor allem durch
die Thiolgruppe vermittelt. Aufgrund ihrer hohen Redoxreaktivitat strebt sie die
Bildung von Disulfidbricken an, welche stabilisierende und strukturbildende
Funktion in der Proteinfaltung haben (Haag et al., 2012). AulRerdem fungieren
Disulfidbriicken als Redoxregulationsmechanismus fir Enzymfunktionen oder
die Katalyse enzymatischer Reaktionen (Buchanan und Balmer 2005; Richau et
al., 2012). Ausgehend von Cystein wird in Pflanzen eine Vielfalt von Schwefel-
metaboliten gebildet, welche in zellulare Mechanismen der Signaltransduktion,
Abwehr und Homdostase involviert sind. Darunter Methionin, Glutathion,
Glucosinolate, Alline, Phytoalexine und Hydrogensulfid (Rausch und Wachter
2005; Calderwood und Kopriva 2014).

1.1.2 Methionin

Durch die Ubertragung der Thiolgruppe des Cysteins auf Homoserin, wird tiber
die Zwischenstufen Cystathionin und Homocystein, Methionin gebildet. Neben
seiner proteinogenen Funktion ist Methionin Vorstufe von S-Adenosylmethionin
(SAM), welches die Regulation von Genexpression durch DNA-Methylierung
und die Synthese des Phytohormons Ethylen vermittelt (Bleecker und Kende
2000; Amir 2010; Sauter et al., 2013). In Arabidopsis unterliegt die Synthese
von Methionin einer Regulation der beteiligten Enzyme, wie der Cystathionin-y-
Synthase (EC 2.5.1.48), durch die Endprodukte Methionin und SAM (Giovanelli
et al., 1985; Kim und Leustek 2000; Chiba et al., 2003). SAM ist neben ATP
einer der meist verbrauchten Cofaktoren. 80 % des metabolisierten Methionins
werden zu SAM konvertiert und in Methylierungsreaktionen von Nukleinséuren,
Proteinen und Phospholipiden sowie der Polyaminsynthese bendtigt.
Demgegenuber werden lediglich 20 % zur Proteinbiosynthese eingesetzt (Lu
2000; Jander und Joshi 2009).
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1.1.3 Glutathion

Das Tripeptid Glutathion (GSH) ist aufgebaut aus den Aminosauren
Glutaminsaure, Cysteine und Glycin. Charakteristisch ist die Bindung der
Glutaminsaure Uber die y-Carboxylgruppe an das Cystein, welche sich von der
a-Carboxyl-Peptidbindung in Proteinen unterscheidet (May et al., 1998; Noctor
et al., 2011). Glutathion oder seine homologen Formen, welche Glycin durch
andere Aminosauren substituieren, konnen in allen aeroben Organismen
gefunden werden (Fahey 2001) (Abbildung 1.3). Beispielsweise wird in Legu-
minosen neben GSH Homoglutathion gebildet, welches B-Alanin anstelle von
Glycin bindet (Frendo et al., 2001). Des Weiteren wurden Derivate mit Serin, in
Getreiden und Glutaminsaure in Mais beschrieben (Klapheck et al., 1992;
Meuwly et al., 1993). Die Biosynthese von GSH in Pflanzen erfolgt aus den
Aminosauren Glutaminsaure, Cysteine und Glycin in zwei ATP-abhangigen,
enzymatischen Reaktionen vermittelt durch die y-Glutamylcysteinyl-Synthetase
(GSH1, EC 6.3.2.2) und die Glutathion-Synthetase (GSH2, EC 6.3.2.3).
Wahrend GSH1 ausschlief3lich in Chloroplasten lokalisiert ist, werden fir GSH2
zwei Isoformen exprimiert, welche jeweils im Cytosol und im Chloroplasten
agieren (Wachter et al., 2005). Zwischen Cytosol und Chloroplast vermitteln
Transporter den Austausch sowohl des Substrats y-Glutamylcystein (YEC), als
auch des Produkts GSH (Maughan et al., 2010). Die Biosynthese von GSH ist
vor allem abhéngig von der GSH1-Aktivitdit und der Cysteinverfigbarkeit
(Noctor et al., 1996; Noctor et al., 1998; Noji und Saito 2002; Wirtz und Hell
2007). Wobei die GSH-Synthese inhibitorisch durch den endogenen GSH-
Gehalt reguliert wird (Noctor et al., 2002). Demgegentber werden GSH1 sowie
GSH2 induziert durch die Anwesenheit von Jasmonséure (jasmonic acid — JA),
Schwermetallen und oxidativen Bedingungen (Xiang und Oliver 1998; Jez et al.,
2004; Sung et al., 2009). Ein Fehlen von GSH ist embryoletal, wie Studien zum
Funktionsverlust von GSH1 zeigen (Cairns et al., 2006). Pflanzen mit
verringerten Syntheseraten von GSH zeigen Entwicklungsdefekte durch
fehlerhafte Steuerung des Zellzyklus und erhohte Anfalligkeit gegentber
Pathogenen und Schwermetallen (Howden et al., 1995; Cobbett et al., 1998;
Vernoux et al., 2000; Parisy et al., 2007; Schlaeppi et al., 2008; Diaz Vivancos
et al., 2010).
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Abbildung 1.3 Struktur von GSH und haufigen, analogen Strukturen

Glutathion (a) ist in der Zelle von groRRer Bedeutung fur die Redoxhomdostase und Prozesse der
Detoxifizierung. Einige Organismen verwenden in dieser Funktion neben Glutathion auch Strukturanaloga.
Hierbei ist das Glycin die variable Aminoséure. Homoglutathion (b), welches charakteristisch fur
Leguminosen ist verfiigt an Stelle von Glycin Gber B-Alanin. Fir Getreide wurde y-Glutamylcysteinylserin
(c) beschrieben und fur Mais ist y-Glutamylcysteinylglutaminsaure (d) bekannt.

GSH bildet den zentralen Speicher nicht proteinassoziierten Schwefels und
seine Transportform (Meister 1988; Mendoza-Cozatl et al., 2008; Herschbach et
al., 2012). Die zellularen Konzentrationen fur Glutathion liegen bei 6-10 mM in
pflanzlichen, sowie in Sdugergeweben (Akerboom et al., 1982; Leustek et al.,
2000). GSH vermittelt ein reduzierendes Zellmilieu in seiner Funktion als
Redoxpuffer. Hierbei ist die wichtigste funktionale Gruppe des GSH die
Thiolgruppe, basierend auf ihrem stark nukleophilen Charakter. Sie ermoglicht
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es GSH uber Disulfidbrickenbindung ein Redoxgleichgewicht zwischen GSH
und Glutathiondisulfid (GSSG) einzustellen, welches ublicherweise mit Uber
90 % auf der Seite von GSH liegt (Mullineaux und Rausch 2005; Foyer und
Noctor 2011). Dieses Gleichgewicht macht GSH, neben der Ascorbat-
peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) und der Katalase (CAT, EC 1.11.1.6) zu einem
wirksamen Schutz gegen reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species —
ROS), welche im Kontext mit biotischem und abiotischem Stress gebildet
werden (Noctor und Foyer 1998; Ruiz und Blumwald 2002). Die
Aufrechterhaltung und Wiederherstellung des reduzierten Zustands von GSH
erfolgt durch eine NADPH-abhéngige Reaktion vermittelt durch die
Glutathionreduktase (GR, EC 1.8.1.7) (Noctor et al., 2002). Weiterhin gibt es
Hinweise, dass das Redoxpotential der Zelle und die Biosynthese von GSH bei
biotischem und abiotischem Stress unmittelbar Einfluss auf die Genexpression
nehmen konnen und in die posttranslationale Regulation von Enzymfunktionen
involviert sind (May et al., 1998; Li et al., 1997; Ball et al., 2004).

1.1.3.1 Glutathionkonjugatmetabolismus

Neben ihrer redox-assoziierten Funktion vermittelt die Thiolgruppe
Verbindungen mit elektrophilen Substanzen wie Metallionen, Pestiziden oder
Xenobiotika sowie endogenen Metaboliten, welche haufig toxische Wirkung auf
den Organismus haben (Lamoureux et al., 1973; Kreuz et al., 1996). Diese
Konjugation an GSH erfolgt sowohl spontan, als auch katalysiert durch
Glutathiontransferasen (GSTs, EC 2.5.1.18) (Wang und Ballatori 1998;
Edwards und Dixon 2005; Cummins et al., 2011).

Die Entgiftung von Fremdsubstanzen wird in drei Phasen gegliedert:
Transformation (1), Konjugation (II) und Kompartimentierung bzw. Exkretion (l11)
(Sandermann 1994). Die Transformation beschreibt die Aktivierung der
Fremdsubstanzen, welche die Konjugation an Akzeptormolekiile erleichtert.
Neben Glutathion kénnen auch Glucosylreste und Aminoséauren als Akzeptoren
fungieren (Sandermann 1992; Nebert und Dalton 2006). Die Konjugatbildung
mit GSH hat eine zentrale Bedeutung im Entgiftungsstoffwechsel, durch sie
werden die zumeist hydrophoben wie reaktiven Substanzen in eine l6sliche,
stabile Form dberfuhrt. Die Kompartimentierung in pflanzlichen Systemen

bedeutet eine Einlagerung der Konjugate in die Vakuole, da ihnen die
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unmittelbare Exkretion, wie sie in tierischen Systemen erfolgt, nicht méglich ist.
Durch die Kompartimentierung bzw. Exkretion wird die Fremdsubstanz vom
Zellstoffwechsel isoliert und dadurch unschadlich. Gegeniiber dem tierischen
System sind Pflanzen in der Lage die einlagerten Konjugate zu remobilisieren
und zu verstoffwechseln (Wolf et al., 1996).

Fur den Glutathionkonjugatmetabolismus in Pflanzen sind, neben den GSTs,
die Phytochelatinsynthasen (PCS, EC 2.3.2.15) an Prozessen der GSH-
vermittelten Detoxifizierung beteiligt. In Pflanzen treten GSTs als Protein-
familien mit einer Vielzahl von Vertretern auf. So sind flr Arabidopsis thaliana
55 GST-codierende Loci beschrieben, welche phylogenetisch in 8 Klassen
unterschieden werden (Dixon und Edwards 2010a). Sie sind aufgebaut aus
einer aminoterminalen, Thioredoxin-ahnlichen Doméne und einer carboxy-
terminalen a-Helix (Atkinson und Babbitt 2009). Die Thioredoxin-Doméane bindet
spezifisch GSH oder seine yEC-Derivate. Im Allgemeinen liegen GSTs als
Homo- oder Heterodimere vor (Dixon et al., 1999; Sommer und Bdger 1999).
Die Koordination von GSH erfolgt Uber eine Aminosaure im aktiven Zentrum, in
der Regel Serin, welche der Thiolgruppe das Proton entzieht (Tajc et al., 2004).
GSH liegt somit als reaktives Thiolatanion vor, welches ein elektrophiles
Substrat binden kann. Neben ihrer Funktion in der GSH-assoziierten
Detoxifizierung von Xenobiotika, sind GSTs in den intrazellularen Transport von
beispielsweise Flavonoiden involviert. Auf3erdem agieren sie in Redox-
prozessen und der Glutathionylierung reaktiver Metaboliten als Schutzgruppen-
funktion, wie bei Porphyrinogenen und Oxylipinen (Dixon et al., 2010b).

PCSs sind ein zentraler Bestandteil der Schwermetallentgiftung in Pflanzen. Die
als Dipeptidyltransferase charakterisierten Enzyme bilden Phytochelatine,
welche in der Lage sind Schwermetallionen in Chelatkomplexen zu binden (Grill
et al., 1989; Vatamaniuk et al., 1999). Phytochelatine sind aus repetitiven
Einheiten von yEC aufgebaut, die durch Polykondensation von GSH-Molekiilen
unter der Abspaltung des C-terminalen Glycins verkntpft werden (Vatamaniuk
et al., 2004). PCSs sind gegliedert in einen katalytischen N-Terminus und einen
cysteinreiche C-Terminus. Die katalytische Doméne ist hoch konserviert und
enthalt eine charakteristische, katalytische Triade aus Cystein, Histidin und
Aspartat, welche sie als Papain-&hnliche Cysteinprotease klassifiziert (Vivares

et al., 2005). Der C-Terminus zeigt demgegenuber nur geringe Homologie in

10
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unterschiedlichen Spezies und ist nicht essentiell fur die enzymatische
Funktion. Es wurde postuliert, dass der C-Terminus als Schwermetallsensor
fungiert und Einfluss auf die Regulation der PCS-Aktivitat hat (Tsuiji et al., 2005;
Vestergaard et al., 2008). Die Bindung von Glutathion erfolgt tber die
Acylierung des Cysteins im katalytischen Zentrum, in deren Folge der
Glycinrest abgespalten wird. AnschlieRend wird das Dipeptid auf ein GSH-
Molekul oder bestehendes Phytochelatin Gbertragen. Dieser Prozess wird durch
die Anwesenheit von Schwermetallionen induziert (Oven et al., 2002; Beck et
al., 2003).

In Pflanzen werden GSH-Konjugate von Xenobiotika, sowie Phytochelatine
Ublicherweise, mittels MRP-Transportern (multidrug resistance-associated
Protein) ATP-abhangig in die Vakuole transportiert (Martinoia et al., 1993; Rea
1999; Cobbett 2000; Foyer et al., 2001; Mendoza-Cozatl et al., 2011). Dort
erfolgt der sequentielle Abbau der Konjugate. Fur Sdugerorganismen wird der
Abbau von GSH-Konjugaten durch die Abspaltung des y-Glutamylrests durch y-
Glutamyltransferasen (GGT, EC2.3.2.2) initiiert (Meister 1995). Die Spaltung
der y-Glutamylbindung ist in vivo auf die GGTs limitiert (Martin et al., 2007).
Homologe Enzyme in Pflanzen vermitteln entsprechend den Konjugatabbau in
der Vakuole. Fur Arabidopsis sind drei funktionale GGTs beschrieben von
denen lediglich eine, GGT4 (At49g29210), in der Vakuole lokalisiert ist (Grzam et
al.,, 2007; Ohkama-Ohtsu et al.,, 2007b). GGT1 (At4g39640) und GGT2
(At4g39650) zeigen membrangebundene, apoplastische Lokalisierung und sind
nicht an der Degradation von GSH-Konjugaten beteiligt (Ohkama-Ohtsu et al.,
2007a). Das gebildete Cysteinylglycin-Konjugat wird schlief3lich, durch bislang
nicht beschriebene, vakuoldare Carboxypeptidase zum Cysteinkonjugat
abgebaut. Der Prozess der Konjugatdegradation in Pflanzen erfolgt nicht
notwendigerweise in dieser Reihenfolge. Fir die Konjugate von Alachlor und
Fenchlorim wurde das yEC-Konjugat als initiales Abbauprodukt beschrieben
(Wolf et al., 1996; Brazier-Hicks et al., 2008). Daruiber hinaus gibt es Hinweise,
dass in Pflanzen der Abbauweg oder einzelne Prozesse des Abbaus sowohl
cytosolisch, als auch vakuolar erfolgen konnen. Fir die cytosolischen Enzyme
PCS und y-Glutamylpeptidase (GGP) konnte in vivo gezeigt werden, dass sie
cytosolisch GSH-Konjugate C-terminal bzw. N-terminal degradieren kdnnen
(Blum et al., 2010; Geu-Flores et al., 2011) (Abbildung 1.4).
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Wahrend Funktion und Metabolisierung von GSH-Konjugaten in tierischen
Systemen ausfuhrlich untersucht und beschrieben wurden, ist das Wissen uber
GSH-Konjugate in Pflanzen fragmentarisch. Zwar sind die Prozesse der
Konjugatbildung und deren exogenen Substraten intensiv untersucht worden,
dennoch bleibt die Kenntnis bezuglich Funktion und Abbau der Konjugate,
insbesondere von endogen Substraten rudimentéar. Bekannte, endogene Kandi-
daten fir die Konjugation an GSH in Pflanze sind Flavonoide, Phytoalexine,
Derivate von Phytohormonen und oxidierten Fettsduren. Der charakteristische
Unterschied zwischen endogene Metaboliten und Xenobiotika ist der Mecha-
nismus der Bindung. Die katalysierte, kovalente Bindung von Xenobiotika ist
Ublicherweise eine nukleophile Substitution einer Abgangsgruppe durch GSH.
Endogene Substrate hingegen werden haufiger durch Additionsreaktionen
konjugiert und sind reversibel (Dixon et al., 2010b). Beispielweise findet der
Transport von Anthocyanen in die Vakuole GSH-gekoppelt statt, welche im
Anschluss GSH freisetzen (Marrs 1996; Alfenito et al., 1998; Xiang et al., 2001).
Da endogene Metaboliten demnach nur temporar als GSH-Konjugat vorliegen
und ihre Bildung potentiell an spezifische Bedingungen geknupft ist wird der
Nachweis solcher Konjugate erschwert. Weiterhin wurden Konjugate von OPDA
in Abhangigkeit von Pathogeninfektion beschrieben (Ohkama-Ohtsu et al.,
2011). Diese Konjugate waren instabil und zeigten eine starke Tendenz zu
Eliminierung von GSH (Dixon et al., 2009). Gleiches konnte fir die Konjugate
von Oxylipinen und Porphyrinogenen beobachtet werden (Davoine et al., 2006;
Dixon et al., 2008). Aul3erdem wurden Konjugate von oxidierten, ungesattigten
Verbindungen, wie Fettsauren oder Chalkonen beschrieben. Diese Verbin-
ungen bilden reaktive, redoxaktive Zentren, welche durch die Konjugation an
GSH stabilisiert werden kénnen (Cummins et al., 2003; Mueller et al., 2008).
Basierend auf den beschriebenen GSH-Konjugaten endogener Metaboliten
kann angenommen werden, dass die Konjugation endogener Metaboliten
sowohl die Funktion der Detoxifizierung reaktiver Nebenprodukte, als auch eine

Transport- und Transferfunktion erfullt.
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Abbildung 1.4 Abbau von Glutathionkonjugaten

Schema der Abbauwege von Glutathionkonjugaten (GS-X) in Pflanzen. Die Degradation von Glutathion
(GSH) und seinen Konjugaten kann in der Vakuole durch Carboxypeptidasen (CP) und y-Glutamyl-
transferasen (GGT) erfolgen. Ein analoger Abbauweg existiert im Cytosol. Hier kbnnen die Phytochelatin-
synthasen den C-terminalen Abbau von GSH induzieren, sowie y-Glutamylcyclotransferase (GGC) und v-
Glutamylpeptidasen den N-terminalen Abbau. GGCs sind auRerdem an der Bereitstellung von freier
Glutaminséaure beteiligt. Apoplastische GGTs sind fir die Umsetzung von Glutathiondisulfid in Verbindung
mit Redoxprozessen verantwortlich.

Republished with permission of American Society of Plant Biologists, from Glutathione, Noctor et al., in
Arabidopsis Book 9, 2011; permission conveyed through Copyrights Clearance Center, Inc.

1.1.4 Spezialisierter Schwefelmetabolismus

Pflanzen sind Produzenten einer Reihe von Metaboliten, welche seit der
Pragung des Begriffs 1891 durch Albert Kdssel, als sekundare Pflanzenstoffe
bezeichnet wurden. Das Kiriterium fir die Klassifizierung von Sekundéar-
metaboliten war der mangelnde Nutzen fir die Bildung neuer Zellen (Hartmann
2008). Der Begriff Sekundarmetaboliten wurde als Uberholt erachtet, als die
physiologischen Funktionen sowie die evolutionsbiologische Bedeutung dieser
Pflanzenstoffe deutlich wurde. So werden diese Metaboliten angesichts ihrer
spezifischen Funktionen beispielsweise in der Pathogenabwehr, als ,spezia-
lisierte Metaboliten“ bezeichnet (Pichersky und Lewinsohn 2011).

Die VerknUpfung der assimilatorischen Reduktion des Schwefels und dem
spezialisierten Metabolismus in Pflanzen erfolgt ausgehend von APS und
Methionin. Durch erneute Phosphorylierung von APS kann PAPS gebildet
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werden. Die Phosphorylierung wird durch APS-Kinasen (APK, EC 2.7.1.25)
vermittelt, welche sowohl im Chloroplasten als auch im Cytosol erfolgen kann
(Mugford et al., 2009; Mugford et al., 2010). In Pflanzen ist PAPS Kkein
Intermediat der reduktiven Schwefelassimilation, wie in Mikroorganismen, und
steht alleinig als Substrat fur Sulfatierungsreaktionen zur Verfigung. Die
Sulfatierung ist eine wichtige Modifikation von beispielsweise Proteinen und
Hormonen, welche Konformationséanderungen, Aktivierung oder Deaktivierung
bewirken kann (Gigolashvili et al., 2012). Ein wichtiges Ziel der Sulfatierung in
der Familie der Brassicaceaen sind die Glucosinolate. Glucosinolate sind
abundante, schwefelhaltige Metaboliten, welche vor allem an der Abwehr von
Pathogenen und Herbivoren beteiligt sind (Halkier und Gershenzon 2006). In
Brassicaceaen kann daher der Anteil von Schwefel in einigen Geweben bis zu
10 % der Trockenmasse ausmachen (Rosa et al., 1997). Glucosinolate werden
auf Basis von Aminosauren synthetisiert (Abbildung 1.5). Sie kbnnen Derivate
von Alanin, Leucin, Isoleucin, Valin und Methionin, sowie Phenylalanin und
Tryptophan sein (siehe 2.4.4) (Fahey et al., 2001; Sgnderby et al., 2010). In
Arabidopsis sind die meisten Vertreter von Glucosinolaten Abkdémmlinge von
Tryptophan (Indolglucosinolate) und Methionin (aliphatisch Glucosinolate)
(Kliebenstein et al., 2001b). Wahrend der Biosynthese werden zwei Schwefel-
gruppen in die Glucosinolatkernstruktur eingefihrt (siehe 2.4.4). GSH ist der
Schwefeldonor fur die Thiolgruppe, Uber welche schlie3lich das Glucosyl
gebunden wird (Schlaeppi et al., 2008; Bednarek et al., 2009). Im letzten Schritt
der Kernsynthese erfolgt die Sulfatierung durch PAPS, wodurch das
Glucosinolat seine aktive Form erhélt. Die Vorstufe, die Desulfoglucosinolate
verfigen Uber keine biologische Aktivitat (Gigolashvili et al., 2012). Die Funktion
der Glucosinolate in der Pathogenabwehr wird durch die Myrosinase (EC
3.2.1.147) vermittelt (Wittstock und Burow 2010). Die Myrosinase ist durch
Kompartimentierung von den Glucosinolaten getrennt, sie ist in Idioblasten des
Phloemparenchyms lokalisiert und wird durch Gewebeverletzung beispiels-
weise durch Fral3 freigesetzt (Andréasson et al., 2001). Durch ihre Thio-
glucosidaseaktivitat spaltet sie das Glucosinolat in Glucosid und ein
Glucosinolataglycon. Das instabile Aglycon bildet durch Umlagerung reaktive
und toxische Verbindungen, wie Isothioncyanate und Nitrile (Cole 1976; Bones
und Rossiter 1996; Rask et al., 2000; Lambrix et al., 2001) (Abbildung 1.6).
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Neben Glucosinolaten werden auch Oligopeptide, wie Phytosulfokine und PSY1
sulfatiert, die an der Entwicklung und Zellproliferation beteilig sind
(Matsubayashi und Sakagami 1996; Amano et al., 2007). Ebenso erfolgt die
Regulation der Aktivitat der Phytohormone Brassinosteroid und Jasmonsaure
durch Sulfatierung (Gidda et al., 2003; Marsolais et al., 2007). Weiterhin ist in
Brassicaceaen das Phytoalexin Camalexin beschrieben, welches eng mit der
Biosynthese der Glucosinolate verknupft ist (siehe 2.4.4.1) (Glawischnig et al.,
2004).

H ©) R H R H
R CO0~  cyP79 CYP83 \r
— do
NHS “SoH O “om
. - : aci-Nitro
Amino acid Aldoxime compound
GST?
R S R SH R S(Cys)
Glc S5-GT C-S lyase
ol
“SoH “SoH “SoH
Desulfo- Thiohydroximic _S-alkyl-
glucosinolate acid thiohydroximate
ST
R S
\|r alc
N
\‘oso?

Glucosinolate

Abbildung 1.5 Biosynthese von Glucosinolaten

Die Kernstruktur von Glucosinolaten wird Basis von Aminosauren gebildet. CYP79 Enzyme katalysieren
die Konversion der Aminosaurevorstufen zu Aldoximen. AnschlieBend werden durch die Aktivitdt von
CYP83-Vertretern reaktive Zwischenstufen, postuliert als aci-Nitroverbindungen oder Nitriloxide, erzeugt,
welche umgehend durch den Schwefeldonor GSH gebunden werden und S-Alkylthiohydroximate bilden.
Es ist noch ungeklart ob hier eine Glutathiontransferase (GST) involviert ist. Im Folgenden wird Glutathion
degradiert und der Cysteinylrest durch die Cysteinlyase (C-S-Lyase) entfernt. Die entstandene
Thiohydroximinsaure wird durch eine S-Glucosyltransferase (S-GT) glucosyliert und bildet das Desulfo-
glucosinolat. Sulfotransferasen (ST/SOT) kénnen nun das aktive Glucosinolate durch Sulfatierung mit
PAPS darstellen.

Reproduced from Halkier und Gershenzon 2006.

In Pflanzen gibt es weitere spezialisierte Schwefelmetaboliten, welche wie
Glucosinolate im Kontext mit Pathogenabwehr und Herbivorie stehen. In der
Familie der Alliaceaen treten analog S-Alkylcystein auf, welche als Alliine

bekannt sind. Die Familie der Asteraceaen bildet Thiophene und die Spezies
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Glycosmis verfugt Gber schwefelhaltige Amide und Flavonole (Bednarek 2012)
(Abbildung 1.7).

N_OSO3 Myrosinase N_OSO3
R . R
S—Clc SH
Glucosinolate Thiohydroximate-O-sulfonate

R-N=C=8 R-C=N R-S-C=N

Isothiocyanate Acetonitrile Thiocyanate

Abbildung 1.6 Abbau von Glucosinolaten

Schema des Myrosinase-induzierten Abbaus von Glucosinolaten in Brassicaceaen in Folge von Gewebe-
verletzung und Fra3. Durch die Glucosidaseaktivitat der Myrosinase wird aus dem Glucosinolat ein
instabiles Aglycon (Thiohydroximat-O-sulfonat) gebildet. Einige der mdglichen Endprodukte durch
Umlagerung des Aglycons sind Isothiocyanate, Acetonitrile und Thiocyanate.

Republished from Sulfur-containing secondary metabolites from Arabidopsis thaliana and other
Brassicaceae with function in plant immunity, Pawel Bednarek, Chembiochem 13, 13. Copyright © (2012)
John Wiley and Sons

(@) (b) © )

Camalexin Alliin Sinharin 4-(2,2’-bithiophen-5-yl)-
but-3-yne-1,2-diol

Abbildung 1.7 Spezialisierte Schwefelmetaboliten in Pflanzen

In verschiedenen Pflanzenspezies sind Schwefelmetaboliten in die Abwehr von Pathogenen und Herbi-
voren involviert. Das Phytoalexin Camalexin (a) ist in Arabidopsis zu finden. Alliine (b) sind Derivate von S-
Alkylcystein und sind bekannt aus der Familie der Alliaceaen. Sinharin (c) ist ein Vertreter aus einer
Gruppe schwefelhaltiger Amide, welche in der Spezies Glycosmis gefunden werden kénnen. In der
Familie des Asteraceaen sind Thiophene (d) charakteristische Verbindungen.
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1.2 Metabolomics

Metabolomics sind definiert als die Analyse der Gesamtheit, der von einem
Organismus synthetisierten Metaboliten (Oliver et al., 1998). Es wird
angenommen, dass alleine das Reich der Pflanzen tGber 200.000 Metaboliten
hervorbringt (Dixon und Strack 2003; Oksman-Caldentey und Inzé 2004). Die
Vielfalt der von Pflanzen dargestellten Metaboliten gilt haufig als Resultat ihrer
Sessilitat. Die spezifische Funktion der zumeist mit dem spezialisierten
Metabolismus assoziierten Substanzen sind Teil ihrer Anpassung an eine
Okologische Nische oder ein Habitat (Fiehn 2002; Saito und Matsuda 2010).

Das Metabolom ist der biochemische Phéanotyp, welcher durch die zellularen
Ereignisse von Transkription, Translation und posttranslationaler Prozessierung
generiert wird. So sind metabolische Analysen direkt mit der Charakterisierung
von Gen- und Proteinfunktionen assoziiert (Cornish-Bowden und Cardenas
2000; Fiehn et al., 2001; Dixon und Strack 2003). Die funktionale Verknupfung
von genomischen und metabolischen Informationen ist von grofRer Bedeutung
fur die medizinische und pharmazeutische Forschung in Bezug auf die
Identifikation erkrankungsspezifischer Marker sowie neuer Arzneistoffe und
deren Synthese (Farnsworth 1988; Wang 2008; Newman und Cragg 2012).
Weiterhin konnen fur die Agrarindustrie Kenntnisse Uber die Nahrstoffver-
sorgung und Resistenzmechanismen gewonnen werden (Fernie und Schauer
2009; Seki et al., 2011; Cantrell et al.,, 2012; Saito 2013). Die Metabolom-
analyse ermdglicht auRerdem die Charakterisierung von transgenen Pflanzen
und deren Ausmald an Veranderung gegenuber traditionellen Kulturformen.
Dies ist bedeutend fur die Etablierung gentechnisch veranderter Nutzpflanzen.
Die, durch die Organisation fir 6konomische Kooperation und Entwicklung
(Organization for economic cooperation and developement — OECD)
veroffentlichte Leitlinie zur Beurteilung der Lebensmittelsicherheit von
gentechnisch verdnderten Kulturpflanzen, beinhaltet das Konzept der
substanziellen Aquivalenz (substantial equivalence — SE) transgener Linien mit
den etablierten Kulturformen (OECD 2006). Metabolit fingerprint-Analysen mit
transgenen Kartoffeln und Weizen konnten zeigen, dass diese die geforderten
SE-Kriterien erfullen (Catchpole et al., 2005; Baker et al., 2006). So kann

zukunftig eine Grundlage mit Argumenten fir die Etablierung transgener
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Kulturpflanzen geschaffen und deren o6ffentliche Akzeptanz gestarkt werden
(Dixon und Strack 2003).

1.2.1 Analytische Methoden

Metabolomanalysen bedienen sich der Methoden der analytischen Chemie.
Hierbei sind Metabolit-profiling, Metabolit-fingerprint-Analysen und Metabolo-
mics zu unterscheiden. Das Metabolit profiling untersucht Ublicherweise
Stoffwechselwegspezifisch einige ausgewéhlte Metaboliten in Quantitat und
Qualitat, welche zuvor selektiv extrahiert werden. Die fingerprint-Analyse ist
dem gegeniber ein Klassifizierungsverfahren mit hohem Durchsatz, welches
Metabolitmuster zur Charakterisierung von Probenclustern einsetzt. Die ldentifi-
kation der Metaboliten ist nicht Teil dieser Analyse. Metabolomics ist ein
umfassendes, qualitatives und quantitatives Abbild der Metaboliten eines
Probenclusters ohne vorherige Selektion. Es beinhaltet die Charakterisierung
und Annotation der detektierten Metaboliten (Fiehn 2002; Hall 2006).

Massenspektrometrie (MS) ist, aufgrund von Geschwindigkeit, Sensitivitat und
des breiten Anwendungsspektrums die Methode der Wahl fir metabolische
Analysen (Theodoridis et al., 2012). In Abhangigkeit der Auflésung des
Massenspektrometers und der Art der Extrakte kénnen die Metaboliten vor der
massenspektrometrischen Analyse mit elektrophoretischen oder chromato-
graphischen Methoden vereinzelt werden. Voraussetzung fur die Analyse
mittels Massenspektrometrie ist die lonisierbarkeit der zu analysierenden
Substanzen. Die Trennung mittels Gaschromatographie (GC) ist geeignet fur
die Analyse temperaturstabiler, flichtiger Substanzen, wie Alkoholen und
Monoterpenen. Nicht fliichtige, polare Substanzen missen vor der Analyse
derivatisiert werden, dies kann zu unspezifischen Nebenprodukten fihren
(Asres und Perreault 1997). Fur die selektive Trennung ionischer Substanzen
findet die Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis — CE) Anwendung.
Die meisten Metaboliten des Kohlenstoff- und Energiedquivalentmetabolismus,
wie Carboxylsauren, Nukleotide und CoA-Derivate liegen im Organismus als
lonen vor (Soga et al., 2009). So ist CE in Kombination mit MS eine effiziente
Methode flur das profiling von Prim&rmetaboliten (Sato et al., 2004). Universeller
ist die Separation mittels Flussigschromatographie (liquid chromatography —

LC). Sie wird vor allem bei der Analyse von semipolaren Metaboliten, wie
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spezialisierten Metaboliten und Lipiden eingesetzt (lijima et al., 2008; Matsuda
et al., 2009b; Matsuda et al., 2010). In Verbindung mit sehr hochauflésenden
Massenspektrometern kann auf die vorgeschaltete Trennung der Metaboliten
verzichtet werden, hierbei werden die Extrakte direkt mit kontinuierlichem Fluss
in die lonisierungsquelle injiziert (direct injection/flow injection — DI/FI). Hierbei
ist der Vorteil, dass die lonen des gesamten Spektrums angereichert werden
kénnen und dadurch eine héhere Massenprazision erreicht werden kann. Der
Nachteil des Verzichts auf Separation ist die fehlende Unterscheidbarkeit
isomerer Strukturen sowie haufiger auftretende lonensuppression und
Matrixeffekte (Ohta et al., 2010).

Eine Alternative zur massenspektrometrischen Metabolomanalyse bietet die
Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance — NMR). Gegen-
Uber der Massenspektrometrie liefert NMR zusatzliche Informationen zur Struk-
tur der analysierten Substanzen, allerdings ist die Sensitivitat gegenuber der
Massenspektrometrie gering (Dunn et al., 2005; Eisenreich und Bacher 2007,
Ward et al., 2007).

Wie aktuelle Studien zeigen ist keine Methode allein im Stande die globale
Information eines Metaboloms zu erfassen. Basierend auf differentieller
Loslichkeit und lonisierbarkeit werden zunehmend komplementédre Methoden
der Extraktion und Detektion parallel eingesetzt (Hirai et al., 2004b; Hirai et al.,
2005; Tohge et al., 2005; Tohge et al., 2011).

1.2.1.1 Ultrahochaufldsende Massenspektrometrie durch lonen-

Zyklotronresonanz Fouriertransformation

Das Alleinstellungsmerkmal der lonenzyklotronresonanz-Fouriertransforma-
tions-Massenspektrometrie (ICR-FT/MS) sind hohe Auflésung, Massenprazision
und Sensitivitat (Okazaki und Saito 2012). Wobei die Auflosung die Fahigkeit
der Separation zweier Massensignale unterschiedlicher chemischer Kompo-
sition mit &hnlicher monoisotoper Masse beschreibt und die Massenpréazision
durch die Ubereinstimmung der, anhand der chemischen Komposition deter-
minierten Masse mit der experimentellen Masse charakterisiert ist. ICR-FT/MS-
Analysen ermoglichen die definitive Unterscheidung zweier Massensignale,
welche eine Abweichung von 0,1 ppm ihrer monoisotopen Massen zeigen

(Marshall und Hendrickson 2008). Die Detektion der Masse eines lons erfolgt
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basierend auf seiner Beschleunigung, Kreisbahn und deren Radius im
statischen Magnetfeld des Zyklotrons. Hierbei ist die Auflosung der lonen direkt
proportional zur Starke des Magnetfeldes und der Breite des analysierten
Spektrums (Schmid et al., 2000). Diese Eigenschaften qualifizieren die ICR-
FT/MS als geeignete Methode fur die Analyse komplexer, chemischer
Gemische. Die Pionierarbeit der Anwendung von ICR-FT/MS in Metabolomics
zeigte in vergleichenden Analysen der Reifestadien von Erdbeeren, dass die
Methode durch simultane Detektion von knapp 6000 lonenspezies die
Charakterisierung von metabolischen Unterschieden in Rohextrakten erlaubt
und die Annotation von Summenformeln und Substanzidentitaten ermaoglicht
(Aharoni et al., 2002). Durch die fortschreitende Entwicklung der massen-
spektrometrischen Technologien kann inzwischen die simultane Detektion von
Uber 12.000 lonenspezies in pflanzlichen Rohextrakten realisiert werden
(Glaser et al., 2014).

1.2.2 Identifikation von Metaboliten

Die Herausforderung der Metabolomanalyse ist die Selektion und Identifikation
der organischen Substanzen, basierend auf massenspektrometrischen Daten.
Zur Charakterisierung des Grades der Identifikation von Metaboliten in
massenspektrometrischen Untersuchungen hat die Metabolomics Standards
Initiative (MSI) einen Leitfaden zur Einstufung des Identifikationslevels

herausgegeben (Sumner et al., 2007).

Level 1, Identifizierte Substanzen: Die Identifikation erfordert die Korrelation von
mindestens zwei unabhdngigen Parametern aus Retentionszeit, NMR-
Spektren, akkurater monoisotoper Masse, Fragmentierungsmuster und
Isotopenmuster mit dem analytischen Standard der zu annotierenden Substanz

anhand eigener experimenteller Daten.
Level 2, putativ annotierte Substanzen: Annotation erfolgt auf Basis

physikochemischer Eigenschaften ohne Referenzstandard, durch Korrelation

einer Substanz mit Literatur- und Datenbankinformationen.
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Level 3, putativ charakterisierte Substanzklassen: Klassifikation von
unbekannten Substanzen auf Basis physikochemischer Eigenschaften ohne
Referenzstandard, durch Korrelation mit Substanzklassen aus Literatur und

Datenbankinformation

Level 4, Unbekannte Substanzen: Substanzen werden als unbekannt
bezeichnet, wenn nicht gentigend Argumente fur eine Charakterisierung nach

Level 1 bis 3 vorliegen.

So ist die Level-1-ldentifikation eines Metaboliten stets an einen analytischen
Standard gebunden (Btcker und Rasche 2008). Dies erschwert haufig die
Annotation von Pflanzenmetaboliten, welche zwar bekannt sind aber héaufig
nicht als Standardsubstanzen zur Verfigung stehen (Matsuda et al., 2009b).
Der erste Schritt zur Charakterisierung einer Substanz ist die Bestimmung ihrer
elementaren Zusammensetzung, welche auf Basis monoisotoper Massen
berechnet werden kann (Hegeman et al., 2007; Matsuda et al., 2009a; Saito
und Matsuda 2010). Die Komposition organischer Molekule folgt chemischen
sowie physikalischen Parametern, wie beispielsweise der Gultigkeit der Oktett-
regel fur Hauptgruppenelemente. Durch die Formulierung der Seven Golden
Rules for heuristic filtering of molecular formulas von Kind und Fiehn (2007)
wurde eine Grundlage zur Berechnung und Selektion mdglicher Summen-
formeln, basierend auf akkuraten monoisotopen Massen, geschaffen. Die
Bestatigung selektierter Summenformeln kann durch die Erfassung natrlicher
Isotopenmuster gestéarkt werden. Die natirliche Abundanz der stabilen Isotope
von 1,1% fur *C, 0,4% fir N, 0,2% fir 0 und 42 % fir S ist
entsprechend in den organischen Metaboliten zu finden (Rosman und Taylor
1998) (Abbildung 1.8). Es wurde gezeigt das die korrekte Zuordnung von
Summenformeln, bestehend aus den Elementen C, H, N, S, O, P, F, Cl und Br
fur unbekannte Kandidatenmassen mit einer Wahrscheinlichkeit von wenigstens
65 % gelingt. Die Voraussetzungen hierfir sind hohe Massenprazision und
Aufldsung sowie eine Korrelation mit dem naturlichen Isotopenmuster (Kind und
Fiehn 2007).

Zusatzlich zu akkuraten monoisotopen Massen und Korrelation des Isotopen-

musters mit der annotierten Summenformel, kdnnen massenspektrometrische
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Fragmentierungsanalysen grundlegende Informationen Uber strukturelle
Gruppen liefern und die chemische Komposition untermauern (Konishi et al.,
2007). Die Fragmentierung der lonen in der Massenspektrometrie erfolgt durch
Erh6hung ihrer internen Energie, die durch Spaltung kovalenter Bindungen
wieder abgegeben wird. Die Energetisierung der lonen erfolgt beschleu-
nigungsinduziert durch Kollision mit Gasphaseionen (Stickstoff oder Argon) in
einer Kollisionszelle. Hierbei zeichnet sich die Abgangsgruppe fir gewdhnlich
durch die geringste Bindungsstarke aus. Daher zeigt jede Struktur
charakteristische Fragmentierungsmuster, welche Summenformelzuordnung

und Strukturhypothesen stitzen kénnen (Dunn et al., 2013).
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Abbildung 1.8 Massenspektrum der stabilen Isotope einer organischen Verbindung

Das theoretische Isotopenmuster organischer Metaboliten zeigt die isotopenspezifischen Massen-
verschiebungen und deren natiirliche Abundanz im Spektrum. Die Massendifferenz ist dabei in atomaren
Masseneinheiten (atomic mass units — amu) angegeben.

Springer Berlin Heidelberg, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 405, 2013, 5007, Metabolomics for
unknown plant metabolites, Ryo Nakabayashi and Kazuki Saito, Figure 3 © with kind permission from
Springer Science and Business Media.

1.2.3 Markierung mit stabilen Isotopen

Isotope eines Elements zeichnen sich durch gleiche Ordnungszahl aber eine
unterschiedliche Anzahl von Neutronen aus. So zeigen zwei Isotope einander
gegenlber eine Massenverschiebung entsprechend ihrer Neutronendifferenz.

Hierbei wird zwischen stabilen und instabilen, radioaktiven Isotopen
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unterschieden. Stabile Isotope sind charakterisiert durch identische
physikochemische Eigenschaften. Daher eigenen sie sich fir die Markierung
organischer Substanzen in vivo (siehe 2.1). Die Markierung mit stabilen
Isotopen von Metaboliten starkt Metabolomanalysen auf drei Ebenen:
Metabolitidentifikation, Metabolitquantifizierung sowie Metabolitfluss und
Konversion (Chokkathukalam et al., 2014). Die Isotopenmarkierung ist
aulBerdem ein Selektionskriterium von Metaboliten gegeniber Artefakten und
Kontamination der Analyse.

Metabolische Studien in Verbindung mit stabiler Isotopenmarkierung haben
gezeigt, dass die Annotation der elementaren Komposition unbekannter
Metaboliten durch die Markierung deutlich gefoérdert wird (Giavalisco et al.,
2009; Giavalisco et al., 2011; Hsieh et al., 2012; Nakabayashi et al., 2013b).
Die Anzahl von rechnerisch moglichen Summenformeln eines Metaboliten von
1000 amu betragt etwa 350 Millionen (Meringer 2004). Durch die
Isotopenmarkierung kann die Anzahl des Elements innerhalb der Verbindung
eindeutig bestimmt werden, dies fuhrt in der Regel zu einer Eingrenzung der
chemischen Kompositionen auf wenige Kandidaten (Giavalisco et al., 2011).
Bei lonen kleiner als 500 amu ist die isotopengestiitzte Annotation hé&ufig
eindeutig, fur lonen groRer als 500 amu ist die Anzahl der Kandidaten geringer
als 20 (Kind und Fiehn 2006).

Absolute Metabolitquantifizierung ist stets nur in Verbindung mit einem
analytischen Standard moglich, da die massenspektrometrischen Daten
lediglich Auskunft Uber die relative Abundanz geben kdnnen. So erfolgt die
Quantifizierung von Metaboliten in massenspektrometrischen Daten haufig
durch Zugabe teurer, isotoper Standards (Chokkathukalam et al., 2014). Eine
Alternative hierzu kann durch Etablierung einer vollstandig isotopenmarkierten
Referenzkultur geschaffen werden. Das Extrakt der Referenzkultur kann mit
Hilfe regularer Standardsubstanzen kalibriert werden und schlief3lich selbst als
isotopenmarkiertes Standardgemisch zu Quantifizierung verwendet werden
(Kiefer et al.,, 2008). Dennoch bleibt die absolute Quantifizierung bekannten
Metaboliten, mit Verfligbarkeit analytischer Standards, vorbehalten.

Der Fluss und die Verteilung von Metaboliten und deren Derivaten kann auf
Basis stabiler Isotopen verfolgt werden. Hierzu erfolgt die Futterung eines

Organismus mit isotopem Substrat, welches spezifische fir den zu
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untersuchenden Stoffwechselweg ist. Beispielsweise konnte durch die
Futterung von isotoper Glucose der zentrale Kohlenstoffmetabolismus in
humanen Krebszellen analysiert werden und es gelangt die Charakterisierung
von Glukoseabkdmmlingen in Trypanosoma Brucei (Fan et al., 2009; Chaneton
et al., 2012; Creek et al., 2012).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Der Weg des assimilatorischen Schwefelstoffwechsels ist gut erforscht,
dennoch sind viele Zusammenhé&nge des Netzwerks von Na&hrstoff-
metabolismus und spezialisiertem Metabolismus nicht geklart (Nikiforova et al.,
2004; Lee et al, 2012; Omranian et al., 2012). So hat beispielsweise
Schwefelmangel, insbesondere fiur Nutzpflanzen, umfassende Auswirkungen
auf deren Stickstoffversorgung, einhergehend mit Einbuf3en in Wachstum,
Nahrstoffgehalt und Ertrag (Blake-Kalff et al., 1998; Zhao et al.,, 1999;
Maruyama-Nakashita et al., 2003; Nikiforova et al., 2005b). Erste umfassende
Metabolomanalysen von Arabidopsis thaliana konnten zeigen das eine Vielzahl
der gefundenen, endogenen Metaboliten nicht charakterisierte Verbindungen
darstellen (Giavalisco et al., 2008). Besonders im Bereich des spezialisierten
Metabolismus wird mit vielen Unbekannten gerechnet. Im Kontext des
Schwefelmetabolismus sind die Kandidaten fiir nicht beschriebene Substanzen
vor allem neue Glucosinolate und deren Derivate, sowie endogene Konjugate
von Glutathion (Kliebenstein et al., 2001b; Dixon et al., 2010b).

Das Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung einer analytischen Methode zur
Bestimmung des Schwefelmetaboloms von Arabidopsis thaliana. Die Analyse
der Metaboliten soll mittels ICR-FT/MS durchgefihrt werden. Um eine
weitreichende, simultane Detektion aller Schwefelmetaboliten zu gewahrleisten,
soll ein mdglichst universelles Verfahren erarbeitet werden. Mit Hilfe der
Erfassung aller beschriebenen und experimentell bestatigten Schwefel-
metaboliten aus Arabidopsis in einer Schwefeldatenbank sollen deren
physikochemische Eigenschaften charakterisiert werden. Gestutzt von diesen
Informationen soll die Selektion und Etablierung der Extraktionsmethode und
der instrumentellen Analyseparameter erfolgen. Die etablierte Methode soll zur
routinierten Metabolomanalyse geeignet sein, welche reproduzierbar und

spezifisch das Schwefelmetabolom aus massenspektrometrischen Daten
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selektieren kann. Im Ergebnis soll das Schwefelmetabolom von Arabidopsis
thaliana Okotyp Columbia-0 dargestellt und charakterisiert werden. Aufbauend
auf der Methode zu Identifikation des Schwefelmetaboloms, soll diese fir
vergleichende Analysen von Mutanten angewendet und deren Einfluss auf das
Schwefelmetabolom beschrieben werden. Mit den untersuchten, transgenen
Linien sollen vor allem Kandidaten fur nicht beschriebene Glucosinolate und

endogene GSH-Konjugate adressiert werden.

25



ERGEBNISSE

2 Ergebnisse

2.1 Etablierung von Nahrmedien zur Markierung von Arabidopsis-

Keimlingen mit isotopem Schwefel

Isotopenmarkierung von Zellkultur eu- und prokaryotischer Organismen wurde
seit Mitte der neunziger Jahre als eine bewéahrte Methode zur quantitativen
Proteomanalyse etabliert (SILAC) (Schnolzer et al., 1996; Shevchenko et al.,
1997). Klassischer Weise wird das Medium der Zellkultur mit einer essentiellen
Aminosaure, jeweils als leichtes und schweres Isotop, supplementiert. Diese
Kulturen werden unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt. Deren Einfluss auf
das Proteom kann anschlieRend mittels massenspektrometrischer Analyse der
vereinigten Kulturen, basierend auf dem Isotopenverhdltnis der detektierten
Peptide, bestimmt werden (Ong et al., 2002; Ong und Mann 2006). Hierzu ist
eine vollstandige Markierung der Kultur notwendig. Aufgrund der Autotrophie
von Pflanzen ist eine spezifische und vollstandige Markierung einzelner
Aminosauren durch Fatterung nicht méglich und wird daher haufig durch
metabolische, in-vivo-Isotopenmarkierung mit z.B. K'NO; als einziger
Stickstoffquelle abgeldst, welche allerdings zu einer erheblich héheren
Komplexitat der zu analysierenden Daten fuhrt (Gruhler et al., 2005; Thelen und
Peck 2007; Schitz et al.,, 2011). Die zur Proteomanalyse angewendeten
Methoden der in-vivo-lsotopenmarkierung kénnen leicht auf die Markierung von
niedermolekularen Metaboliten in Pflanzen Ubertragen werden (Bindschedler et
al.,, 2008; Lewandowska et al., 2013). Durch spezifische Substitution mit
stabilen Isotopen kdnnen gezielt metabolische Wege beobachtet werden (Liu et
al., 2012; Nakabayashi et al., 2013b).

Die primare Assimilation von Sulfat in Pflanzen ist aufgrund ihrer Schlisselrolle
als Produzenten organischer Schwefelverbindungen intensiv untersucht und
beschrieben worden (Leustek et al., 2000). Dennoch zeigen uns bioinfor-
matische Studien, dass im globalen Netzwerk des Nahrstoffmetabolismus viele
Zusammenhange ungeklart sind, wie Dbeispielsweise die umfassende
systemische Antwort auf Schwefelmangel (Nikiforova et al., 2005a; Omranian et
al., 2012).
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Zur spezifischen Analyse des Schwefelmetaboloms von Arabidopsis sollten
Metaboliten mit den stabilen Schwefelisotopen *S und *'S markiert werden.
Hierzu wurden modifizierte Nahrmedien benotigt, welche gezielt mit dem
jeweiligen Schwefelisotop supplementiert werden konnten. Die unterschiedlich
markierten Metaboliten sollten schlie3lich massenspektrometrisch detektiert
und unterschieden werden. Die Basis der meist verwendeten Mineralsalz-
kompositionen fir Pflanzenanzucht und Zellkultur sind Murashige-Skoog-
Medium (M-S) und Hoagland-Medium. Hoagland-Medium ist ein niedrigsalz
Medium fur die hydroponische Kultivierung von Pflanzen. Hydroponische
Kulturen erfordern Ublicher Weise eine Beliiftung des Mediums sowie den
regelmaRigen Austausch der Néhrsalze (Hoagland und Arnon 1950). M-S findet
Anwendung in der Zellkultur und der Anzucht von Pflanzen in Flissig- und
Agarkulturen (Murashige und Skoog 1962). In Zellsuspensions- und
Flussigkulturen wird die Beluftung des Medium in der Regel durch
kontinuierliches Schitteln der Kultur gewahrleistet. MaRRgeblicher Unterschied
der beiden Medien ist die Konzentration der Makrosalze. Aul3erdem wird M-S-
Medium ublicherweise mit Saccharose versetzt und fur Zellkultur zusétzlich mit
entsprechenden Hormonen und Vitaminen, wie Kinetin (K) und Naphthyl-
essigsaure (NAA) erganzt (Tabelle 2.1). Vielfaltige Anséatze zur Analyse von
Nahrstoffmangel in Pflanzen und zur Isotopenmarkierung haben gezeigt, dass
die beschriebenen Nahrmedien einfach fur diese Zwecke modifiziert und sowohl
fur hydroponischen, als auch fur Agar-basierte Kultivierung angewendet werden
konnen (Sauter et al., 2004; Hirai et al., 2004b; Giavalisco et al., 2011; Hsieh et
al., 2012).

Zur isotopen Schwefelmarkierung schien hier M-S-Medium geeignet zu sein, da
dieses sowohl fir Keimlingsanzucht, als auch fir Zellkultur etabliert ist und
somit vergleichbare Bedingungen geschaffen werden kdonnen. Die Zusammen-
setzung von M-S-Nahrmedium wurde zur Isotopenmarkierung adaptiert und alle
sulfathaltigen N&hrsalze durch sulfatfreie Salze, vorzugsweise Chloridsalze,
substituiert (Tabelle 2.1 und Tabelle 4.3). In Anzuchtversuchen mit diesem
schwefelfreien Nahrmedium konnte sowohl flr Arabidopsis-Zellkultur als auch
fur Keimlinge ein Schwefelmangel gezeigt werden. Das Wachstum von
Zellkultur in schwefelfreiem Medium war erheblich beeintrachtigt (Abbildung

2.1a). Hingegen entwickelte die Kultur mit Sulfat supplementiertem Medium ein
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leicht verstarktes Wachstum gegeniber dem unmodifizierten MS-Kontroll-
medium. Um eine differentielle Isotopenmarkierung von Arabidopsis-Keimlingen
zu realisieren, wurde das Medium spezifisch mit Na,**SO, und Na,**SO,
supplementiert. Das hierzu verwendete isotope Natriumsulfat wurde aus
kristallinem Schwefel, 3Sg und 3'Sg, mittels Oxidation synthetisiert (siche 4.2.9).
In Wachstumsversuchen mit Zellkultur wurde die vergleichbare Qualitat des
synthetisierten, isotopen Natriumsulfats getestet und untersucht ob grund-
legende Einflisse durch die unterschiedlichen Schwefelisotope vorlagen.
Wachstumsversuche zeigten, dass sich die Zellkultur mit jeweils Na,**SO,- und
Na,**S0,-supplementiertem Medium vergleichbar zum M-S-Kontrollmedium
entwickelten (Abbildung 2.1b). Wie schon in den vorangegangenen Versuchen
zu erkennen war sorgten die supplementierten Nahrmedien eher fir ein

verstarktes Wachstum der Zellkultur.

Tabelle 2.1 Mineraln&hrsalzmedien zur Kultivierung von Pflanzen

Hoagland Murashige-Skoog modifiziertes Medium
Makrondhrelemente mM mM mM
NH4H,PO, 1 NH;NO; 20 NH;NO; 20
KNO; 6 KNO; 19 KNO; 19
KH,PO, 1.25 KH,PO, 1.25
Ca(NO3), 4 CaCl, 3 CaCl, 3
MgSO, 2 MgSO, 15 MgCl, 15
Na,SO, 15
FeSO, 0.17 FeSO, 120 FeCl, 120
Mikronahrelemente uM UM UM
H3BO3 46 H3;BO3 50 H3;BO3 50
MnCl, 8 MnSO, 100 MnCl, 100
ZnS0Oq, 0.8 ZnS0O, 37 Zn(CH3COO0) 37
Kl 5 Kl 5
H,MoO, 0.1 Na,MoO, 1 Na,MoO, 1
CuS0O, 0.3 CuSO, 0.1 Cu(HsCOO0), 0.1
CoCl, 0.1 CoCl, 0.1
Hormone puM puM UM
- - Kinetin 2.7 Kinetin 2.7
- - NAA 0.5 NAA 0.5
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Abbildung 2.1 Wachstum von Arabidopsis-Zellkultur in modifiziertem Anzuchtmedium.

Das Wachstum wurde als relative Zunahme der Kultur wiedergegeben. 1 entspricht 0,02 g (= 5 %)
Trockengewicht der Startkultur. Die Sulfatsupplementation erfolgte mit 1,5 mM Na>SO., entsprechend der
Sulfatkonzentration im Kontrollmedium. Gezeigt werden Mittelwerte aus drei biologischen Wiederholungen
mit SD.

(a) Wachstum der Zellkultur in modifiziertem Medium mit und ohne Sulfatsupplementation im Vergleich
zum unmodifizierten Kontrollmedium

(b) Wachstum der Zellkultur in modifiziertem Medium mit Supplementation von Na,**SO4 und Na,**S04 im
Vergleich zum unmodifizierten Kontrollmedium.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Gléaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.

Nach erfolgreichen Versuchen in Zellkultur wurde das modifizierte Nahrmedium
fur die Kultivierung von Arabidopsis-Keimlingen getestet. Die angezogenen
Keimlinge wurden mittels semi-quantitativer RT-PCR auf Schwefelmangel
untersucht. Hierzu wurde die Expression der APR1 (aps reductase 1), welche in
Folge von Schwefelmangel hochreguliert wird, analysiert (Takahashi et al.,
1997). Die Transkriptmenge wurde relativ zur house-keeping-Kontrolle Aktin
untersucht (Abbildung 2.2). APR1 zeigte in den Keimlingen, welche auf
schwefelfreiem Medium angezogen wurden eine etwa doppelt so hohe
Transkriptmenge verglichen mit dem Kontrollmedium. Die Anzucht auf mit
Sulfat supplementiertem Medium hingegen wies eine eher erhdhte Versorgung
mit Schwefel gegentber dem Kontrollmedium auf. Hier war die Transkript-
menge reduziert. Dies korrelierte auch mit den Ergebnissen des Zellkultur-
wachstums.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass das schwefelfreie
Nahrmedium zum einen fur die Anzucht von Arabidopsis-Zellkultur und

Keimlingen geeignet ist und zum anderen der Schwefelgehalt hinreichend
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reduziert ist, dass eine erfolgreiche Markierung mittels isotopem Schwefel durch
die Supplementation des Mediums gewdahrleistet werden kann. Fir alle
folgenden Versuche wurde das modifizierte Nahrmedium verwendet (Tabelle
2.1 und Tabelle 4.3). Aufgrund hoher Kosten fiir den isotopen **Schwefel und
die mogliche Interferenz, die hohe Salzkonzentrationen in ESI-MS-Analysen
bewirken konnen, wurden die N&hrmedien auf den fir uneingeschrankte
Entwicklung der Keimlinge benétigten Néhrsalzgehalt und insbesondere den
Schwefelgehalt optimiert. Arabidopsis-Keimlinge wurden auf unterschiedlichen
Néahrsalzkonzentrationen und unterschiedlicher Sulfatsupplementation ange-
zogen und deren Vitalitdit anhand von Wurzelwachstum, Fotopigment- und

Thiolgehalt sowie Schwefelmangelindikation beurteilt.

— —
o 3]

APR1 Transkriptmenge relativ
o
o

o

Kontroll- ohne mit
medium Sulfat Sulfat

Abbildung 2.2 Bestimmung des Schwefelmangels in Arabidopsis-Keimlingen.

Semi-quantitative RT-PCR auf APR1 zur Untersuchung des Schwefelmangels. Die Keimlinge zur RNA-
Extraktion wurden auf den Testmedien ausgebracht und nach der Stratifikation fiir 7 Tage kultiviert. Die
RNA wurde aus 50 mg (= 5 %) Keimligen extrahiert. Die relative Transskriptmenge von APR1, bezogen
auf die house-keeping-Kontrolle Aktin wurde densidometrisch bestimmt. 1 entspricht der Transkriptmenge
von Aktin. Die Daten zeigen Mittelwerte einer Dreifachbestimmung mit SD.

Der Nahrsalzgehalt wird relativ zum modifizierten Vollmedium, welches einfach
konzentriert ist beschrieben (Tabelle 2.1). Die verwendeten Konzentrations-
stufen des Nahrsalzgehalts sind 0,5-fach (1/2), 0,25-fach (1/4), 0,125-fach (1/8),
0,0625-fach (1/16) und 0,03125-fach (1/32).

Das Wurzelwachstum nahm mit geringer werdender Nahrsalzkonzentration zu.

Die Wurzellange fur 1/4 konzentriertes Nahrmedium war um ein Viertel langer
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im Vergleich zum Vollmedium bei einem Kultivierungszeitraum von 5 Tagen
(Abbildung 2.3a). Gleiches gqilt fuar 1/8, 1/16 und 1/32 konzentriertes
Anzuchtmedium. 1/2 konzentriertes Medium zeigte nur eine geringflgige
Anderung gegeniiber dem Vollmedium.

Die Bestimmung des Fotopigmentgehalts der Keimlinge von unterschiedlich
konzentrierten Anzuchtmedien zeigte eine kontinuierliche Abnahme von
Chlorophyll a, Chlorophyll b und der Carotinoide (Abbildung 2.3b). Die
Keimlinge wurden zunehmend chlorotisch. Der Fotopigmentgehalt bei 1/4 und
1/8 war um etwa ein Viertel reduziert, 1/16 etwa um die Halfte und 1/32 um zwei
Drittel. Die Keimlinge auf 1/2 konzentriertem N&hrmedium zeigten keine

Veranderung im Fotopigmentgehalt.
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Abbildung 2.3 Einfluss des Nahrsalzgehalts im Anzuchtmedium auf die Entwicklung von
Arabidopsis-Keimlingen

(@) Abhangigkeit des Wurzelwachstums von der Nahrsalzkonzentration des Anzuchtmediums. Die
Keimlinge wurden auf 1-fach konzentriertem Nahrmedium ausgebracht und nach der 48h Stratifikation fur
vier Tagen angezogen. Die Keimlinge wurden auf die unterschiedlich konzentrierten N&hrmedien
umgesetzt und drei weitere Tagen bis zur Bestimmung des absoluten Wurzelwachstums kultiviert. Die
Mittelwerte beziehen sich auf jeweils 50 Keimlinge mit SD.

(b) Bestimmung des Fotopigmentgehalts von Arabidopsis-Keimlingen. Die Keimlinge fur die Analyse
wurden auf den unterschiedlich konzentrierten Nahrmedien fiir 14 Tage angezogen. Analysiert wurden je
50 mg (= 5 %) Frischgewichteinwaage der Keimlinge. Die gezeigten Mittelwerte zeigen drei biologische
Wiederholungen mit SD.

Analog zu den Fotopigmenten wurde der Thiolgehalt der Keimlinge bestimmt
um direkte Effekte der Nahrstoffversorgung auf den Schwefelmetabolismus zu
erkennen. Der Thiolgehalt variierte zwischen den unterschiedlichen Nahrsalz-

konzentrationen nur geringfugig und zeigte auch bei sehr niedriger Nahrstoff-
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versorgung keine signifikante Abnahme (Abbildung 2.4a). Diese Ergebnisse
lassen den Schluss zu, dass der Thiolhaushalt, als maf3gebliche Komponente
der Redoxhomoostase der Pflanze, auch noch bei sehr widriger Nahstoff-
versorgung aufrechterhalten werden kann und nicht als Zeiger fur Schwefel-
knappheit geeignet ist (Meyer und Hell 2005; Foyer und Noctor 2011). Dies
wurde auch durch die Expressionsanalyse des schwefelmangelinduzierten
Gens SDI1 (sulfur deficiency induced 1) unterstutzt. SDI1 wird gegeniber APR1
erst bei akutem Schwefelmangel exprimiert und ist somit ein geeigneter Marker
fur zu geringe Schwefelversorgung des Mediums (Howarth et al., 2009). So war
in Arabidopsis-Keimlingen nach Anzucht auf Medien mit unterschiedlichen
Nahrsalzkonzentrationen lediglich fur 1/8, 1/16 und 1/32 ein Transskript fur
SDI1 zu detektieren (Abbildung 2.4b). Bei Vollmedium, 1/2 und 1/4

konzentriertem Medium lag demnach kein akuter Schwefelmangel vor.
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Abbildung 2.4 Einfluss des Nahrsalzgehalts im Anzuchtmedium auf den Schwefelhaushalt von
Arabidopsis-Keimlingen.

Die Keimlinge fur die Analysen wurden auf den unterschiedlich konzentrierten N&ahrmedien fir 14 Tage
angezogen. Analysiert wurden jeweils 50 mg (+ 5 %) Frischgewichteinwaage der Keimlinge.

(a) Der Thiolgehalt wurde im Keimlingsextrakt durch spezifische Derivatisierung mit Ellman‘s Reagenz
photometrisch bei 410 nm gemessen. Die Mittelwerte zeigen drei biologische Wiederholungen mit SD.

(b) Mittels semi-quantitativer RT-PCR auf SDI1, wurde akuter Schwefelmangel in den Keimlingen
bestimmt. Die relative Transskriptmenge von SDI1, bezogen auf die house-keeping-Kontrolle Aktin wurde
densidometrisch bestimmt. 1 entspricht der Transkriptmenge von Aktin. Die gezeigten Mittelwerte
beziehen sich auf drei Wiederholungen mit SD.

Um abschlieBend die Zusammensetzung des Anzuchtmediums zur stabilen

Isotopenmarkierung von Arabidopsis-Keimlingen zu bestimmen wurde
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schwefelfreies 1/4 konzentriertes N&ahrmedium, welches die geringste
Nahrsalzkonzentration ohne Schwefelmangel war, mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Sulfat supplementiert und der Schwefelhaushalt erneut
mittels Thiolgehalt und Expressionsanalyse von SDI1 untersucht. Wie schon im
vorangegangen dargestellt wurde war auch hier der Thiolgehalt von den
unterschiedlichen Sulfatkonzentration nicht erkennbar beeintrachtigt (Abbildung
2.5a). Die Expressionsanalyse von SDI1 zeigte, dass unabhéngig von der
Néahrsalzkonzentration des Mediums, eine Konzentration von 150 uM Sulfat
eine Induktion der Expression von SDI1 zur Folge hat, dies entspricht etwa der
Konzentration von Sulfat im 1/8 konzentrierten Nahrmedium (Abbildung 2.5b).
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Abbildung 2.5 Einfluss unterschiedlicher Sulfatkonzentration im Anzuchtmedium auf den
Schwefelhaushalt von Arabidopsis-Keimlingen.

Die Anzucht erfolgte auf schwefelfreiem, 1/4 konzentriertem N&hrmedium supplementiert mit
unterschiedlichen Sulfatkonzentrationen fur 14 Tage. Analysiert wurden jeweils 50 mg (= 5 %)
Frischgewichteinwaage der Keimlinge.

(a) Der Thiolgehalt wurde im Keimlingsextrakt durch spezifische Derivatisierung mit Ellman‘s Reagenz
photometrisch bei 410 nm gemessen. Die Mittelwerte zeigen drei biologische Wiederholungen mit SD.

(b) Mittels semi-quantitativer RT-PCR auf SDI1, wurde akuter Schwefelmangel in den Keimlingen
bestimmt. Die relative Transskriptmenge von SDI1, bezogen auf die house-keeping-Kontrolle Aktin wurde
densidometrisch bestimmt. 1 entspricht der Transkriptmenge von Aktin. Die gezeigten Mittelwerte
beziehen sich auf drei Wiederholungen mit SD.

Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass
ein auf 1/4 reduzierter Sulfatgehalt, entsprechend 375 puM im Medium
ausreichend ist. Allerdings zeigte sich bei 1/4 konzentriertem N&ahrmedium
schon ein leichter Einfluss auf Wurzelwachstum und den Fotopigmentgehalt,
daher wurde fur nachfolgende Versuche 1/2 konzentriertes Medium bevorzugt.

33



ERGEBNISSE

Da hohe Salzkonzentrationen Einfluss auf die Aufloésung von massen-
spektrometrischen Daten haben kdnnen wurden methanolische Rohextrakte
aus Keimlingen vor der Etablierung der massenspektrometrischen Methode auf
ihren Salzgehalt, in Abhangigkeit vom Nahrsalzgehalt des Anzuchtmediums,
untersucht. Hierzu wurde die Leitfahigkeit als Mafll fir den Salzgehalt
verwendet. Als Referenz fur die Leitfahigkeit dienten 70 % Methanol, welches
iber eine Basisleitfahigkeit von 0,73 uS/cm?® verfiigte. Das Extraktionsmittel
70 % Methanol mit 0,1 % Ameisensaure hatte eine Leitfahigkeit von 95 pS/cm?.
Die Leitfahigkeit wurde fur die konzentrierten Extrakte und fur Verdinnungen
von 1:25 gemessen. Die Leitfahigkeit der Extrakte lag bei 490 uS/cm? fiir 1/32
konzentriertes Medium und bei 1080 pS/cm?® fir das Vollmedium (Abbildung
2.6). Dem gegenluber zeigten die verdlinnten Extrakte nur noch eine
Leitfahigkeit von 30 pS/cm? fiir 1/32 konzentriertes Medium und 70 pS/cm? fir
das Vollmedium. Anhand dieser Daten wurde deutlich, dass die Auswirkungen
der Nahrsalzkonzentration des Mediums auf den Salzgehalt in der Probe nur
gering sind. Demnach ist die Salzkonzentration der Probe bei der Auswahl des

Anzuchtmediums zu vernachlassigen.
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Abbildung 2.6 Einfluss des Néhrsalzgehalts im Anzuchtmedium auf den Salzgehalt der Extrakte zur
ICR-FT/MS-Analyse.

Als MaR fur den Salzgehalt wurde die Leitfahigkeit der konzentrierten und zur Massenspektrometrie
verdiinnten Rohextrakte gemessen. Die Keimlinge fur die Analysen wurden auf den unterschiedlich
konzentrierten Nahrmedien fur 14 Tage angezogen. Es wurden jeweils 50mg (x 5 %)
Frischgewichteinwaage der Keimlinge extrahiert. Analysiert wurden die Keimlingsrohextrakte in 70 %
Methanol (5 pl/mg) und in 1:25 Verdinnung. Die Mittelwerte beziehen sich auf drei biologische Replikate
mit SD.

34



ERGEBNISSE

Zur Bestimmung des bengtigten Sulfatgehalts im Anzuchtmedium ist aul3erdem
die Effizienz des Einbaus des isotopen Schwefels in organische Metaboliten der
Keimlinge und die hierfur benétigte Dauer der Kultivierung zu beriicksichtigen.
Diese Parameter sollten massenspektrometrisch mittels lonen-Zyklotron-
resonanz-Fouriertransformations Massenspektrometrie (ICR-FT/MS) ermittelt
werden. Die ICR-FT/MS erlaubt die relative, semi-quantitative Bestimmung des
spezifischen Metabolitgehalts bei vergleichbarer Probenmatrix (Walker et al.,
2011; Krajewski et al., 2012). Um sicher zu stellen, dass dies fur die zur
Analyse der verwendeten Rohextrakte giltig ist, wurden diese jeweils mit
Konzentrationsreihen von Glutathion (GSH), Coenzym A (CoA), Glucobrassicin
(I3M) und Benzylglucosinolat (BG), welches kein Arabidopsis-assoziierter
Metabolit ist, versetzt und analysiert. In Abbildung 2.7 ist der jeweils lineare
Zusammenhang zwischen Konzentration und Intensitdt in der ICR-FT/MS-
Analyse dargestellt. So kdnnen die Unterschiede eines jeden Massensignals
zweier vergleichbarer Proben als Differenz in der Metabolitabundanz
beschrieben werden. Weiterhin konnten anhand dieser Daten das Detektions-
limit und die probeninterne Konzentration des Extrakts bestimmt werden. Die
Schwelle der Detektion wurde bei einer Intensitat von 10° festgesetzt. Fir GSH
lag die Nachweisgrenze im Rahmen dieser Analyse bei 7 nM, fir CoA bei
10 nM und fur die Glucosinolate 13M und BG bei 8 nM (Abbildung 2.7a-d). Dies
entspricht fur diese Analyse, bei einer Injektionsgeschwindigkeit von 2 pl/min
und einer Injektionsdauer von 1 min (50 Scans), einer absolut injizierten Menge
von 14 fmol GSH, 20 fmol CoA und jeweils 16 fmol I3M und BG. Der Gehalt der
Rohextrakte fir die untersuchten Metaboliten konnte fir GSH mit 50 nMol/g
Frischgewicht, CoA mit 7,5 nMol/g und I3M 49 nMol/g bestimmt werden. Diese
Daten sind vergleichbar mit verdffentlichten, quantitativen Daten dieser
Metaboliten im Pflanzengewebe (May und Leaver 1993; Petersen et al., 2002;
Mugford et al., 2009).

Zur Analyse der Metabolisierung isotopen Schwefels aus modifiziertem
Anzuchtmedium wurde 1/2 konzentriertes Nahrmedium mit unterschiedlichen
Konzentrationen Na,**SO, supplementiert und der Einbau des isotopen
Schwefels in Schwefelmetaboliten mittels massenspektrometrischer Analyse
der Rohextrakte bestimmt. Der Schwefeleinbau wurde fur die

Schwefelmetaboliten GSH, S-Ribosylhomocystein (RHC) und Methoxygluco-
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brassicin (MOI3M) nach 14 Tagen Kultivierung bestimmt. Fur die Schwefel-
mangelsituationen bei 75 uM und 150 pM war der Anteil an **S-Isotopen auf
30 % bzw. 40 % limitiert (Abbildung 2.8a). Bei 375 uM hingegen zeigten GSH
und RHC einen relativen Einbau von bis zu 60 % und MOI3M von 75 %. Ab
einer Supplementierung von 750 uM erreichte der Einbau ein konstantes

Niveau von etwa 80 % fir GSH und RHC sowie 95 % fuir MOI3M.
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Abbildung 2.7 Quantitative Analyse von Schwefelmetaboliten mittels ICR-FT/MS.
Massenspektrometrische Messung einer Standardreihe unterschiedlicher Schwefelmetaboliten in der
Matrix des Keimlingsextrakts. Anhand der Standardkurve wurde die endogene Metabolitkonzentration
bestimmt, markiert durch die rote Linie. Die analysierten Metaboliten waren Glutathion (GSH; a),
Coenzym A (CoA; b), Benzylglucosinolat (¢) und Glucobrassicin (I3M; d). Die Datenaufnahme erfolgte mit
50 Scans bei negativer lonisierung. Die Mittelwerte zeigen finf technische Replikate mit SD.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.
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Abbildung 2.8 Effizienz der *S-Isotopenmarkierung in Arabidopsis-Keimlingen.

Die Markierungseffizienz wurde durch den prozentualen Anteil von **S-Isotopologen in den Schwefel-
metaboliten Glutathion (GSH), S-Ribosylhomocystein (RHC) und Methoxyglucobrassicin (MOI3M) gezeigt.
Analysiert wurden Extrakte aus jeweils 100 mg (= 5 %) Frischgewichteinwaage der Keimlinge.

(a) Einfluss der Sulfatkonzentration auf die Markierung der Schwefelmetaboliten. Die Anzucht erfolgte fur
14 Tage auf schwefelfreiem, 0,5-fach konzentriertem Nahrmedium, supplementiert mit unterschiedlichen
Sulfatkonzentrationen.

(b) Abhangigkeit der Markierungseffizienz vom Kultivierungszeitraum. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte
auf schwefelfreiem, 0,5-fach konzentriertem Nahrmedium supplementiert mit 375 pM Naz>*SOs,.
Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.

Die Zunahme der Assimilation von **S uber den Kultivierungszeitraum ist in
Abbildung 2.8b dargestellt. Zur Anzucht der Keimlinge wurde 1/2 konzentriertes
Medium mit 375 pM Na,**SO, supplementiert. Die Probennahme der Keimlinge
erfolgte alle zwei Tage. Bereits nach sechs Tagen der Kultivierung stagnierte
die Zunahme des 3*S-Isotopologs und ein Gleichgewicht stellte sich ein,
welches fir GSH und RHC bei etwa 60 % Markierung lag, fir MOI3M bei 80 %.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse war die Entwicklung der Arabidopsis-
Keimlinge nur fiar die Kultivierung auf 1/2 konzentriertem Nahrmedium
vergleichbar zum Vollmedium. Bereits bei 1/4 konzentriertem Medium waren
deutliche Unterschiede in Wurzelwachstum und Fotopigmentgehalt zu
beobachten. Schwefelmangel konnte allerdings erst fir 1/8 konzentriertes
Nahrmedium festgestellt werden. Das veranderte Wurzelwachstum in
Abhéangigkeit von der N&ahrsalzkonzentration des Anzuchtmediums hat malf3-
gebliche Bedeutung fur Ergebnisse der Metabolitanalyse. Fir eine Analyse von
vollstandigen Keimlingen musste berlcksichtigt werden, dass die relative

Zunahme der Wurzellange sich auf das Verhaltnis von Spross zu Wurzel
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auswirkt, da das Sprosswachstum weitgehend unverandert blieb. Somit kann
die Metabolitzusammensetzung des Extrakts verdndern sein, sofern diese in
Spross und Wurzel fur einzelne Metaboliten unterschiedlich ist.

Wie die Zeitabhangigkeit der Isotopenmarkierung zeigte, ist hier eine
Anzuchtperiode von 6 Tagen ausreichend. Fur die Metabolitanalyse wurde
jedoch vorzugsweise aufgrund der grof3eren Biomasse ein Kultivierungs-
zeitraum von 14 Tagen angewendet. Der Grad der Markierung erreichte
lediglich ein Niveau von 60-80 %. Dies ist auf eine mégliche, geringfiigige **S-
Kontamination der verwendeten Na&hrsalze, aber in erster Linie auf das
endogene Sulfat im eingesetzten Saatgut zurickzufiihren. Das Saatgut enthalt
das natiirliche **S-Isotop mit 96 % Abundanz, welches durch die Né&hrstoff-
mobilisierung bei der Keimung im Metabolismus des Keimlings etabliert und
wiederverwertet wird (Larsson et al., 1991; Sunarpi und Anderson 1996;
Sunarpi und Anderson 1998).

Als Anzuchtmedium fir die Keimlinge wurden basierend auf der vergleichbaren
Vitalitdt der Keimlinge zu den Keimlingen auf Vollimedium und der, anhand der
Daten ausreichenden Schwefelversorgung und Metabolisierung, 1/2 konzen-
trierte Nahrsalze und 375 pM Sulfatsupplementation gewahlt.

2.2 Extraktion von Schwefelmetaboliten und deren Analyse mit
lonenzyklotronresonanz Fouriertransformations

Massenspektrometrie

Analysen des Metaboloms beschreiben ein statisches Abbild der gegenwaértigen
Metabolitzusammensetzung eines Organismus, stets in Abhangigkeit von
Anzucht- und Umweltbedingungen (Dixon und Strack 2003). Die Metabolom-
analyse gliedert sich in Probenvorbereitung (Probennahme und Extraktion),
Datenaufnahme und Datenauswertung (Kim und Verpoorte 2010). Da sich
Metaboliten im Fluss befinden missen diese drei Ebenen sorgfaltig etabliert
werden um reproduzierbare Daten gewéhrleisten zu kdnnen. Besonders kritisch
ist hierbei die Extraktion der Metaboliten. Sie entscheidet welche Metabolit-
informationen schlief3lich einer Probe zugeordnet werden kbnnen. Zum einen ist
die Wahl des Extraktionsmittels von Bedeutung, zum anderen die Methode von
Aufschluss und Extraktion der Probe (Huie 2002).
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Aufbauend auf den Ergebnissen zur Anzucht von isotopenmarkierten
Arabidopsis-Keimlingen sollten mittels ICR-FT/MS Schwefelmetaboliten
detektiert und anhand der Isotopenmarkierung identifiziert werden. Zu diesem
Zweck musste ein Protokoll fur die effiziente Extraktion der Schwefel-
metaboliten entwickelt werden. Des Weiteren sollten die massenspektro-
metrischen Messparameter bestimmt werden.

Bei der Entwicklung der Extraktionsmethode war zu bertcksichtigen, dass alle
Proben fur die Analyse mittels ICR-FT/MS in 70 % Methanol aufgenommen
oder verdiinnt werden um gute lonisierungseigenschaften wahrend der Analyse
zu gewabhrleisten (Janz et al., 2010). Darauf basierend wurden unterschiedliche
Extraktionsmittelkombinationen und Extraktionsmethoden untersucht und
anhand des Extraktionsvermdgens gegentber den ausgewahlten Schwefel-
metaboliten yYEC, RHC, Pantethein (PAN), CoA, GSH, 13M und MOI3M beurteilt.
Da Thiole abundante Schwefelmetaboliten sind, die in einem Redox-
gleichgewicht zueinander stehen kénnen, wurden alle Extraktionsmittel jeweils
mit 0,1 % Ameisensaure angesauert um oxidative Prozesse zu hemmen
(Cotgreave und Moldéus 1986; Chen et al., 2008). Die Extraktionseffizienz der
analysierten Metaboliten wurde anhand der Peakintensitét ihrer *S-Masse im
Massenspektrum gezeigt.

Zunachst wurde in einer vergleichenden Analyse von Zellkultur- und
Keimlingsrohextrakten in 70 % Methanol die Korrelation dieser beiden Systeme
untersucht. Die Abundanz der Testmetaboliten zeigte, dass die unterschied-
lichen Kulturen grundlegend verschieden in ihrem Schwefelmetabolitgehalt
waren (Abbildung 2.9). Die Zellkultur zeigte gegentber den Keimlingen nur
geringe Signale fur die Glucosinolate 1I3M und MOI3M, hingegen aber héhere
Abundanz fur die niedermolekularen Metaboliten YEC, RHC und PAN. Diese
Unterschiede im Metabolitverhaltnis zeigen eine Diskrepanz der Metabolit-
abundanz in Abhangigkeit von der Kulturform (Fukusaki et al., 2006; Lehmann
et al., 2009). Aufgrund des hohen Saccharosegehalts der Zellkulturproben,
welcher abundante Signale flr Saccharose und Saccharosederivate erzeugt,
kénnen aul3erdem lonensuppressionseffekte, welche das Missverhaltnis der
Metaboliten noch zuséatzlich verstarken, nicht ausgeschlossen werden, (Ohta et
al., 2010). Die Massenspektren von Zellkultur und Keimlingen und die daraus

resultierende Metabolitverteilung konnten nicht verglichen werden. In Folge
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dieser Ergebnisse wurden fur die Analysen zum Schwefelmetabolom aus-
schliel3lich Keimlinge untersucht.
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Abbildung 2.9 Extraktion von Schwefelmetaboliten aus Arabidopsis-Zellkultur und Keimlingen.

Die Extraktion der Schwefelmetaboliten y-Glutamylcystein (YEC), S-Ribosylhomocystein (RHC),
Pantetheine (PAN), Coenzym A (CoA), Glutathion (GSH), Glucobrassicin (I3M) und Methoxyglucobrassicin
(MOI3M) erfolgte in 70 % Methanol (5 pl/mg). Die Anzucht von Zellkultur (weil3e Balken) erfolgte in
modifiziertem Vollmedium supplementiert mit 375 pM Na,SO. fur 7 Tage. Die Keimlinge (schwarze
Balken) wurden auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem Medium, supplementiert mit 375 puM
Na,SO, fiir 14 Tage angezogen. Gezeigt werden Mittelwerte des *’S-Isotops [m-H] aus jeweils zwei
biologischen und zwei technischen Replikaten mit SD. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans in einer
1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.10 Extraktionseffizienz von Schwefelmetaboliten.

Extraktion der Schwefelmetaboliten y-Glutamylcystein (yEC), S-Ribosylhomocystein (RHC), Pantethein
(PAN), Coenzym A (CoA), Glutathion (GSH), Glucobrassicin (I3M) und Methoxyglucobrassicin (3MOI3M) in
Abhangigkeit von Extraktionsmittel und Extraktionsmethode. Gezeigt werden Mittelwerte des **S-Isotops
[m-H] aus jeweils zwei biologischen und zwei technischen Replikaten mit SD. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 300 Scans in einer 1:25 Verdinnung der Pflanzenextrakte.

1: Wasser (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach; 2: 50 % Methanol (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-
fach, 3: Methanol (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach; 4: 70 % Methanol (5 pl/mg), Ultraschall-
aufschluss 2-fach; 5: 50 % Methanol/Methanol (je 2,5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 1-fach, serielle
Extraktion; 6: 70 % Methanol (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach, Inkubation 10 min bei 60 °C.
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Es wurden, angelehnt an metabolische Studien mit Mikroorganismen und
Pflanzen sechs Extraktionsmethoden ausgewahlt, die fur die Extraktion von
Schwefelmetaboliten geeignet waren. Basierend auf den Testanalyten sollte
das Extraktionsmittel polare Metaboliten extrahieren kénnen und nach
Moglichkeit in 70 % Methanol l8slich sein. Die Extraktionsmethoden 1 bis 6 sind
in entsprechender Reihenfolge je Analyt dargestellt (Abbildung 2.10).

1 — Wasser (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach (Vos et al., 2007)

2 — 50 % Methanol (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach (Leon et al., 2009)

3 — Methanol (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach (Oikawa et al., 2006)

4 — 70 % Methanol (5 pl/mg), Ultraschallaufschluss 2-fach (Janz et al., 2010)

5-50% Methanol/Methanol (je 2,5 ul/mg), Ultraschallaufschluss 1-fach,
serielle Extraktion (Krajewski et al., 2012)

6 — 70 % Methanol (5 pl/mg); Ultraschallaufschluss 2-fach; Inkubation 10 min
bei 60 °C (Malitsky et al., 2008)

Die Uberstande wurden nach der Zentrifugation der Extraktionsansatze jeweils
in 1:25-Verdinnung mittels ICR-FT/MS bei negativer lonisierung analysiert. Das
Massenspektrum wurde hierbei aus 300 Einzelscans des Gesamtspektrums
zwischen 123 und 1000 m/z aufsummiert. Die Analyse zeigte, dass die
Extraktionen mit reinem Methanol (3) und mit Wasser (1) aufgrund ihrer
Losungseigenschaften nicht fur alle Testanalyten geeignet sind. 50 % Methanol
(2) und 70 % Methanol (4) waren in der Lage die meisten Testanalyten
unterschiedlich effizient zu extrahieren, dabei war die Extraktion mit 70 %
besser. Die Analyse zeigte deutlich, dass die Methode des Aufschlusses die
Extraktionseffizienz und die Vielfalt der extrahierten Metaboliten maf3geblich
beeinflusst. Eine vergleichbar gute Extraktion aller Testanalyten zeigten der
serielle Aufschluss (5) und die 60 °C-Inkubation (6), beide in 70 % Methanol.

In der Literatur zu metabolischen Analysen, vor allem im Kontext mit
spezialisierten Metaboliten, werden aul3erdem haufig fraktionierende Flissig-
Flussig-Extraktionsmethoden beschrieben, welche eine polare und ein
organische, apolare Phase verwenden (Saint Paul et al., 2011; Giavalisco et al.,
2011). Eine Fraktionierung kann sich vorteilhaft auf die massen-

spektrometrische Analyse auswirken, da eine Ausdinnung der Matrix die
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Auflosung erh6hen oder aber durch die Fraktionierung die Ausbeute an
Zielmetaboliten verbessert werden kann (Kim und Verpoorte 2010). Die
fraktionierte Extraktion der homogenisierten Keimlinge erfolgte mit einem
Gemisch von 2:1:1 (v/viv) von Chloroform, Methanol und Wasser. Die
Chloroformfraktion wurde abgedampft und anschlielen zur massen-
spektrometrischen Analyse in 70 % Methanol aufgenommen und analog zur
methanolischen Fraktion verdinnt. Im Vergleich zu Methode 5 aus der
vorangegangenen Analyse zeigte die fraktionierte Extraktion keine verbesserte
Anreicherung der Testanalyten in der methanolischen (M) oder der Chloro-
formfraktion (C) (Abbildung 2.11).
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Abbildung 2.11 Fraktionierte Extraktion von Schwefelmetaboliten mit Chloroform.

Die fraktionierte Extraktion der Schwefelmetaboliten y-Glutamylcystein (YEC), S-Ribosylhomocystein
(RHC), Pantethein (PAN), Coenzym A (CoA), Glutathion (GSH), Glucobrassicin (13M) und
Methoxyglucobrassicin  (MOI3M) erfolgte in 1:1:2 (v/iviv) in Wasser:Methanol:Chloroform (M:
Methanolfraktion; C: Chloroformfraktion) und 70 % Methanol (5 — 50 % Methanol/Methanol, serieller
Aufschluss). Die Keimlinge wurden auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem Medium,
supplementiert mit 375 uM Na,SOq4 flr 14 Tage angezogen. Gezeigt werden Mittelwerte des 32S-Isotops
[m-H] aus jeweils zwei biologischen und zwei technischen Replikaten mit SD. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 300 Scans in einer 1:25 Verdliinnung der Pflanzenextrakte.

Alle folgenden Metabolitanalysen wurden mit Extrakten aus dem seriellen
Aufschluss durchgefihrt. Die 60 °C-Inkubation wurde nicht gewahlt, da nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass aufgrund erh6hter Reaktivitat bei 60 °C
das Metabolitspektrum verandert wird und dadurch, ungerichtete Analysen von
Schwefelmetaboliten erschwert werden.

Neben der Extraktion der Metaboliten beeinflussen aulRerdem die Proben-
konzentration und die instrumentellen Messparameter die Auflésung der ICR-
FT/MS-Analyse (Schmid et al.,, 2000). Zur Optimierung der analytischen
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Methode wurde eine Verdinnungsreihe des Rohextraktes injiziert und mit 250
Scans gemessen (Abbildung 2.12a). Als Mal3 fur die Qualitat der Analyse wurde
zum einen die mittlere Peakintensitat des Gesamtspektrums, zum anderen die
Anzahl der reproduzierbaren Massen innerhalb von funf technischen Replikaten
verwendet. Es sind eine hohe Anzahl reproduzierbarer Massen verknupft mit
hoher mittlerer Peakintensitat erstrebenswert um eine zuverlassige Detektion zu
gewahrleisten. Dennoch musste bertcksichtigt werden, dass ein hoch-
konzentrierter Extrakt die Moglichkeit der nachhaltigen Kontamination des
Systems und somit der anschliel3enden Probe erhdhte und daher ein gré3eres

Waschvolumen erforderlich war.
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Abbildung 2.12 Optimierung der Messparameter zur ICR-FT/MS-Analyse

(a) Einfluss der Verdinnung der Probe auf die Anzahl der reproduzierbaren Massen und die mittlere
Peakintensitat.

b) Verhaltnis der Anzahl der akkumulierten Scans einer Messung zur Anzahl der reproduzierbaren Massen
bei einer Verdliinnung von 1:25 der Pflanzenextrakte. Massen wurden als reproduzierbar erachtet, wenn
sie mindestens zweimal innerhalb von finf technischen Replikaten gefunden wurden. Es wurden je
Messung 250 Scans bei negativer lonisierung akkumuliert.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
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Wie die Verdinnungsreihe zeigte, sank mit zunehmender Verdinnung die
Anzahl der reproduzierbaren Massen von 8000 bei einer 1:10 Verdinnung auf
6000 bei einer 1:100 Verdinnung. Dem gegenuber war die Abnahme der
mittleren Peakintensitat mit der Verdinnung gering. Um eine Uberladung des
Systems zu vermeiden wurde fir alle folgenden Analysen eine Verdlinnung von

1.:25 gewabhlt, die in dieser Analyse etwa 7300 reproduzierbare Massen zeigte.
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Ein Kriterium fur eine zuverlassige Identifikation einer Schwefelmasse ist neben
der Detektion der Verschiebung des Isotopenverhaltnisses durch die
Isotopenmarkierung, die Detektion der korrespondierenden **C;-Masse, deren
Abundanz 1,1 % je C-Atom der Verbindung betragt. Fir GSH, mit der Summen-
formel Cj;0H17N306S, entspricht das etwa 10 % der Peakintensitat der
monoisotopen **C-Masse. Die Peakintensitét ist vor allem fiir wenig abundante
oder schlechter ionisierende Massen von Bedeutung. Durch eine Erhéhung der
Anzahl der aufsummierten Scans einer Analyse kann in der Regel ein Signal
deutlicher von der Hintergrundmatrix abgesetzt werden. Durch die erhdhte
Scanzahl wird eine lineare Zunahme der Peakintensitat erreicht, nicht aber der
Matrix (Payne et al.,, 2009). Mit steigender Scanzahl stieg die Anzahl der
reproduzierbaren Massen deutlich (Abbildung 2.12b). Konnten bei 250 Scans
lediglich 6500 reproduzierbare Massen detektiert werden, waren es bei 1000
Scans 10.000 und bei 3000 Scans 12.000. Die Zunahme der reproduzierbaren
Massen von 1000 auf 3000 Scans steht allerdings in einem ungunstigen
Verhaltnis zu der hierfur erforderlichen Messzeit, welche fir 3000 Scans 60 min
betragt im Vergleich zu lediglich 20 min fur 1000 Scans.

Aufbauend auf dieser analytischen Methode wurde die Isotopenmarkierung in
den Extrakten mittels des Isotopenmusters der bereits beschrieben Test-
analyten yEC, RHC, PAN, CoA, GSH, I13M und MOI3M untersucht (Abbildung
2.13). Aufgrund der hohen Auflosung und Massengenauigkeit kdnnen die
Massensignale eindeutig einer spezifischen Summenformel zugeordnet
werden. Die Summenformel basierte Simulation von GSH und des korrespon-
dierenden, natiirlichen **C;-Isotops stimmten mit den experimentellen Daten,
innerhalb einer Abweichung von 0,02 ppm mit den simulierten Massen uberein
und zeigten die **S-spezifische Isotopenverschiebung (Abbildung 2.13a, b). Die
Markierungseffizienz von etwa 60 % hat den Vorteil, dass beide isotopen Peaks
detektiert werden kdnnen. Bei weniger abundanten Massen als Glutathion kann
es vorkommen, dass im **S-markierten Zustand die **S-Masse mit der natiir-
lichen Abundanz von 4 % nicht mehr erfasst werden kann, wie es fiir die 2S-
Markierung von PAN, I3M und MOI3M zu beobachten war (Abbildung 2.13c;
Abbildung 2.14b, c, d). Metaboliten mit mehreren Schwefelatomen, wie I3M und
MOI3M, zeigten aul3erdem einen heteroisotopen Zustand bei dem jeweils ein
Schwefel als *S und als 'S vorlag, welcher durch die Isotopenmarkierung in
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vergleichbarer Abundanz zum monoisotopen 3%S-Zustand auftrat (Abbildung
2.13c; Abbildung 2.14c, d).

Die Analysen mit einer Verdinnung von 1:25 und einer Scanzahl von 1000
zeigten eine gute Aufldsung aller untersuchten Testanalyten und ihrer Isotope.
Fur hochauflosende Analysen, wie beispielsweise ungerichtete Metabolom-
aufnahmen war die Anwendung von 1000 Scans unter den hier etablierten
Bedingungen empfehlenswert. Fir gerichtete Analysen oder Vorversuche
genugten bereits 250-500 Scans.
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Abbildung 2.13 Detektion von Schwefelmetaboliten in Rohextrakten von Arabidopsis-Keimlingen.
Fur die Messung wurden die Pflanzenextrakte 1:25 verdinnt und bei negativer lonisierung mit 1000 Scans
aufgezeichnet.

(a) Isotopenverhéltnis von ’S- (oben) und **S-markiertem Glutathion (mittig). Die Massenverschiebung
betragt fur die 34S-monoisotope Masse 1.995796 amu. Das simulierte Isotopenmuster von Glutathion
(unten) stimmt mit den experimentellen Daten uberein, die Abweichung betragt 0,02 ppm.

(b) 13C1-Isotop von Glutathion der in (a) gezeigten Analyse. Die 10-fach geringere Signalintensitat
korrelierte mit der natirlichen Wahrscheinlichkeit von *Cy mit 1,1 % je C-Atom der Verbindung.

(c) Isotopenverteilung der Schwefelmetaboliten y-Glutamylcystein (YEC), S-Ribosylhomocystein (RHC),
Pantethein (PAN), Coenzym A (CoA), Glutathion (GSH), Glucobrassicin (I3M) und Methoxyglucobrassicin
(MOI3M) innerhalb der in (a) gezeigten Analyse.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
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Abbildung 2.14 Isotopenverhéltnis von Schwefelmetaboliten in 3. und 3**s-markierten

Arabidopsis-Keimlingen

Isotopenverhaltnis von den %S- (oben) und **S-markierten (mittig) Schwefelmetaboliten S-
Ribosylhomocystein (a), Pantethein (b), Glucobrassicin (c) und Methoxyglucobrassicin (d). Die
Massenverschiebung betragt je **S-Isotope der Verbindung 1.995796 amu. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 500 Scans bei negativer lonisierung in einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.
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2.3 ldentifikation, Charakterisierung und Verifizierung von

Schwefelmetaboliten auf Basis massenspektrometrischer Daten

Hochauflosende Massenspektrometrie in Kombination mit stabiler Isotopen-
markierung hat die Mdoglichkeiten der Proteom- und Metabolomanalyse
grundlegend gewandelt (Smith 2000; Allwood et al., 2012). Die Methode
ermdglicht die simultane Analyse einer komplexen Probenmatrix ohne
vorhergehende, chromatographische Trennung. Die akkurate Detektion mono-
isotoper Massen organischer lonen erlaubt die Zuordnung von singuléren
Summenformeln, welche die Identifikation bekannter sowie unbekannter
Metaboliten unterstiitzen (Hegeman et al., 2007; Matsuda et al., 2009a; Saito
und Matsuda 2010). Zur systematischen Auswertung der experimentellen,
massenspektrometrischen Daten wurde eine Routine zur Selektion der
Kandidatenmassen aus den Massenspektren bendtigt. Hierbei ist die
Charakterisierung von bekannten und unbekannten Schwefelmetaboliten zu
unterscheiden. Zur Annotation bekannter Schwefelverbindungen wurde eine
Schwefelbiomarkerliste erstellt, welche mit den massenspektrometrischen
Daten abgeglichen werden konnte. Hierzu wurden bekannte Arabidopsis-
assoziierte Schwefelmetaboliten mit Hilfe von open-source-Datenbanken
gesammelt und zusammengestellt. Zur Ermittlung unbekannter Schwefel-
metaboliten wurde ein Algorithmus zur spezifischen Suche von Schwefel-
massen, basierend auf den Charakteristika der etablierten Isotopenmarkierung,

entwickelt.
2.3.1 Open-source-Datenbanken

Die genutzten Datenbankressourcen wurden unterschieden in organismisch
orientierte Stoffwechselweg-Datenbanken, Metabolit-Annotationsdatenbanken
und chemische Strukturdatenbanken.

Stoffwechselweg-Datenbanken stellen Organismen-spezifisch Informationen zu
bekannten Stoffwechselwegen zur Verfligung und beinhalten metabolische
Reaktionen sowie deren Substrate und Produkte. Basierend auf spezifischen
Suchkriterien kdnnen hier schwefelhaltige Metaboliten, welche postuliert,
beschrieben oder nachgewiesen sind ausgelesen werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Datenbanken KEGG, KNApSAcK und AraCyc zur
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Zusammenstellung der bekannten, Arabidopsis-assoziierten Schwefel-
metaboliten verwendet.

KEGG ist eine umfassende Datenbank zu post-Genom-Analyse, welche vor
allem fur die systematische Analyse von Genfunktionen und deren Netzwerken
entwickelt wurde (http://www.genome.jp/kegg/; Goto et al., 1997; Kanehisa
1997). Die Datenbank ist in die Teilbereiche systemische, genomische,
chemische und medizinische Informationen gegliedert. Die systemischen
Informationen umfassen die Darstellung der Netzwerke von interagierenden
Molekllen. Genomische Informationen sind alle Gene, welche auf der Basis
sequenzierter Genome identifiziert wurden. Die chemischen Informationen sind
die Zusammenstellung aller chemischer Substanzen, welche an den
Reaktionen der beschriebenen Organismen beteiligt sind und die medizinischen
Information befassen sich gezielt mit Erkrankungen und Arzneistoffen
(Kanehisa et al., 2010). Im Kontext dieser Arbeit war die Datenbank der
chemischen Informationen von vorrangigem Interesse. Die Datenbank
ermdglicht die Suche spezifischer Substanzen und bietet Informationen zu
Struktur und assoziierten Reaktionen. Es ist allerdings kein Auslesen der
vollstandigen Datenbankinhalte oder eine organismenspezifische Einschrén-
kung innerhalb der Metabolitsuche moglich (Goto et al., 1998, Goto et al.,
2000). Die Datenbankinhalte werden aus dem weitreichenden Datenbank-
netzwerk von DBGET und DBLink rekrutiert (Fujibuchi et al., 1998). Aktuell
enthalt die Datenbank Informationen zu tUber 16.000 Substanzen, welche tber
2.100 Schwefelmetaboliten beinhalten (Altman et al., 2013). Da sich KEGG
vorwiegend auf die Analyse von systemischen Zusammenhangen in Organis-
men auf enzymatischer Ebene spezialisiert hat, war die Datenbank zur
Identifikation von Arabidopsis zugeordneten Schwefelmetaboliten nur sehr
eingeschrankt nutzbar.

KNApSAcK wurde zur Assoziation von Organismen mit deren endogenen
Metaboliten, insbesondere fur Arznei- und Nutzpflanzen, auf der Basis von
wissenschaftlicher Literatur entwickelt (http://kanaya.naist.jp/KNApSAcK/;
Shinbo et al., 2006). In der Datenbank werden Uber 20.000 Spezies und uber
50.000 publizierte Metaboliten gefuhrt (Afendi et al., 2012). Die Datenbank-
inhalte kbnnen beispielsweise anhand von Organismen, Molekularmassen,

molekularer Komposition und Metabolithamen durchsucht werden. Die
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vollstdndigen Inhalte der Datenbank kodnnen aulRerdem unabhéngig in
tabellarischer Form abgespeichert werden. Fir Arabidopsis sind 625
Metaboliten gelistet, davon 88 Schwefelmetaboliten.

MetaCyc ist eine Referenzdatenbank flr metabolische Stoffwechselwege, diese
katalogisiert involvierte Enzyme, Substrate und Produkte basierend auf experi-
mentell bestatigten Daten aus der Literatur fir gegenwartig mehr als 2500
Organismen (http://metacyc.org/; Krieger et al., 2004). Die Datenbankinhalte
konnen in Abhangigkeit der Spezifikation der Metabolitsuche, wie Name,
molekularer Komposition oder monoisotoper Masse ausgelesen werden. Die
Datenbank umfasst etwa 12.000 nicht redundante Metaboliten (Krieger et al.,
2004; Altman et al., 2013).

Als Ableger von MetaCyc ist eine Familie von organismenspezifischen
Datenbanken entstanden, welche unabhangig von MetaCyc gepflegt werden.
AraCyc wurde als Arabidopsis-spezifische Datenbank auf der Basis der Daten
aus MetaCyc aufgebaut und ergénzt. AraCyc umfasst tber 2600 Arabidopsis-
assoziierte Metaboliten (http://www.plantcyc.org/; Mueller et al., 2003).

Metabolit-Annotationsdatenbanken verfligen Gber eine integrierte Suchroutine
mit der Massenlisten direkt mit der Datenbank abgeglichen werden kénnen. Sie
greifen auf externe Datenbankquellen zur Massenannotation zu. Die Daten-
bankinhalte kénnen nicht ausgelesen werden. Fur die Metabolitannotation der
massenspektrometrischen Daten wurden die Datenbanken Metlin und
MassTRIX eingesetzt.

Metlin beinhaltet strukturelle und physikalische Informationen zu biologischen
Substanzen, innerhalb eines Massenbereichs von 100-1200 amu verknlpft mit
experimentellen, massenspektrometrischen Daten (Smith et al., 2005;
http://metlin.scripps.edu/index.php). Bei der Annotation von Massensignalen
konnen lonisierungsprodukte bertcksichtig werden und es besteht die
Mdoglichkeit metabolitspezifische Fragmentierungsanalysen einzusehen und
abzugleichen. Die Metabolitinformationen sind auf3erdem unmittelbar mit KEGG
verknlpft und kénnen so in einen biologischen Kontext gesetzt werden. Da die
Suche auf 500 Massensignale beschrankt ist eignet sich Metlin nicht zur

Analyse von Rohdaten.
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MassTRIX wurde 2008 entwickelt um die Verknipfung massen-
spektrometrischer Daten mit biologischen Prozessen zu erleichtern
(http://masstrix3.helmholtz-muenchen.de/masstrix3/start.htmi; Suhre und
Schmitt-Kopplin 2008). MassTRIX ermdglich die direkte Annotation massen-
spektrometrischer Rohdaten basierend auf den Inhalten der Datenbanken
KEGG, HMDB, Lipidmaps und MetaCyc (Kanehisa und Goto 2000; Krieger et
al.,, 2004; Sud et al., 2007; Wishart et al., 2009). Die Annotation erfolgt
organismenspezifisch basierend auf den in KEGG und MetaCyc zugeordneten
Metabolitinformationen. AulRerdem ist es mdglich die Daten mit eigenen
Massenlisten abzugleichen und ausgewéhlte lonisierungsaddukte in die

Auswertung mit einzubeziehen.

Chemische Strukturdatenbanken bieten vielfaltige Informationen zu bekannten
und beschriebenen, chemischen Substanzen, nicht nur biologischer Natur. Hier
kébnnen Suchen anhand von Summenformeln, systematischen Namen und
Trivialnamen, aber auch von Strukturen durchgefiihrt werden. Diese Daten-
banken sind vor allem fur die Charakterisierung unbekannter Massen mit
determinierten Summenformeln interessant.

ChemSpider ist eine Strukturdatenbank der Royal Society of Chemistry, welche
30 Millionen Substanzinformationen aus 470 Quellen mit ihren chemischen und
physikalischen  Eigenschaften sammelt und zur Verfigung stellt
(http://lwww.chemspider.com/). Mit Hilfe der Suchfunktion kénnen einzelne
Massen unter Berucksichtigung von elementarer Komposition, Ladung,
lonisierungsaddukten sowie weiterer physikalischer und chemischer Parameter
mit der Datenbank abgeglichen werden. Im Kontext mit der Literatur erleichtern
so chemische Strukturdatenbanken die Annotation von, im organismischen
Rahmen nicht beschriebener Kandidatenmassen aus hochauflésenden,
massenspektrometrischen Daten (Little et al., 2012).

2.3.2 Schwefelbiomarker in Arabidopsis thaliana

Die Zusammenstellung Arabidopsis-spezifischer Schwefelbiomarker erfolgte zur
gezielten Annotation von Schwefelmetaboliten zu den massenspektro-
metrischen Daten. Eine eigene Biomarker-Datenbank hatte den Vorteil, dass

sie gezielt auf die Bedirfnisse des Projekts angepasst werden konnte.
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Wenngleich die Annotationsleistung von MassTRIX und Metlin sehr umfassend
war, sollte die Zuordnung insbesondere fiir die Schwefelmarkierung um 3*S-
heteroisotope und —monoisotope Massen, sowie fir das *C;-Isotop und
lonisierungsaddukte erganzt werden (Matsuda et al., 2009a).

Mit Hilfe der Datenbanken der MetaCyc-Familie und KNApSAcK konnten 436
Arabidopsis-assoziierte Schwefelmetaboliten gefunden werden. Da die Daten-
banken zum Teil Massen und Summenformeln ionisierter Verbindungen
beinhalten, mussten alle Verbindungen uberprift werden und zu neutralen
Summenformeln umgewandelt werden, damit eine korrekte Annotation der
Massen mdglich war und isomere Strukturen identifiziert werden konnten.
Hierzu erfolgte aufRRerdem ein Abgleich mit den Strukturinformation aus
ChemSpider. Die gefundenen Schwefelmetaboliten reprasentierten in der
Biomarkerliste 359 nicht redundante Summenformeln, 77 Substanzen sind
Isomere. 157 der gefundenen Verbindungen, inklusive 42 Isomeren, sind
Derivate von CoA, welche ausschlie3lich in einem Massenbereich von 680 bis
1200 amu liegen. Die Mehrheit der nicht-CoA-assoziierten Schwefelmetaboliten
ist dem gegenuber niedermolekular.

Auf Basis der Datenbankinhalte wurde das bekannte Arabidopsis-Schwefel-
metabolom mit Trivialnamen und Synonymen sowie Summenformel, mono-
isotoper Masse, Strukturformel und Isomeren katalogisiert (Anhang 8.1). Darauf
aufbauend wurde eine Biomarkerliste, jeweils flr negative und positive
lonisierung zum systematischen Abgleich mit den Massenspektren isotopen-
markierter Keimlinge erstellt. Zur Annotation der massenspektrometrischen
Daten musste beriicksichtig werden, dass zum einen isomere Strukturen nicht
unterschieden werden koénnen und zum anderen nicht alle gesammelten
Metaboliten zu jedem Zeitpunkt im Schwefelmetabolom vorhanden sind, wie es
beispielweise fur Glucosinolate gezeigt wurde (Petersen et al., 2002; Brown et
al., 2003). Aul3erdem enthalt die Liste mitunter publizierte Vorstufen und
Derivate von Schwefelmetaboliten, wie Desulfoglucosinolate, welche in
bestimmten Mutanten akkumulieren nicht aber im Wildtyp (siehe 2.4.2.3 und
2.4.4) (Mugford et al., 2009; Mugford et al., 2010). Die Biomarkerliste enthalt
neben den monoisotopen Massen der gesammelten Schwefelmetaboliten fur
positive und negative lonisierung in der ICR-FT/MS-Analyse, auch deren *3C;-

und 34S;.-Isotope jeweils fiir ein- bis dreifache Ladung sowie haufige Addukte
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der lonisierung (Tabelle 2.2 und Tabelle 2.3). Insbesondere die Suche nach
heteroisotopen Zustanden von 'S wird in den Metabolit-Annotationsdaten-
banken nicht unterstitzt, diese sind aber erforderlich um zwischen einer
zufalligen Ubereinstimmung der Masse und einer markierten Schwefelmasse zu
unterscheiden. Die Biomarkerlisten umfassen 9300 Massen in negativer
lonisierung und 10.016 Massen in positiver lonisierung welche mit den

Massenspektren abgeglichen werden.

Tabelle 2.2 Massenberechnung der Addukte von Schwefelmetaboliten bei negativer lonisierung

Ladung C-Isotop S-Isotop Addukt m/z

-1 12 32 m-H m-1.00728

-1 12 34, m-H m+0.98852

-1 12 34, m-H m+2.98431

-1 12 343 m-H m+4.98011

-2 12 32 m-2H (m-2.01456)/2
-2 12 34, m-2H (m-0.01876)/2
-2 12 34, m-2H (m+1.97703)/2
-2 12 343 m-2H (m+3.97283)/2
-3 12 32 m-3H (m-3.02184)/3
-3 12 344 m-3H (m-1.02604)/3
-3 12 34, m-3H (m+0.96975)/3
-3 12 343 m-3H (m+2.96555)/3
-1 13 32 m-H m-0.00393

-1 13 34, m-H m+1.99187

-1 13 34, m-H m+3.98767

-1 13 343 m-H m+5.98346

-2 13 32 m-2H (m-1.01130)/2
-2 13 34, m-2H (m+0.98450)/2
-2 13 34, m-2H (m+2.98030)/2
-2 13 343 m-2H (m+4.97609)/2
-3 13 32 m-3H (m-2.01849)/3
-3 13 344 m-3H (m-0.02269)/3
-3 13 34, m-3H (m+1.97311)/3
-3 13 343 m-3H (m+3.96890)/3
-1 12 32 m-H20-H m-19.01839
-1 12 32 m+Na-2H m+20.97467
-1 12 32 m+Cl m+34.96940
-1 12 32 m+K-2H m+36.94861
-1 12 32 m+FA-H m+44.99820
-1 12 32 m+Hac-H m+59.01385
-1 12 34 m-H20-H m-17.02259

-1 12 34 m+Na-2H m+22.97047
-1 12 34 m+Cl m+36.96520
-1 12 34 m+K-2H m+38.94440
-1 12 34 m+FA-H m+46.99400
-1 12 34 m+Hac-H m+61.00964
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Tabelle 2.3 Massenberechnung der Addukte von Schwefelmetaboliten bei positiver lonisierung

Ladung C-lsotop S-Isotop Addukt m/z

+1 12 32 m+H m+1.00728
+1 12 341 m+H m+3.00308

+1 12 34, m+H m+4.99887

+1 12 343 m+H m+6.99467

+2 12 32 m+2H (m+2.01456)/2
+2 12 341 m+2H (m+4.01036)/2
+2 12 34, m+2H (m+6.00615)/2
+2 12 343 m+2H (m+8.00195)/2
+3 12 32 m+3H (m+3.02184)/3
+3 12 34, m+3H (m+5.01764)/3
+3 12 34, m+3H (m+7.01342)/3
+3 12 343 m+3H (m+9.00923)/3
+1 13 32 m+H m+2.01064
+1 13 341 m+H m+4.00644

+1 13 34, m+H m+6.00223
+1 13 343 m+H m+7.99803

+2 13 32 m+2H (m+3.01792)/2
+2 13 34, m+2H (m+5.01372)/2
+2 13 34, m+2H (m+7.00951)/2
+2 13 343 m+2H (m+9.00531)/2
+3 13 32 m+3H (m+4.02519)/3
+3 13 344 m+3H (m+6.02100)/3
+3 13 34, m+3H (m+8.01678)/3
+3 13 343 m+3H (m+10.01259)/3
+1 12 32 m+NH4 m+18.03382
+1 12 32 m+Na m+22.98922
+1 12 32 m+CH30OH+H m+33.03349
+1 12 32 m+K m+38.96316
+1 12 32 m+2Na-H m+44.97116
+1 12 32 m+Ac m+59.01330
+1 12 32 m+2K+H m+76.91904
+1 12 34 m+NH4 m+20.02962
+1 12 34 m+Na m+24.98502
+1 12 34 m+CH30H+H m+35.02929
+1 12 34 m+K m+40.95896
+1 12 34 m+2Na-H m+46.96696
+1 12 34 m+Ac m+61.00910
+1 12 34 m+2K+H m+78.91483

Durch Anwendung der Schwefelbiomarker auf die massenspektrometrischen
Daten konnte eine Zuordnung von Schwefelmetaboliten zu den detektierten
Massen erfolgen. Der Abgleich der Massenspektren mit den Schwefel-
biomarkern wurde mittels eines MATLAB-Programms (MathWorks GmbH,
Ismaning), programmiert und zur Verfigung gestellt von B. Kanawati
(Analytische Biogeochemie, Helmholtz Zentrum Miuinchen), durchgefihrt.
Hierbei wurde eine Massenvarianz von 1 ppm toleriert.

Um die Zuordnung eines Schwefelmetaboliten zu einer experimentellen Masse
zu bestétigen musste gezeigt werden, dass die experimentelle Masse

biologischen Ursprungs ist und den folgenden chemischen Parametern des
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Biomarkers entspricht. Demzufolge mussten Schwefelmarkierung sowie
bestenfalls naturliche isotope Zustédnde vorhanden sein. Die Zuordnung eines
Schwefelbiomarkers wurde angenommen, wenn die experimentellen Daten die
Anwesenheit der monoisotopen **S-Masse im %%S- und im **S-markierten
Spektrum sowie jeweils die **S;,-Masse im *'S-markierten Spektrum zeigten.
Die Anwesenheit der **C;-Masse konnte die Zuordnung zusatzlich unter-
mauern. Die korrespondierenden Massenspektren wurden mit 1000 Scans bei
positiver und negativer lonisierung aufgezeichnet und zur Verifizierung der
Isotopenverschiebung der annotierten Schwefelbiomarker herangezogen.

In  Arabidopsis-Keimlingen des Wildtyps Columbia (Col-0) konnten 31
Schwefelbiomarker bei negativer lonisierung und 18 bei positiver lonisierung
gefunden werden (Tabelle 2.4 und Tabelle 2.5). Wobei unter den negativ
ionisierten Metaboliten drei der 25 Massen mit isomeren Verbindungen
assoziiert werden konnten und 17 der annotierten Massen Glucosinolate waren.
Bei positiver lonisierung waren wiederum 12 der zugeordneten Metaboliten
Glucosinolate oder deren Derivate. Fur die bestétigten, annotierten Massen war
die absolute Abweichung von den monoisotopen Massen bei negativer und
positiver lonisierung kleiner 0,6 ppm.
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Tabelle 2.4 Annotierte Schwefelbiomarker in Arabidopsis-Extrakten bei negativer lonisierung

Monoisotope  Detektierte Varianz
Schwefelmetabolit Addukt Masse Masse Ladung [ppm] Summenformel
Alliin m+FA-H  222.04417 222.04426 -1 0.42739 C6H11NO3S
m+Hac-H 236.05982 236.05981 -1 0.02161 C6H11NO3S
S-Methyl-5-thio-D-Ribose m+Hac-H 239.05948 239.05948 -1 0.00335 C6H1204S
y-Glutamylcystein (YEC) m-H 249.05506 249.05505 -1 0.04979  C8H14N205S
2-(2-methylthio)ethylmalat m+FA-H  253.03875 253.03876 -1 0.05770 C7H1205S
m+Hac-H 267.05440 267.05440 -1 0.01723  C7H1205S
S-Ribosyl-L-Homocystein (RHC)  m-H 266.07038 266.07039 -1 0.04473 CI9H17NO6S
2-(3-methylthio)propylmalat m+FA-H  267.05440 267.05439 -1 0.02022  C8H1405S
m+Hac-H 281.07005 281.07006 -1 0.05194 C8H1405S
Pantethein (PAN) m-H 277.12275 277.12274 -1 0.02923  C11H22N204S
2-(4-methylthio)butylmalat m+FA-H  281.07005 281.06999 -1 0.19746 C9H1605S
Glutathiondisulfid (GSSG) m-H 305.06870 305.06871 -2 0.02917 C20H32N6012S2
Glutathion (GSH) m-H 306.07653 306.07653 -1 0.01274  C10H17N306S
m+Na-2H 328.05847 328.05848 -1 0.02408 C10H17N306S
m+K-2H  344.03241 344.03241 -1 0.00610 C10H17N306S
Homoglutathion m-H 320.09218 320.09221 -1 0.10560 C11H19N306S
Dephospho-CoA m-H 342.56716 342.56722 -2 0.17807 C21H35N7013P2S
Coenzyme A m-H 382.55032 382.55022 -2 0.27238  C21H36N7016P3S
Acetyl-CoA m-H 403.55561 403.55558 -2 0.06591  C23H38N7017P3S
Glucoiberverin (3MTP) m-H 406.03056 406.03055 -1 0.03448 C11H21NO9S3
Glucoerucin (4MTB) m-H 420.04621 420.04625 -1 0.08547 C12H23N09S3
Glucoiberin (3MSOP) m-H 422.02548 422.02566 -1 0.42983 C11H21NO10S3
Gluconasturtiin (2PE) m-H 422.05849 422.05828 -1 0.50467 C15H21NO9S2
Glucoberteroin (5MTP) m-H 434.06186 434.06192 -1 0.12855  C13H25N09S3
Indolylmethylglutathion m-H 435.13438 435.13438 -1 0.01080  C19H24N406S
Glucoraphanin (4AMSOB) m-H 436.04113 436.04118 -1 0.11765 C12H23NO10S3
Glucobrassicin (13M) m-H 447.05374 447.05379 -1 0.10737 C16H20N209S2
m+Na-2H 469.03569 469.03595 -1 0.55859  C16H20N209S2
m+K-2H  485.00963 485.00960 -1 0.05773  C16H20N209S2
m+FA-H  493.05922 493.05880 -1 0.85791  C16H20N209S2
Glucolesquerellerin (6MTH) m-H 448.07751 448.07759 -1 0.16917 C14H27NO9S3
m+Hac-H 508.09865 508.09863 -1 0.02992  C14H27NO9S3
Glucoalyssin (5SMSP) m-H 450.05678 450.05685 -1 0.15820 C13H25NO10S3
Z%mﬂ;)y'thi"hef’ty'g'“COSi”O'at m-H 462.09316  462.09321 -1 0.09890  C15H29NO9S3
m+FA-H  508.09865 508.09863 -1 0.03011  C15H29NO9S3
Hydroxyglucobrassicin (OHIMG) ~ m-H 463.04866 463.04865 -1 0.01296  C16H20N2010S2
Glucohesperin (6MSOH) m-H 464.07243 464.07249 -1 0.13188 C14H27NO10S3
?ém.‘?gg’“hioocw'g'“°°5i”°'at m-H 47610881  476.10881 -1 0.00903  C16H3INO9S3
Methoxyglucobrassicin (MOI3M)  m-H 477.06431 477.06431 -1 0.00692  C17H22N2010S2
Glucoibarin (7MSH) m-H 478.08808 478.08811 -1 0.06505 C15H29NO10S3
Glucohirsutin (8MSOO) m-H 492.10373 492.10376 -1 0.06320 C16H31NO10S3
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Tabelle 2.5 Annotierte Schwefelbiomarker in Arabidopsis-Extrakten bei positiver lonisierung

Monoisotope  Detektierte Varianz
Schwefelmetabolit Addukt Masse Masse Ladung [ppm] Summenformel
5-Methylthiopentanonitriloxid m+K 184.01929 184.01932 +1 0.14727 C6H11NOS
9-Methylthiononanonitriloxid m+H 202.12602 202.12604 +1 0.12270  C10H19NOS
m+Na 224.10795 224.10792 +1 0.14814 C10H19NOS
m+K 240.08189 240.08191 +1 0.06998 C10H19NOS
S-Acetyldihydrolipoamid m+H 234.09809 234.09809 +1 0.01623 C10H19NOS2
m+Na 256.08002 256.08006 +1 0.13980 C10H19NOS2
m+K 272.05396 272.05401 +1 0.16835 C10H19NOS2
S-Methyl-5-thioadenosin m+H 298.09684 298.09687 +1 0.09963 C11H15N503S
Glutathion (GSH) m+H 308.09109 308.09108 +1 0.01980 C10H17N306S
m+Na 330.07302 330.07307 +1 0.13906 C10H17N306S
m+2Na+H  352.05497 352.05497 +1 0.01108 C10H17N306S
Pantethein (PAN) m+K 317.09319 317.09328 +1 0.29613 C11H22N204S
Glucoraphanin (4MSOB) m+K 476.01157 476.01131 +1 0.53927 C12H23NO10S3
m+2K+H 513.96745 513.96733 +1 0.23095 C12H23NO10S3
Glucoerucin (4MTB) m+2K+H 497.97253 497.97249 +1 0.08856  C12H23NO9S3
Glucoiberin (3MSOP) m+2K+H 499.95180 499.95193 +1 0.26283 C11H21NO10S3
Glucoberteroin (5MTP) m+2K+H 511.98818 511.98807 +1 0.22305 C13H25N09S3
Glucobrassicin (13M) m+2K+H 524.98006 524.97996 +1 0.19429  C16H20N209S2
Glucolesquerellerin (EBMTH) m+2K+H 526.00383 526.00353 +1 0.57832 C14H27N0O9S3
7-Methylthioheptylglucosinolat (7MTH) ~ m+2K+H 540.01948 540.01941 +1 0.13759  C15H29NO9S3
Glucohesperin (6MSOH) m+2K+H 541.99875 541.99873 +1 0.03469 C14H27NO10S3
8-Methylthiooctylglucosinolat (8MTO) m+2K+H 554.03513 554.03495 +1 0.33265 C16H31NO9S3
Methoxyglucobrassicin (MOI3M) m+2K+H 554.99063 554.99047 +1 0.28235 C17H22N2010S2
Glucoibarin (7MSH) m+2K+H 556.01440 556.01420 +1 0.35773 C15H29N0O10S3
Glucohirsutin (BMSOO) m+2K+H 570.03005 570.02981 +1 0.41910 C16H31NO10S3

2.3.3 Massenspektren basierte ldentifikation unbekannter

Schwefelmassen

Die hohe Auflosung der ICR-FT/MS resultierte in Spektren mit tber 12.000
Signalen in Rohextrakten von Arabidopsis-Keimlingen. Diese grol3e Menge an
Daten erfordert effiziente Filter um die, fur die Analysen, relevante Information
auszulesen. Ein nutzliche Methode fir den Vergleich zweier Probengruppen,
wie *S- und *'S-isotopenmarkierter Extrakte, ist die hierarchische Cluster-
analyse (HCA). Mit ihrer Hilfe konnen die Massen innerhalb eines Proben-
clusters in relativen Bezug zueinander gesetzt werden und ein charakte-
ristisches Profil bilden, welches mit dem Profil des anderen Clusters verglichen
werden kann (Janz et al.,, 2010). So werden die spezifischen Unterschiede
beider Probengruppen herausgestellt, wie im Fall der Isotopenmarkierung die

345.-assoziierten Massen, welche in den markierten Proben eine hohere

56



ERGEBNISSE

Abundanz zeigen (Abbildung 2.15a). Hierzu wurden alle reproduzierbaren
Massen zweier Probencluster aus *S- und 'S-Markierung mit jeweils zwei
biologischen und zwei technischen Replikaten in einer Matrix zusammen-

gefasst.

S1 s2 s3 S4 S5 S6 S7 S8
28 ‘-markiert ‘ ’ . 3‘5-markiert |

Abbildung 2.15 Hierarchische Clusteranalyse reproduzierbarer Massen in Keimlingsextrakten

(a2) Dendrogram der hierarchischen Clusteranalyse (HCA), basierend auf dem euklidischen Abstand der
reproduzierbaren Massen zweier Probencluster aus 3. und 34S-Markierung. Die zugrunde liegende
Matrix erlaubt eine Abweichung von bis zu 1 ppm in der Massenzuordnung und enthalt 12.199
reproduzierbare Massen. Hochabundante Massen sind in rot dargestellt, geringe Abundanz in grin.

(b) Profilbasierte Suche innerhalb der Clusteranalyse aus (a). 8 S-spezifische Massen werden mit einem
Profil von niedriger zu hoher Signalintensitat im **S-markierten Probencluster selektiert, gezeigt durch die
rote Linie. 1534 Massen entsprechen mit einer Pearsonschen Korrelation von 0.9 dem vorgegebenen
Profil, gezeigt durch die dunkelgraue Flache.

(c) Spezifische Profile der Schwefelmetaboliten Glutathion (GSH), Pantethein (PAN), S-
Ribosylhomocystein (RHC), Glucobrassicin (I3M) und Methoxyglucobrassicin (MOI3M) in der HCA.
Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.

Die Matrix wurde innerhalb eines Toleranzbereichs von 1 ppm Massen-
Ubereinstimmung erstellt. Wenngleich die Varianz einzelner Massen bei der

Analyse deutlich kleiner als 1 ppm war bestand die Mdglichkeit, dass innerhalb
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eines Probenclusters bei einer restriktiveren Matrix eine Trennung zueinander
gehorender Massen auftrat. Die verwendete Matrix zur Identifikation aller
Schwefelmassen des Probenclusters umfasste in einem Versuchsansatz rund
12.200 reproduzierbare Massen. Innerhalb einer HCA ist es mdglich durch ein
vorgegebenes Profil Massen, die mit diesem Profil Gibereinstimmen zu ermitteln.
Die **S-spezifischen Massen konnten demnach mit einem Profil von niedriger
Abundanz in den *?S-assoziierten Proben zu hoher Abundanz in den 3*S-
assoziierten Proben gefunden werden (Abbildung 2.15b). Die Profilsuche
selektierte 1534 Massen aus den 12.200 erfassten Signalen, welche charak-
teristisch fir den 3*S-Probencluster waren. Am Beispiel von erwarteten,
bekannten Schwefelmassen konnte die Effizienz der Profilsuche uberprift
werden. Abbildung 2.15c¢ zeigt das Profil der Schwefelmetaboliten GSH, PAN,
RHC, I3M und MOI3M, welche in der Profilsuche gefunden werden konnten.
Zur weiteren Eingrenzung der 1534 Kandidaten als Schwefelmassen musste fur
diese zunachst die Massenverschiebung von **S zu %S berechnet werden.
Hierbei wurde eine mdogliche Anzahl von bis zu drei Schwefelatomen
bertcksichtigt. Auf Basis der bekannten Schwefelverbindungen aus Arabidopsis
wurde keine hohere Anzahl von Schwefelatomen innerhalb einer Verbindung
erwartet (siehe Anhang 8.1). Die berechneten **S-Massen wurden mit dem 32S-
Spektrum abgeglichen. 520 der 1534 Massen konnten im Spektrum als putative
Schwefelmetaboliten, basierend auf der Isotopenmassenverschiebung des
Schwefels, bestatigt werden (Abbildung 2.16a). Diese Schwefelmassen kdnnen
sowohl Isotope, als auch Addukte der lonisierung enthalten. Durch die
lonisierung kann ein einzelner Metabolit in vielfachen Addukten oder auch
Fragmenten im Massenspektrum auftreten (Draper et al., 2009; Bowen und
Northen 2010; Kruve et al, 2013). Um diese Abkdmmlinge der
Schwefelmetaboliten zu isolieren ist eine Zuordnung einer organischen
Summenformel notwendig. Ausgehend von einer Verbindungskomposition von
Co-100HnN0-600-80P0-4S1-3 bei einfacher Ladung und negativer lonisierung wurden
chemische Summenformeln fur glltig erachtet, die eine Ubereinstimmung mit
der Masse im Rahmen von 0,5 ppm aufwiesen. Hierdurch konnten 231 Massen
der Matrix mit Summenformeln verknipft werden. Die Summenformel-
berechnung erstellt mogliche, molekulare Kompositionen der Elemente C, H, N,

O, P und S basierend auf den experimentellen Massen, der Bindigkeit der
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Elemente und der tolerierten Abweichung. Diese errechneten Summenformeln
erheben nicht den Anspruch natirliche oder mogliche Kompositionen zu sein.
Die ,seven golden rules” beschreiben einen Malistab zur Bewertung
organischer Summenformeln und ihrer Wahrscheinlichkeit (siehe 1.2.2) (Kind
und Fiehn 2007). Die Regeln wurden auf der Grundlage von uber 68.000
reellen, organischen Summenformeln entwickelt und ermdglichen die Selektion
und Zuordnung von existierenden Kompositionen. Die ,seven rules“ wurden im
Folgenden zur Auswahl der Summenformeln mit mdoglicher, organischer
Zusammensetzung angewendet. Durch anschlieRende Uberprifung der
Isotopenmuster und der Anzahl der im Spektrum vorhandenen Schwefelisotope
konnte die Summe der Kandidaten auf 121 eingegrenzt werden. Diese
beinhalteten 21 bekannte Schwefelmetaboliten die bereits auf Basis der
Schwefelbiomarker identifiziert wurden.

Alternativ zur matrixbasierten Identifikation des Schwefelmetaboloms mittels
HCA wurde eine Methode fiir den paarweisen Vergleich zweier *?S- und **s-
markierter Spektren entwickelt, welche die spezifische Massenverschiebung
des Schwefels verwendet. Zur automatisierten Identifikation der Schwefel-
massen wurde der s-cALC Algorithmus in MATLAB programmiert (Glaser et al.,
2014). Basierend auf der Isotopenverteilung von **S und 3'S in markierten
Keimlingen wurden stabile Parameter selektiert, durch welche die biologischen
Schwefelmassen charakterisiert werden. Diese Parameter wurden in den
folgenden Formeln zusammengefasst. Wobei die Signale des %:S-Isotops
(signal?2s) und des **S-Isotops (signal?#s) einer detektierte Masse i jeweils im

%2S- und **S-markierten Spektrum, [ ]szsbzw. [ ]s4s verglichen werden.

Formel 2.1 Auswahl der **S-Signale putativer Schwefelmassen

0< [signal?zs]Ms < [Signal?zs]gzs

Formel 2.2 Verifikation der Isotopenmassenverschiebung durch s

[signal}**]zs < [signal}*S]z,s

Mit Hilfe des Algorithmus findet ein Vergleich eines korrespondierenden Paares

zweier Massenspektren, jeweils mit *S- und **S-Markierung, statt. Die zur
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Berechnung der Schwefelmassenverschiebung verwendeten Daten sind alle
Massen, die in beiden Spektren vorhanden sind und deren Intensitét im **S-
Spektrum groRer ist als im 3*S-Spektrums (Formel 2.1). Dies muss aufgrund der
beobachteten Isotopenverteilung fiir jede *2S-monoisotope Masse giiltig sein.
So konnen beide Analysen auch gleichzeitig als biologische Replikate
angesehen werden. Der Abgleich der Massen miteinander bertcksichtigt hier
sowie im Folgenden eine Abweichung der Massen von 1 ppm. Fir jede der
selektierten Massen wird die Massenverschiebung des Schwefels fiir 3*S;;
berechnet. Die berechneten Massen werden nun mit dem 3*'S-markierten
Spektrum verglichen und alle gefundenen Massen und deren korrespon-
dierende Intensitaten werden selektiert. SchlieRlich werden die **S-selektierten
Massen im *2S-Spektrum gesucht und die Intensitaten verglichen. Fiir eine
Schwefelmasse gilt, dass die Intensitat im **S-Spektrum fir die *'S-Masse
groBer sein muss als im *S-Spektrum (Formel 2.2). Des Weiteren gilt fiir alle
markierten Massen, die mehr als eine Massenverschiebung zeigen, dass alle
heteroisotopen Zustande vorhanden sein missen. Hier wird auf die Detektion
von **S; selektiert. Da die Auswahl der Massen keinen strikten Vergleich der
Intensitaten anhand der zu erwartenden, anteiligen Verhaltnisse zwischen %S
und **S fuhrt konnen in den Ergebnissen falsch-positive enthalten sein.
Allerdings ist das Risiko Kandidaten zu Ubergehen aufgrund zu strenger
Selektion noch weniger wiinschenswert.

Fir die gleichen Proben die zuvor mit HCA analysiert wurden, wurde S-CALC zur
Berechnung der Schwefelmassen angewendet. Dabei wurden 648 Massen
identifiziert, welche die durch die Formeln beschriebenen Voraussetzungen
erfillten  (Abbildung  2.16b). Zur weiteren  Charakterisierung  der
Kandidatenmassen wurde hier, analog zur HCA, die Berechnung von
Summenformeln, resultierend in 306 Kandidaten und deren Verifizierung durch
die ,seven rules”, durchgefiihrt. Abschlieend konnten 136 Massen
Schwefelverbindungen zugeordnet werden (Tabelle 2.6). So konnten durch
Analyse mit s-cALC gegenuber der HCA 15 zusatzliche Kandidatenmassen als
Schwefelmetaboliten identifiziert werden.

Mit einem Kontrollversuch sollte der zu erwartenden Anteil von Schwefel-
massen in der Summe der detektierten Massen bestimmt werden um die

Vollstandigkeit der vorangegangen Analysen zu bewerten. Hierzu wurden aus
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allen reproduzierbaren Massen eines *?S-Spektrums jeweils 1000 zufallig
gewahlte Massen auf die Charakteristika einer Schwefelmasse untersucht.

(a)
121 E

Abbildung 2.16 Identifikation von Schwefelmassen in Keimlingsextrakten von Arabidopsis.

(a) Basierend auf einer hierarchischen Clusteranalyse (HCA) wurden 1534 aus 12.199 re?roduzierbaren
Massen als charakteristisch fir einen Probencluster mit **S-Markierung gegentiber der *2S-Markierung
selektiert. Von diesen zeigten 520 eine Massenverschiebung des Schwefelisotops von 1,995796 amu
(hellgrau). 231 der 520 gefundenen Massen kénnen durch eine organische Summenformel beschrieben
werden (weil3), welche sich im Originalspektrum fur 121 Massen anhand der, mit der Anzahl der
Schwefelatome korrespondierenden Massenverschiebung und durch die Abundanz von B¢, bestatigen
lieRen.

(b) Bestimmung der Schwefelmassen allein durch Berechnung der Massenverschiebung von 35 zu ¥s
innerhalb eines Probenpaares. 648 Ubereinstimmende Massen aus Berechnung und Massenspektrum
wurden aus 12.199 reproduzierbaren Massen selektiert. Die Annotation von Summenformeln resultierte in
306 Kandidaten aus 648, von denen 136 in ihrer Komposition mit den Massenspektren tbereinstimmten.
(c) Haufigkeit und Verteilung von Schwefelmassen durch Untersuchung einer fiinffachen Zufallsauswahl
von jeweils 1000 Massen einer ICR-FT/MS-Analyse von Pflanzenextrakten. Fur die zuféllig selektierten
Massen aus den ¥S-Spektren wurde die Massenverschiebung fiir **S;.3 berechnet und im **S-Spektrum
abgeglichen. 94,1 % der Uberpriiften Massen zeigen keine Ubereinstimmung der berechneten Massen
(dunkelgrau). Fir 59 Massen konnte eine entsprechende Massenverschiebung zugeordnet werden
(hellgrau). Bei visueller Prifung der Spektren beziiglich der Intensitétsverteilung der korrespondierenden
Massen konnte das schwefelspezifische Isotopenmuster fir 3,6 % (= 0,6 %, weilR) gefunden werden.
Durch die abschlieBende Errechnung zugehériger Summenformeln wurden 120 Schwefelverbindungen
unter 1000 Massen (1,2 % + 0,2 %, schwarz) identifiziert.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.

(b) (c)

Fur alle 1000 Massen wurde die Schwefelmassenverschiebung von
1,9958 amu berechnet und mit den detektierten Massen des entsprechenden
343-Spektrums abgeglichen. Die zuféllige Selektion von 1000 Massensignalen
aus derselben Matrix und deren Auswertung wurden in flinffacher Wiederholung
durchgefiihrt. Fiir 5,9 % (+ 0,6 %) der berechneten 3*S-Massen konnte eine
korrespondierende Masse innerhalb einer Toleranz von 1 ppm zugeordnet
werden. Die visuelle Prifung des Isotopenmusters der Schwefelmassenpaare
ergab, dass nur 3,6 % (= 0,6 %) die markierungsspezifischen Merkmale der
Massenverschiebung zeigten, wie sie durch Formel 2.1 und Formel 2.2
beschrieben wurden. Analog zu den vorangegangen Versuchen wurden

Summenformeln fir die Kandidatenmassen berechnet. Daraus resultierte ein
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Anteil an Schwefelverbindungen von 1,2 % (= 0,2 %). Dies entspricht 146
echten Schwefelmassen aus einer Matrix von rund 12.200 untersuchten
Massen (Abbildung 2.16c). Dieser Anteil der Schwefelmassen zeigte, dass
sowohl die HCA mit 121 Massen (1 %), als auch die Berechnung mit S-CALC von
136 Massen (1,1 %) aus 12.200 Massen mindestens 80 % der vorhandenen
Schwefelmassen identifizieren konnten. Schwefelmassen, welche anhand der
Filtermethoden nicht selektiert wurden, zeigten niedrige Intensitaten im
Massenspektrum (< 108) und vor allem eine geringe Signifikanz in der HCA, so
dass eine automatisierte Selektion nicht eindeutig moglich war. Analog wurde
diese Analyse auch mittels positiver lonisierung durchgefihrt, wobei 55 Massen
als Schwefelverbindungen beschrieben werden konnten (Tabelle 2.7).

Zur Identifikation von Schwefelmassen wurde fiir alle folgenden Analysen die s-
CALC Methode angewendet, da diese direkt Datensatze von Rohdaten
verarbeiten kann. Hierbei war zu beachten, dass die Schwefelmassen jeweils
aus einem korrespondieren Paar von *?S- und 3*S-Spektrum resultieren. Des
Weiteren wurde durch die s-caLc-Berechnung eine hohere Spezifitat in der
Selektion der Kandidatenmassen erreicht, so dass die Anzahl der manuell zu
verifizierenden Signale erheblich geringer war als fur die HCA. Die selektierten
Schwefelmassen wurden als Massenliste aus dem *2S-Spektrum selektiert und

konnten fur vergleichende Analysen weiterverarbeitet werden.
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Tabelle 2.6 Verifizierte Schwefelmassen aus Arabidopsis thaliana mit zugeordneten
Summenformeln (< 5 ppm) bei negativer lonisierung.

Dargestellt ist die Summenformel mit der geringsten Abweichung, bei Verflgbarkeit von alternativen
Summenformeln wurde diese mit einem Stern markiert.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons

Detektierte Varianz Detektierte Varianz
ID Masse [m-H] [ppm] Summenformel ID Masse [m-H] [ppm] Summenformel
1 195.03326 0.01128 C6H1205S 69 437.04102 0.34917 C16H14N409S
2 209.04891 0.01866 C7H1405S 70 438.13410 0.15064 C19H25N307S
3 210.00780 0.10762 C5HINO6S 71 439.07643 0.02801 C17H22N404P2S
4 218.01287 0.04633 C7HINOS5S 72 442.10255 0.04252 C20H23N50P2S*
5 223.02821 0.12465 C7H1206S 73 444.13683 0.20129 C16H31NO9S2
6 233.02379 0.11015 C7H10N205S 74 447.05380 0.14204 C16H20N209S2
7 234.04415 0.04615 C8H13NO5S 75 448.07760 0.19148 C14H27NO9S3
8 236.02343 0.00678 C7H11INO6S 76 450.05686 0.17776 C13H25N010S3
9 236.05983 0.08472 C8H15NO5S 7 450.99483 0.33881 C14H8N6010S
10 237.04383 0.02573 C8H1406S 78 451.07041 0.04582 C20H20010S
11 238.05436 0.10866 C11H13NO3S 79 458.15245 0.13140 C17H33N09S2
12 239.02308 0.05104 C7H1207s 80 460.13174 0.19429 C16H31NO10S2
13 239.05948 0.02886 C8H1606S 81 462.09324 0.16577 C15H29N09S3
14 247.02817 0.02915 C9H1206S 82 463.04874 0.18033 C16H20N2010S2
15 248.05980 0.03023 C9H15NO5S 83 464.07252 0.21182 C14H27NO10S3
16 249.05507 0.03252 C8H14N205S 84 465.01035 0.17261 C25H11N204PS
17 251.05947 0.02231 C9H1606S 85 465.14511 0.37064 C20H26N407S
18 252.05473 0.00000 C8H15NO6S 86 474.99562 0.44527 C18H15N404P3S
19 253.03874 0.02529 C8H1407S 87 476.10882 0.01554 C16H31NO9S3
20 254.07037 0.01653 C8H17NO6S 88 477.06427 0.07483 C17H22N2010S2
21 260.02355 0.47457 C9H11NO6S 89 478.00488 0.17678 C16H20NO8P3S
22 264.05473 0.00000 C9H15NO6S 90 478.08808 0.01903 C15H29NO10S3
23 265.03874 0.00415 C9H1407s 91 478.15410 0.00648 C23H29NO8S
24 266.07039 0.04059 C9H17NO6S 92 488.03368 0.20921 C13H26N503P3S3
25 268.08602 0.03133 C9H19NO6S 93 492.10379 0.13696 C16H31NO10S3
26 271.04930 0.02988 C8H1608S 94 493.11742 0.07787 C23H26010S
27 271.07178 0.01869 C6H16N406S 95 493.97884 0.50184 C14H21N50P4S3
28 272.00567 0.00515 C10H11NO4S2 96 493.99985 0.07490 C16H20NO9P3S
29 277.12275 0.04078 C11H22N204S 97 496.97712 0.06238 C19H15010PS2
30 280.97622 0.26835 C11H607S 98 504.00761 0.08690 C16H22N502P3S3*
31 281.03370 0.15514 C9H1408s 99 504.02855 0.28689 C13H26N504P3S3
32 285.01868 0.00526 C10H10N206S 100 505.02384 0.20098 C12H25N604P3S3
33 288.06597 0.02430 C10H15N305S 101 505.06338 0.19087 C27H26P4S*
34 289.06126 0.18197 C9H14N405S 102 509.97377 0.06765 C20H10N506PS2*
35 304.06089 0.05591 C10H15N306S 103 510.19157 0.04253 C23H33N308S
36 305.04490 0.03475 C10H14N207S 104 514.16540 0.12661 C25H29N307S
37 306.07653 0.01732 C10H17N306S 105 520.00261 0.24769 C16H22N503P3S3
38 307.08569 0.00488 C12H2007S 106 520.89041 0.02419 C15H9013P3S
39 309.06490 0.16922 C11H1808S 107 520.99785 0.21958 C15H21N603P3S3
40 314.99462 0.34985 C8H1309PS 108 521.01884 0.03167 C12H25N605P3S3
41 315.02926 0.07079 C11H12N207S 109 521.03743 0.31456 C20H21N405P3S
42 320.09219 0.06592 C11H19N306S 110 522.86143 0.02397 C14H8012P4S
43 326.07038 0.01779 C14H17NO6S 111 534.06759 0.07153 C21H22N506PS2*
44 337.92653 0.21129 C14H4N3P3S 112 535.02305 0.28896 C16H24N603P4S2*
45 338.04861 0.03195 C10H17N306S2 113 536.02602 0.24327 C21H19N308S3
46 341.08472 0.22516 C11H22N206S2 114 536.87704 0.05588 C15H10012P4S
a7 343.01062 0.13411 C11H15N40P3S 115 536.99279 0.25959 C15H21N604P3S3
48 343.97185 0.18693 C11H7NO10S 116 537.92384 0.22829 C19H13NO8P4S
49 352.07079 0.06135 C12H19NO9S 117 544.09642 0.22128 C22H29NO9P2S
50 358.98448 0.09722 C14H11N4P3S 118 545.01992 0.33210 C28H10N4O7S*
51 367.07043 0.00409 C13H20010S 119 545.05187 0.01284 C18H25N604P3S2*
52 368.00591 0.01014 C12H14N50P3S 120 547.07086 0.11260 C31H21N202PS2*
53 376.89965 0.35553 C14H505P3S 121 548.00542 0.28595 C16H27NO8P4S2*
54 378.95311 0.11664 C16H7N4P3S 122 550.96501 0.10188 C16H13N2016PS*
55 390.02907 0.41458 C17H13NO8S 123 550.99700 0.12123 C17H23N405P3S3
56 402.08988 0.21637 C13H25N09S2 124 552.85090 0.07850 C18H6011P4S
57 406.03061 0.11305 C11H21NO9S3 125 560.07036 0.35174 C20H30N502P3S3
58 407.01914 0.15921 C16H12N209S 126 561.02583 0.25667 C18H3008P4S2*
59 416.10550 0.14492 C14H27N0O9S2 127 561.08654 0.00451 C16H33N604P3S3
60 416.91799 0.47707 C20H405P2S 128 562.04209 0.47025 C14H33NO10P4S2
61 418.08477 0.16623 C13H25N010S2 129 571.97407 0.10000 C21H12N509PS2*
62 420.04625 0.08737 C12H23N0O9S3 130 575.00949 0.19652 C34H15N2P3s*
63 422.02555 0.16800 C11H21NO10S3 131 577.06055 0.16081 C16H3808P4S3*
64 425.08068 0.12656 C13H22N408S2 132 578.01604 0.17024 C17H29NO9P4S2*
65 430.12113 0.08974 C15H29N09S2 133 593.05562 0.06273 C33H2205S3*
66 434.06194 0.17855 C13H25N09S3 134 612.04180 0.19607 C36H15N5S3*
67 435.13446 0.20476 C19H24N406S 135 612.99734 0.23817 C34H1506PS2*
68 436.04119 0.13577 C12H23N0O10S3 136 636.13937 0.02924 C33H29N503P2S*

63



ERGEBNISSE

Tabelle 2.7 Verifizierte Schwefelmassen aus Arabidopsis thaliana mit zugeordneten
Summenformeln (< 5 ppm) bei positiver lonisierung.

Dargestellt ist die Summenformel mit der geringsten Abweichung, bei Verflgbarkeit von alternativen
Summenformeln wurde diese mit einem Stern markiert.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons

Detektierte Varianz
ID Masse [m+H]  [ppm] Summenformel
1 234.09809 0.04119 C10H19NOS2
2 258.03830 0.39061 C7H16NO3PS2
3 298.09683 0.02020 C11H15N503S
4 302.11694 0.12819 C12H19N304S
5 306.04085 0.48323 C7H16NO8PS
6 308.09106 0.07229 C10H17N306S
7 309.09445 0.24149 C19H1602S
8 320.94662 0.45946 C9H509PS
9 330.06052 0.24677 C10H22NO3P3S
10 346.03804 0.15477 C16H11INO6S
11 365.06676 0.49003 C10H21010PS
12 399.14452 0.01959 C15H22N605S
13 400.14792 0.28662 C24H21IN30S
14 436.14020 0.28267 C14H30NO10PS
15 437.07787 0.12704 C15H21N209PS
16 444.01503 0.33092 C16H14NO10PS
17 444.03016 0.41894 C15H19N50P2S3
18 460.00768 0.40566 C10H13N5012S2
19 460.02502 0.28452 C15H19N502P2S3
20 461.13538 0.11649 C15H29N2010PS
21 476.00259 0.50948 C12H20N307P3S2
22 476.12947 0.32202 C13H25N5012S
23 478.09133 0.30686 C20H19N309S
24 480.16863 0.06136 C23H29NO8S
25 481.99854 0.35427 C13H11IN3015S
26 487.01522 0.03416 C22H1409S2
27 492.10725 0.25331 C21H21IN309S
28 496.01414 0.24485 C14H13N3015S
29 497.97255 0.27084 C13H19N502P4S3
30 498.97591 0.00562 C12H17N604P3S3
31 499.95175 0.07776 C28H7NOP2S2*
32 500.09266 0.17793 C19H27N50P2S3*
33 501.04824 0.28438 C17H2707P3S2*
34 509.00611 0.09252 C14H20N603P4S2
35 511.98820 0.26498 C14H21N502P4S3
36 516.08764 0.29859 C19H27N502P2S3*
37 516.17993 0.07299 C25H29N307S
38 517.02561 0.30542 C23H16010S2
39 517.18329 0.20187 C34H2803S*
40 524.97997 0.13321 C13H12N6011S3
41 526.00373 0.03086 C15H23N502P4S3
42 532.10369 0.00678 C21H26NO11PS*
43 538.06123 0.00819 C14H31N503P4S3
44 539.01668 0.00409 C11H18N6013S3*
45 540.01962 0.47680 C16H25N502P4S3
46 554.03509 0.14068 C17H27N502P4S3*
a7 554.05607 0.12766 C14H31N504P4S3*
48 554.99056 0.09423 C18H18N603P4S2*
49 555.03833 0.31406 C16H25N604P3S3
50 556.01424 0.06847 C16H25N503P4S3
51 568.17754 0.02433 C17H37N5010S3*
52 570.02994 0.02249 C17H27N503P4S3*
53 571.03334 0.13859 C16H25N605P3S3
54 609.20075 0.07629 C22H36N6010S2*
55 614.91890 0.41081 C25H1209P2S3
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2.4 Vergleichende Analyse des Schwefelmetaboloms in

Arabidopsis

Die im Vorangegangen etablierte Methode zur Identifikation von Schwefel-
metaboliten bildet die Basis fur vergleichende Analysen des Schwefel-
metaboloms. So besteht die Mdglichkeit gezielt Verdnderungen des Schwefel-
metabolismus in Abhangigkeit von Okotypen, Entwicklungsstadien, Umwelt-
einflissen und Veranderungen im Metabolismus durch Genmutationen
aufzuzeigen und zu charakterisieren. Fir den Arabidopsis Wildtyp Col-0
konnten 136 Schwefelmetaboliten beschrieben werden. Zur vergleichenden
Analyse des Schwefelmetaboloms wurden verschiedene Schwefelmetabo-
lismus-assoziierte Mutanten ausgewahlt sowie der Okotyp Landsberg erecta
(Ler-0) mit sowohl bekannten als auch unbekannten metabolischen Veréan-
derungen. Dabei wurden die Genfamilien der ATP-Sulfurylasen (ATPS), der
Adenosin-Phosphosulfat-Reduktasen (APR) und die der Adenosin-Phospho-
Kinasen (APK) untersucht als Kernkomponenten der primaren Sulfat-
assimilation in der Pflanze (Abbildung 1.2). Als Bindeglied zwischen primarem
und spezialisiertem Schwefelmetabolismus wurden die Glutathionmetabo-
lismus-assoziierten Genfamilien der y-Glutamyltransferasen (GGT) und der
Phytochelatinsynthasen (PCS) untersucht. Aus dem spezialisierten Schwefel-
metabolismus wurden die an der Indolglucosinolatsynthese beteiligten P450
Zytochrome CYP79B2 und CYP79B3 analysiert.

Abbildung 2.17 zeigt am Beispiel der bekannten Schwefelmetaboliten aus
Tabelle 2.4 zusammenfassend die Varianz der untersuchten Linien im Vergleich
zum Wildtyp Col-0. Jeder Datenpunkt stellt den relativen Unterschied der
mittleren Intensitat der monoisotopen 32S-Masse von drei biologischen
Replikaten zur korrespondierenden mittleren Intensitat von Col-0 dar. Wobei die
absolute Abundanz von Col-0 auf 100 % gesetzt wurde. Ein dunkleres Feld
zeigt eine erhohte Abundanz gegentber Col-0 an, ein helles Feld eine
verringerte Abundanz. Einzelne Schwefelmetaboliten waren bis zu 100-fach
gegeniber dem Wildtyp reduziert, wie die meisten Glucosinolate in der
Doppelmutante von APK1 und APK2 sowie in der Dreifachmutante von APK1,
APK2 und APK4 (apk TR3). Die Akkumulation von Schwefelmetaboliten war
demgegentber weniger deutlich, hier war lediglich eine Zunahme der Intensitat

um das Vierfache zu beobachten. Im Allgemeinen war zu sehen, dass nur
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wenige der untersuchten Linien einen umfassenden Einfluss auf die Abundanz
der bekannten Schwefelmetaboliten zeigten und vor allem im Bereich der
primaren Schwefelassimilation eine hohe Redundanz innerhalb der Genfamilien
prasent war. Im Folgenden soll auf die Ergebnisse der untersuchten Linien im
Detail eingegangen werden.

Y

o

> o

»xX

- I~
A T ¢ 2
= ¢ = 3
3 $-8%8 H
3 TES 5 O g

(']

o e IS 000 <
o £S5 3aana oo x5 Q.
< @ m mm @ m qd 0 ©

vGC
RHC
PAN
GSH
AP-CoA
3MTP
4MTB
3MSOP
2PE
5MTP
I3M-GSH
4MSOB
13M
6MTH
5MSP
7TMTH
OHIMG
6MSOH
8MTO
MOI3M
7MSH
8MS00

relative Varianz

L[ [ .

<1 20 50 100 200 300 >400 %
Col-0

Abbildung 2.17 Varianz bekannter Schwefelmetaboliten in den analysierten Arabidopsis-Mutanten
und dem Okotyp Ler-0 im Vergleich zum Wildtyp Col-0

Einfluss des Funktionsverlusts unterschiedlicher Gene des Schwefelmetabolismus und des Okotyps Ler-0
auf die Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4). Bei den analysierten Linien handelt es
sich um Mutanten der Schwefelmetabolismus assoziierten Enzyme der Adenosin-Phosphosulfat-Kinasen
(apk), ATP-Sulfurylasen (atps), Adenosinphosphosulfat-Reduktasen (apr), Phytochelatinsynthasen
(APCS), y-Glutamyl-Transferasen (ggt) und P450 Zytochrom (cyp). Die Varianz wurde je
Schwefelmetabolit als relative Abweichung zur Signalintensitdt des Wildtyps (100 %) bei negativer
lonisierung dargestellt. Die die verwendeten Mittelwerte setzen sich aus den Analysen von drei
biologischen Replikaten zusammen.
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Zur vergleichenden Analyse zweier Linien wurden Keimlinge fir 14 Tage auf
375 uM Nay**S0,4 bzw. Na,**SO,4, angezogen. Nach serieller Extraktion der
Keimlinge wurde der Extrakt in 1:25-Verdinnung mittels ICR-FT/MS bei 300-
1000 akkumulierten Scans analysiert. Anhand der Massenspektren wurden
zunachst fur alle Replikate mittels s-caLc die Schwefelmassen selektiert. Diese
wurden anschliel3en in einer Matrix mit 100-500 reproduzierbaren Schwefel-
kandidatenmassen zusammengefasst und mit HCA auf spezifische Verande-
rungen ihrer Abundanz gegeniber dem Wildtyp analysiert. Alle relativ zum
Wildtyp akkumulierten oder reduzierten Massen, welchen eine organische
Summenformel zugeordnet werden konnte, wurden in den korrespondierenden
Massenspektren Uberprift. Hierbei dienten die spezifische Abundanz in der
Mutante, die Schwefelmassenverschiebung und die Anwesenheit von 3C,
sowie deren Ubereinstimmung mit der erwarteten Abundanz durch die
annotierte Summenformel als Grundlage fir die Annahme einer Masse als
echte Schwefelmasse. Spezifisch selektierte Massen, welche nicht mit einer
bekannten Schwefelverbindung annotiert werden konnten wurden, bei nicht
nachweisbarem, oder nicht zur Summenformel passendem *3C; aufgrund
mangelnder Argumente fir die annotierte molekulare Komposition nicht weiter
berticksichtigt. Die Versuche wurden ublicherweise wenigstens zweimal mit
vergleichbarem Ergebnis durchgefihrt. In den vergleichenden Analysen wurden
Anderungen als charakteristisch angesehen, wenn die Abundanz gegeniiber
dem Wildtyp wenigstens eine Anderung um den Faktor 2 zeigte.

2.4.1 Differentieller Schwefelmetabolismus in Arabidopsis-Okotypen

Der Modelorganismus Arabidopsis thaliana bildet die Referenz fur die
genetische und molekulare Forschung hoéherer Pflanzen, basierend auf der
Verfugbarkeit der vollstandigen, genomischen Sequenz und einer umfassenden
Auswahl an T-DNA-Insertionslinien, welche die funktionale Analyse einzelner
Gen-Loci stitzen (Meinke et al., 1998; Izawa et al., 2003). Neben diesen
erzeugten Genvarianten bildet die natirliche Variation des Arabidopsis-
Genoms, welche fur unterschiedliche Okotypen gefunden werden kann eine
wichtige Quelle fir das Verstandnis von Genfunktionen und Mechanismen der
Adaptation und Regulation (Loudet et al., 2007). Fur Arabidopsis sind tber 300
Okotypen bekannt (Koornneef et al., 2004). Es wurde gezeigt das allein
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zwischen zwei Okotypen 1-2 % der Gene Deletionen aufweisen und etwa 4 %
Polymorphismen im Expressionsmuster zeigen (Borevitz et al., 2003a). Diese
naturlichen Variationen konnen, in Abhangigkeit von Funktionsgewinn oder
Funktionsverlust, unterschiedliche Auswirkungen auf den Phéno- und Chemo-
typ der Pflanzen haben Im Kontext des Schwefelmetabolismus konnte
beispielsweise fiir die Okotypen Bayreuth (Bay-0) und Shahdara (Sha) eine
Korrelation differentieller Sulfatakkumulation mit Polymorphismen in der ATP-
Sulfurylase 1 (ATPS1) und der Adenosin-Phosphosulfat-Reduktase 2 (APR2)
gezeigt werden (Loudet et al.,, 2007; Koprivova et al., 2013). Dariiber hinaus
wurden fur 39 Arabidopsis-Okotypen sieben unterschiedliche Glucosinolat-
profile beschrieben, welche durch Polymorphismen in drei an der Glucosinolat-
biosynthese beteiligten Loci bestimmt werden (Kliebenstein et al., 2001b). Der
wohl malfgebliche Unterschied der Glucosinolatprofile wird durch zwei 2-
Oxoglutarat-abhéngige Dioxigenasen (AOP2 und AOP3) vermittelt, welche als
Tandem vorliegen und Okotyp-spezifisch exprimiert werden (Kliebenstein et al.,
2001a) (Abbildung 2.18).
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Abbildung 2.18 Die spezifischen Funktionen der 2-Oxoglutarat-abhé&ngigen Dioxigenasen in
Arabidopsis thaliana.

Die 2-Oxoglutarat-abhé&ngigen Dioxigenasen AOP2 und AOP3 liegen im Arabidopsis-Genom als Tandem
vor und werden Okotypen-spezifisch selektiv exprimiert. Die Folge ist ein Unterschied in der Anreicherung
von Glucosinolatspezies. AOP2 exprimierende Okotypen synthetisieren vor allem Alkenylglucosinolate,
AOP3 exprimierende Okotypen hingegen Hydroxyalkylglucosinolate.
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Abbildung 2.19 Natirliche Variabilitat bekannter Schwefelmetaboliten in den Arabidopsis-Okotypen
Columbia und Landsberg.

Unterschiedliche Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4) in Col-0 und Ler-0. Mittelwerte
der absoluten Signalintensitaten des 32S-Isotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten von Col-0
(schwarze Balken) und Ler-0 (weiRe Balken). Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fiir 14 Tage auf 0,5-fach
konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na SO, supplementiert. Die
gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in
zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 1000 Scans bei
negativer lonisierung und einer 1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.

Die Glucosinolatverteilung der Okotypen passt zu den Daten, welche
Kliebenstein et al. (2001a und 2001b) erhoben haben. Hierbei wird Ler-0 durch
die Akkumulation von Hydroxyalkylglucosinolaten charakterisiert, hingegen
zeigt Col-0 durch sehr geringe Expression im Locus AOP2 und AOP3 vor allem
Sulfinylalkylglucosinolate. Weiterhin konnten 23 nicht annotierte Schwefel-
massen mit spezifischer Anderung der Abundanz identifiziert werden von denen
jeweils 12 akkumuliert und 11 reduziert auftraten (Abbildung 2.20). Durch das
bereits beschriebene Ausmall an naturlicher Variabilitat zwischen den
Okotypen konnen hier die Ursachen fir diese spezifischen Veranderungen im
Schwefelmetabolom weitreichend sein. Wenigsten funf Genprodukte, APTS1,
APR2, GS-OX, AOP2 und AOP3, zeigen eine Okotypen-abh&ngige Expression
mit daraus resultierenden metabolischen Effekten (Loudet et al., 2007;
Kliebenstein et al., 2001a; Kliebenstein et al., 2001b; Koprivova et al., 2013). Da
vor allem Glucosinolate von veranderter Abundanz betroffen waren, ware es
naheliegend weitere, nicht beschriebene Glucosinolat-assoziierte Verbindungen
zu finden (Kliebenstein et al., 2001b). Die veranderten Schwefelmetaboliten mit
den nominalen Massen 374, 402, 416 und 444 amu haben Summenformeln,
welche die Basiseinheit von Glucosinolaten (C;H;:2NOgS;) enthalten. Die Masse
374, mit der Summenformel C;1H21:NOgS, entspricht der Basiseinheit mit einem
Butylrest, entsprechende Substanzen kdnnen auch in ChemSpider gefunden
werden (Abbildung 2.21). Die Metaboliten 402, 416 und 444 mit den
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Summenformeln C13H25NOQS, C14H27NOQSZ und C11H22N0982 hatten fO|g|ICh
einen Hexyl-, Heptyl- oder Nonylrest. Dariiber hinaus sind ohne gezielte
Strukturanalysen kaum Schlisse Uber die Identitdt der der nicht-annotierten

Schwefelmetaboliten zu ziehen.
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Abbildung 2.20 Veranderte Schwefelmetabolitabundanz des Arabidopsis-Okotyps Landsberg
gegeniiber Columbia.

Im Okotyp Landsberg (Ler-0) wurden nicht annotierte Schwefelmetaboliten mit erhohter (a) bzw.
reduzierter (b) Abundanz im Vergleich zu Columbia (Col-0) detektiert, jeweils in **S- und **S-markierten
Keimlingen von Arabidopsis. Die zugeordnete Summenformel entspricht der molekularen Komposition mit
der geringsten Massenabweichung gultig fur Co.100HnNo.600-80P0-2S1-3 bei einer Ladung von -1 [m-H]. Die
gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in
zweifacher, technischer Wiederholung fiir jeweils ¥3. und 34S-Markierung zusammen. Die Datenaufnahme
erfolgte mit 1000 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.21 Struktur von Isobutylglucosinolat

In der massenspektrometrischen Analyse von Ler-O-Extrakten wurden Massen von putativen
Glucosinolatderivaten identifiziert, darunter das bekannte Isobutylglucosinolat. Auf3erdem wurden
Kandidatenmassen fur Hexyl-, Heptyl- und Nonylglucosinolate identifiziert, welche Uber verlangerte C-
Ketten in [ ]n Position verfligen kénnten.
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2.4.2 Loss-of-function Mutationen im priméaren Schwefelmetabolismus

Die primare Assimilation des Schwefels in der Pflanze erfolgt mit der
Aktivierung des aufgenommenen Sulfats mittels ATP durch ATP-Sulfurylasen
(ATPS) zu Adenosin-Phosphosulfat (APS) (Abbildung 1.2). APS kann einerseits
durch APS-Reduktasen (APR) weiter zu Sulfit und schliel3lich zu Cystein
reduziert werden, welches zusammen mit Glutathion den Hauptschwefel-
speicher der Pflanze bildet (Noctor, Graham et al., 1998; Leustek und Saito
1999; Hell und Wirtz 2011). Alternativ kann APS durch APS-Kinasen (APK)
weiter zu Phosphoadenosin-Phosphosulfat (PAPS) phosphoryliert werden,
welches vor allem bei der Sulfatierung im spezialisierten Schwefelmeta-
bolismus, wie beispielsweise den Glucosinolaten eine Rolle spielt (Mugford et
al., 2009).

2.4.2.1 ATP-Sulfurylasen

In Arabidopsis wurden vier funktionale ATP-Sulfurylasen beschrieben ATPS1,
ATPS2, ATPS3 und ATPS4 (Leustek et al., 1994; Murillo und Leustek 1995;
Hatzfeld et al., 2000). Die Lokalisation der Gene auf jeweils unterschiedlichen
Chromosomen zeigt, dass diese nicht unmittelbar das Ergebnis einer
Genduplikation sind, welche notwendigerweise Redundanz zur Folge hatte. Es
wurde gezeigt, dass die Regulation der vier Isoformen spezifisch ist
(Matthewman et al., 2012). So nehmen Mikro-RNA (mi395), induziert durch
Schwefelmangel oder Transkriptionsfaktoren, welche in die Kontrolle der
Glucosinolatbiosynthese involviert sind (z.B. HAG2, MYB76) als Effektoren
unterschiedlichen Einfluss auf die Expression der ATPS-Loci (Gigolashvili et al.,
2007; Gigolashvili et al., 2008; Kawashima et al., 2009).

ATPS sind lokalisiert im Plastidenstroma und im Cytosol, wobei die reduktive
Sulfatassimilation ausschlieflich in Plastiden erfolgt (Rotte und Leustek 2000).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei T-DNA-Insertionslinien von ATPS1 und
ATPS2 untersucht (Tabelle 4.2). Fir die verwendete ATPS1-Linie, bei welcher
die Insertion im ersten Intron sitzt, wurde eine Akkumulation von Sulfat
gegenuber dem Wildtyp beschrieben und eine um 50 % reduzierte Aktivitat
(Liang et al., 2010; Kawashima et al., 2011; Koprivova et al., 2013). Aufgrund
der Funktion der ATPS in der frihen Sulfatassimilation und der beschriebenen

Auswirkungen auf den Sulfatgehalt der Pflanze, wurde fir die Analyse des
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Schwefelmetaboloms der ATPS-Mutanten allgemein eine Reduktion der

Schwefelmetaboliten durch verringerten Sulfatumsatz erwartet.
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Abbildung 2.22 Variabilitat bekannter Schwefelmetaboliten in Abhangigkeit von der Aktivitat der
ATP-Sulfurylasen

Einfluss von atpsl (a) und atps2 (b) auf die Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4).
Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des *s- Isotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten
von Wildtyp Col-0 (schwarze Balken) und atpsl bzw. atps2 (weie Balken). Die Anzucht der Keimlinge
erfolgte fir 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit
375 pM Na,SO4 supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

Die ICR-FT/MS-Analyse von atpsl und atps2 mit *S- und 3'S-Markierung
zeigte nur einen marginalen Effekt auf das bekannte Schwefelmetabolom
(Abbildung 2.22a, b). Der erwartete Einfluss auf die primaren Produkte der
Schwefelassimilation, wie Glutathion, war nicht erkennbar. Allerdings war ein
verringerter Anteil an sowohl aliphatischen, als auch Indolglucosinolaten
festzustellen. Darlber hinaus konnten fir atpsl drei nicht annotierte
Schwefelmassen detektiert werden, welche gegeniber dem Wildtyp etwa
zweifach reduziert waren (Abbildung 2.23). Aufgrund von Redundanz innerhalb
der ATPS-Familie lieBen die Ergebnisse fir die Einzelmutanten keine

Schlussfolgerungen lber etwaige spezifische Aufgaben von ATPS1 oder

72



ERGEBNISSE

ATPS2 innerhalb der Sulfatassimilation unter den Standardanzucht-
bedingungen zu, welche eine vertiefende Analyse gerechtfertigt hatten.

8.01 C12H20078 O *Slsotop
] B *Slsotop
6.0
s |f
2
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s C20H22011S
% C23H33N308S
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Abbildung 2.23 Veranderte Schwefelmetabolitabundanz in atps1

In Abhangigkeit von atpsl wurden nicht annotierte Schwefelmetaboliten mit veréanderter Abundanz zum
Wildtyp (Col-0), jeweils in *S- und **S-markierten Keimlingen von Arabidopsis detektiert. Die zugeordnete
Summenformel entspricht der molekularen Komposition mit der geringsten Massenabweichung gultig fur
Co-100HnN0-600-80P0-4S1-3 bei einer Ladung von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus
den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fur jeweils ¥s.
und **S-Markierung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und
einer 1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.

Allgemein liel3en die Ergebnisse den Schluss zu, dass die verringerte ATPS-
Aktivitat zu einer geringeren Verflugbarkeit von APS fuhrt und diese bevorzugt
fur die Aufrechterhaltung des primaren Schwefelmetabolismus und Speichers
aufgewendet wird. So kommt es zur Unterversorgung mit PAPS fir die
Glucosinolatbiosynthese, welches zu verringerten Glucosinolatgehalten fihrte.
Um diese These zu bestatigen waren Analysen der Gehalte von APS und
PAPS in den Extrakten nétig. Diese Metaboliten wurden nicht in den ICR-
FT/MS-Analysen detektiert. Mutmallich ist der endogene Gehalt dieser
Substanzen zu gering um sich in der Matrix des Rohextrakts zu behaupten. Der
Fluss ist fur APS und PAPS verhéaltnisméafig hoch, da es sich bei APS um ein
Intermediat der Sulfatassimilation handelt und bei PAPS um ein Substrat zur
Sulfatierung. Der Gehalt von APS im Wildtyp liegt bei 0,7 nmol g*
Frischgewicht (Mugford et al., 2009). Das entspricht einer Konzentration von
5,6 nM im verdinnten Pflanzenextrakt, welches zu Analyse verwendet wurde.

Fur gut ionisierende Verbindungen wie GSH liegt die Nachweisgrenze in der
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Matrix bei 7 nM, daher kann angenommen werden, dass derartige

Konzentrationen von APS moglicherweise nicht mehr erfasst werden kdénnen.
2.4.2.2 Adenosin-Phosphosulfat-Reduktasen

In Pflanzen erfolgt die Reduktion von Sulfat zu Sulfit, anders als in
Mikroorganismen und Pilzen, nicht durch die Reduktion von PAPS sondern von
APS. Dieser Schritt hat die hdchste regulatorische Kontrolle Utber die
Sulfatassimilation und wird durch hohe Konzentrationen der Produkte Cystein
und Glutathion inhibiert (Vauclare et al., 2002; Loudet et al., 2007). In
Arabidopsis wurden drei Isoformen von APR identifiziert, welche in Chloro-
plasten lokalisiert sind (Gutierrez-Marcos et al., 1996; Setya et al., 1996; Suter
et al., 2000). Die Gene zeigen eine hohe Homologie in Sequenz und
Regulation, insbesondere APR1 und APR3 (Kopriva und Koprivova 2004).
Dennoch gibt es Hinweise auf spezifische Funktionen der einzelnen Enzyme
basierend auf ihren spezifischen Expressionsmustern in Wurzel und Blute
sowie deren unterschiedlicher Antwort auf die Exposition von Pflanzen-
hormonen (Koprivova et al., 2008; Kopriva et al., 2009). Die Enzyme sind in
zwei Doménen gegliedert, in eine N-terminale PAPS-Reduktase-ahnliche
Doméane und eine C-terminale Thioredoxin-ahnliche Domane. Letztere ist
ausschlaggebend fur die spezifische APR-Aktivitat (Bick et al., 1998; Prior et al.,
1999; Weber et al., 2000). Der Verlust von APR1 oder APR2 verursacht eine
Abnahme der APR-Aktivitat um 20% bzw. 80 % und fihrt zu einer
Anreicherung von Sulfat sowie zu verringertem Gehalt von reduzierten
Schwefelmetaboliten wie Cystein und Glutathion. Dennoch sind die Pflanzen in
Wachstum und Entwicklung nicht beeintrachtig (Koprivova et al., 2002; Loudet
et al.,, 2007; Grant et al., 2011). Zur ICR-FT/MS-Analyse des Einflusses von
APR auf das Schwefelmetabolom wurden T-DNA-Insertionslinien von APR1
und APR2 verwendet (Tabelle 4.2).

In den Analysen von aprl und apr2 konnten keine deutlichen Auswirkungen des
Verlusts der Genaktivitat der APR auf Schwefelmetaboliten gefunden werden
(Abbildung 2.24). Die in der Literatur beschriebene Verringerung des
Glutathiongehalts konnte mit diesen Daten auch nicht bestatigt werden. Die
beschriebene Anderung des Glutathiongehalts in Grant et al., 2011 betragt etwa

10 %. Es ware moglich, dass der Betrag der Anderung zu gering ist um in der

74



ERGEBNISSE

semi-quantitativen Analyse mittels ICR-FT/MS erfasst zu werden oder die
Anderung im Bereich einer biologischen Schwankungsbreite liegt und daher
nicht signifikant ist. Weiterhin konnten kleinere Anderungen fiur einige
Glucosinolate gefunden werden, welche aufgrund hoher Varianz als nicht
signifikant einzustufen waren. Daruber hinaus wurden keine Schwefel-
metaboliten, welche eine APR-spezifische Veré&nderung in der Abundanz
zeigten gefunden. So haben ein Verlust von APR1 oder APR2 in Abwesenheit
von fordernden Umweltbedingungen wie Trockenheit oder Nahrstoffmangel von
beispielsweise Stickstoff keinen Einfluss auf die Abundanz von Schwefel-
metaboliten (Koprivova et al., 2000; Koprivova et al., 2008).
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Abbildung 2.24 Variabilitdt bekannter Schwefelmetaboliten in Abh&angigkeit von der Aktivitéat der
APS-Reduktasen

Einfluss von aprl (a) und apr2 (b) auf die Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4).
Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des *s- Isotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten
von Wildtyp Col-0 (schwarze Balken) und aprl bzw. apr2 (weif3e Balken). Die Anzucht der Keimlinge
erfolgte fur 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit
375 pM Na»SO4 supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.
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2.4.2.3 Adenosin-Phosphosulfat-Kinasen

Vier funktionale Isoformen von Adenosin-Phosphosulfat-Kinasen (APK) wurden
fur Arabidopsis beschrieben (Lee und Leustek 1998; Lillig et al., 2001; Leustek
2002). Drei der vier zeigen eine Lokalisation in Chloroplasten, wahrend eine
Isoform, APK3, cytosolisch ist (Mugford et al., 2009). APKs phosphorylieren
APS zu PAPS, welches in Pflanzen ausschliel3lich als Substrat zur Sulfatierung
von beispielsweise Glucosinolaten und Peptiden durch Sulfotransferasen (SOT)
dient (Abbildung 1.2). Arabidopsis verfugt Uber 18 cytosolische SOTs von
denen drei nachweislich an der Glucosinolatbiosynthese beteiligt sind (Klein
und Papenbrock 2004; Piotrowski et al., 2004). Der Verlust einzelner APKs
resultiert in keinem veranderten Phéno- oder Chemotyp der Pflanzen. Dies
verdeutlicht, dass ein Austausch zwischen cytosolischem und plastidarem
PAPS-Speicher stattfindet (Mugford et al., 2009). Versuche mit Doppel- und
Dreifachmutanten der APKs zeigten eine deutliche Reduktion des Glucosinolat-
gehalts um bis zu 90 % und eine entsprechende Akkumulation der Desulfo-
Vorstufen. Aul3erdem wurde eine verstarkte Anreicherung von Cystein und
GSH beobachtet. Es wurde postuliert, dass die Hauptaktivitdt der APK von
APK1 Dbereitgestellt wird und Pflanzen, welche ausschliel3lich APK2
exprimierten nicht lebensfahig seien (Mugford et al., 2009; Mugford et al.,
2010).

In Rahmen dieser Arbeit wurden T-DNA-Insertionslinien aller vier APK-
Isoformen analysiert sowie ausgewahlte Kreuzungen dieser Linien, apklxapk2,
apklxapk4, apklxapk2xapk4 (apk TR3) und apk2xapk3xapk4 (apk TR1),
welche in Mugford et al. (2009 und 2010) verwendet wurden (Tabelle 4.2).

Die ICR-FT/MS-Analysen der Extrakte von den Linien mit Aktivitatsverlusts
einzelner APKs zeigten, wie bereits durch Mugford et al. (2009) beschrieben
wurde, keine deutlichen Auswirkungen auf die hier annotierten Schwefel-
metaboliten (Abbildung 2.25). Es war eine geringe Varianz der Glucosinolat-
gehalte zu beobachten. Hierbei zeigten SMSOP und 4MSOB eine Zunahme der
Abundanz von bis zu dreifach. 7MTH und 8MTO waren dagegen etwa um ein
Drittel reduziert. Allerdings wurde in den Analysen haufig eine hohe
Schwankungsbreite von bis zu 50 % der Glucosinolate beobachtet, die sich fir
gewoOhnlich nicht spezifisch reproduzieren liel3 und auch schon anderweitig

beschrieben wurde (Mugford et al., 2009). In diesem Kontext muss auch
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beachtet werden, dass die Glucosinolatgehalte leicht durch Gewebeverletzung
und Myrosinase-induzierten Abbau wahrend der Ernte der Keimlinge beein-

trachtigt sein kdnnen.
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Abbildung 2.25 Variabilitdt bekannter Schwefelmetaboliten in Abhangigkeit von der Aktivitat der
APS-Kinasen

Einfluss von apkl, apk2, apk3 und apk4 auf die Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4).
Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des ?S-Isotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten
von Wildtyp Col-0 und apk. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fir 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem,
mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na;SOs supplementiert. Die gezeigten
Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher,
technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer
lonisierung und einer 1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.26 Verénderte Schwefelmetabolitabundanz in Mutanten der APS-Kinasen

In Abhéangigkeit von fehlender Aktivitat einzelner APKs Wurden nicht annotierte Schwefelmetaboliten mit
veranderter Abundanz zum Wildtyp (Col-0), jeweils in #3. und *s-markierten Keimlingen von Arabidopsis
detektiert. Verwendet wurden die Linien apkl (al), apk2 (a2), apk3 (a3) und apk4 (a4). Die zugeordnete
Summenformel entspricht der molekularen Komposition mit der geringsten Massenabweichung gultig fur
Co-100HnN0-600-80P0-4S1-3 bei einer Ladung von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus
den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fur jeWEI|S ’s-
und *s- Markierung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und
einer 1:25 Verdluinnung der Pflanzenextrakte.
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Des Weiteren konnten sieben nicht annotierte Schwefelmetaboliten detektiert
werden, die eine eindeutige Veranderung in der Abundanz im Vergleich zum
Wildtyp zeigten (Abbildung 2.26). Wahrend apk2, apk3 und apk4 ein ahnliches
Abundanzmuster der Metaboliten aufwiesen, welches sich lediglich durch
geringe Veranderungen gegenuber dem Wildtyp auszeichnete, konnten fur
apkl vier charakteristische Massen identifiziert werden, welche ein starke
Anreicherung zeigten. Die Schwefelmetaboliten mit den nominalen Massen
448, 465 und 472 waren ausschliel3lich in apkl vorzufinden. Fur die Massen
307, 469 wurde eine Reduktion um die etwa Halfte, fir 514 um ein Drittel der
Wildtypabundanz in apkl festgestellt. Die Summenformeln der spezifisch akku-
mulierten Schwefelverbindungen mit den nominalen Massen 430, 448, 465 und
472 sind CieH21NOgS, CisH3NOgPS,, CigH23N2010PS und  CigHo7N306S.
Weiterfuhrende Analysen zur Aufklarung von Komposition und Struktur durch
Fragmentierung waren auf Grund der geringen Abundanz (< 10°) nicht méglich.
Fur APK1 ist bislang keine andere Funktion neben der ATP-abhéngigen
Phosphorylierung von APS beschrieben worden. So muss angenommen
werden, dass bei Aktivitatsverlust der APK1 Substanzen die akkumulieren
entweder Substrate der Kinase sind oder Ziele der Sulfatierung durch PAPS.
Hierbei misste von einem PAPS-Pool, welcher ausschlie3lich durch APK1
bereitgestellt wird ausgegangen werden und eine spezifische Kanalisierung von
PAPS vorliegen. Es wird angenommen, dass die Hauptaktivitat der APKs von
APK1 ausgelbt wird. Mugford et al. (2009) postulierten daher eine Diskrimi-
nierung bestimmter Substanzen bei geringer PAPS-Verfligbarkeit oder eine
unmittelbare Assoziation mit bestimmten PAPS-konsumierenden Enzymen wie
SOTs. Da nach gegenwartigem Wissensstand APK1 in den Chloroplasten
lokalisiert ist und alle beschriebenen SOTs im Cytosol, misste in diesem Fall
von einer spezifischen Verbindung durch eine Art Transmittersubstanz
ausgegangen werden. Zwei der in apkl akkumulierten Schwefelverbindungen
enthalten nach der annotierten Summenformel ein Phosphat. Dies wurde sie fur
potentielle APS-analoge Strukturen, welche durch die Kinasedomane erkannt
und phosphoryliert werden qualifizieren.

Weiterhin wurden Kreuzungen der einzelnen apk-Linien untersucht. Der
Einfluss der Kreuzungslinien auf die bekannten Schwefelmetaboliten war sehr

unterschiedlich. Die Genotypen apklxapk2 und apk TR3 zeichneten sich durch
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nahezu vollstandigen Verlust der Glucosinolate aus sowie reduzierte GSH- und
YEC- und I3M-GSH-Gehalte (Abbildung 2.27a). Diese Beobachtungen deckten
sich nicht mit Mugford et al. (2009 und 2010), da hier eine Akkumulation von
GSH um etwa ein Viertel gegentber dem Wildtyp Col-O beschrieben wurde.
Demgegeniber zeigten apklxapk4 und apk TR1 ein, den Einzelmutanten
vergleichbares Abundanzmuster (Abbildung 2.27b). Auch hier, wie bereits fur
die Einzelmutanten beobachtet, liel3 sich wieder eine leichte Anreicherung von
3MSOP und 4MSOB sowie eine Reduktion von 7MTH und 8MTO beobachten.

Bei der Analyse von spezifisch veranderten, nicht annotierten Schwefel-
metaboliten konnten fir die Kreuzungslinien neben den sieben, welche bereits
fur apkl gefunden wurden, 17 zuséatzliche, charakteristische Schwefelmassen
detektiert werden. So waren in apklxapk2 und apk TR3 21 Schwefelmassen
vorhanden, welche nicht im Wildtyp detektiert werden konnten und drei
Schwefelmassen, welche gegenuber dem Wildtyp fehlten (Abbildung 2.28a).
Fur apklxapk4 konnte die veranderte Abundanz nur in 14 dieser Massen
gefunden werden, welche sich vergleichbar zu apklxapk2 verhielten (Abbildung
2.28b). Alle Linien, welche apkl enthielten zeigten dieselben apkl-spezifischen
Veranderungen (Abbildung 2.26). Auffallig war, dass gegeniber den vielen
spezifisch, akkumulierten Massen nur wenige Massen im Vergleich zum Wildtyp
fehlten oder reduziert waren. Dies fordert den Schluss, dass die Ziel-
metaboliten, deren Vorstufen bei Aktivitatsverlust von APK akkumulieren, nicht
angereichert werden und mdglicher Weise einem hohen Fluss unterliegen.
Alternativ konnten die Zielmetaboliten auch Ziele des Abbaus sein. apk TR1
zeigte nur in drei Schwefelmassen Veranderungen gegeniuber dem Wildtyp.
Eine reduzierte Abundanz fir 514.1653 amu um ein Drittel und von
469.0810 amu um zwei Drittel, wie es auch schon in apkl beobachtet wurde.
Allerdings zeigte apk TR1 als einzige Linie eine Akkumulation von
307.0857 amu, welche in den anderen Linien eher reduziert gegentiber dem
Wildtyp war. Zu dieser Masse wurde eine Summenformel von CjiyH2007S
annotiert. Diese Schwefelverbindung konnte auch schon mit veranderter
Abundanz in apkl gefunden werden, hier war der Gehalt etwa zweifach
reduziert gegentber dem Wildtyp und den Ubrigen Einzelmutanten der APKSs.
Dieser Metabolit verhielt sich also gegenlaufig zu den andren apkl-spezifisch
veranderten Schwefelverbindung (430, 448, 472, 465 m/z). Daher besteht die
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Mdglichkeit, dass diese Metaboliten Edukte und Produkte derselben APK1-
abhangigen Reaktion sind.
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Abbildung 2.27 Variabilitdt bekannter Schwefelmetaboliten bei multiplem Aktivitatsverlust von
APS-Kinasen
Einfluss von apklxapk2, apklxapk4, apk TR1 (apk2xapk3xapk4) und apk TR3 (apklxapk2xapk4) auf die
Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4). Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des

¥25.I1sotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten von Wildtyp Col-0 und apk. Die Anzucht der
Keimlinge erfolgte fur 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium
mit 375 uM Na,SO. supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von
zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme
erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.28 Veranderte Schwefelmetabolitabundanz in multiplen Mutanten der APS-Kinasen

In Abh&ngigkeit von fehlender Aktivitdt mehrere APKs wurden nicht annotierte Schwefelmetaboliten mit
veranderter Abundanz zum Wildtyp (Col-0), jeweils in **S- und **S-markierten Keimlingen von Arabidopsis
detektiert. Verwendet wurden die Linie apklxapk2 (alxa2), apklxapk4 (alxad), apk TR1
(apk2xapk3xapk4; TR1) und apk TR3 (apklxapk2xapk4; TR3). Die zugeordnete Summenformel entspricht
der molekularen Komposition mit der geringsten Massenabweichung giiltig fiir Co-100HnNo-600-80P0-451-3 bei
einer Ladung von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fir jeweils 5. und 4S-Markierung
zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25
Verdiinnung der Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.29 Akkumulation von Desulfoglucosinolaten in Mutanten der APS-Kinasen

Einfluss von fehlender APK-Aktivitat auf die Sulfatierung von Glucosinolaten. Untersucht wurden die Linien
apkl, apk2, apk3, apk4 apklxapk2, apklxapk4, apk TR1 (apk2xapk3xapk4) und apk TR3
(apklxapk2xapk4). Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des 32S-Isotops als [m-H], [M+CI] oder [M-
2H+K] Addukte der Desulfoglucosinolate von 3MTP, 4MTB, 5MTP, 7MTH, 13M und 8MTO fur den Wildtyp
Col-0 und apk. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fir 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar
verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SOs supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit
SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer
Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer
1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.
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Um auf die umfassenden Ergebnisse von Mugford et al. (2009) néher
einzugehen wurden die beschriebene Anreicherung der Desulfoglucosinolate
sowie der Vorstufen von Hydroxyjasmonséauresulfat untersucht (Miersch et al.,
2008). In der hier dargestellten massenspektrometrischen Analyse wurden
Desulfoglucosinolate vorwiegend deprotoniert oder als Addukte mit Chlorid und
Kalium detektiert. Haufig waren auch unterschiedliche Addukte eines Desulfo-
glucosinolats zu finden. In diesen Fallen wurde das dominierende Addukt
dargestellt. Von acht fir Arabidopsis beschriebenen Desulfoglucosinolaten
konnten die 6 Vorstufen der abundantesten Glucosinolate detektiert werden
(ASO3-3MTP, ASO3-4MTB, ASO3-5MTP, ASQO3;-7MTH, ASO3-I3M, ASOs-
8MTO). Die Analysen zeigten, dass von den Einzelmutanten lediglich apkl
geringflgig Desulfoglucosinolate akkumulierte, vergleichbar mit apklxapk4
(Abbildung 2.29a, b). apk TR1 war in der Sulfatierung von Glucosinolaten nicht
beeintrachtig. apklxapk2 und apk TR3 akkumulierten demgegenuber etwa die
funffache Menge an Desulfoglucosinolaten verglichen mit apkl (Abbildung
2.29c). Hier konnten auch die weniger abundanten Vorstufen von 3MTP, 5SMTP
und 7MTH detektiert werden.

Schlie3lich wurde am Beispiel von Jasmonsaure die Akkumulation der
Vorstufen anderer sulfatierter Metaboliten untersucht. Durch Mugford et al.
(2009) wurde gezeigt, dass die Beeintrachtigung des PAPS-Haushalts durch
Aktivitatsverlust der APKs zu einer Reduktion von Hydroxyjasmonsauresulfat
fuhrt und einer Akkumulation von Hydroxyjasmonsaure (OHJA) als unmittelbare
Vorstufe und von Hydroxyjasmonsaure-O-Glykosid (O-Glc-JA) als deren
Derivat. AuRerdem wurde eine Reduktion der Jasmonsaurevorstufe Oxophyto-
diensdure (OPDA) beobachtet. Da Hydroxyjasmonséauresulfat selber nicht in
der ICR-FT/MS-Analyse detektiert wurde, konnten lediglich die nicht-schwefel-
haltigen Vorstufen OHJA, O-Glc-JA und OPDA untersucht werden. Fir alle
untersuchten Linien konnten keine deutlichen Unterschiede der drei Metaboliten
zum Wildtyp gefunden werden (Abbildung 2.30). In Mugford et al. (2009) wurde
eine Akkumulation von OPDA um etwa 15 % und fur 12-OHJA um etwa 20 %
des Wildtypgehalts beschrieben. 11-OHJA zeigte hingegen keine Anderung.
Fur O-Glc-JA wurde eine mittlere Anderung von etwa 15 % festgestellt, welche
aber aufgrund einer Abweichung von bis zu 100 % nicht signifikant war.
Tendenziell zeigten die in dieser Arbeit erhobenen Daten auch eine geringe
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Akkumulation von OPDA im Rahmen von etwa 20 %. Wie in den Analysen von
Mugford et al. (2009) konnte eine hohe Variabilitat von O-Glc-JA festgestellt
werden die keine Aussage Uber etwaige Veranderungen der Abundanz
zulassen. Fiur OHJA wurde ebenfalls keine Anderung in der Abundanz
festgestellt. 12-OHJA und 11-OHJA waren in Mugford et al. (2009)
unterschiedlich starkt beeintrachtigt. Allerdings ist es im Rahmen der ICR-
FT/MS-Analyse nicht mdglich zwischen den Isomeren von 12-OHJA und 11-
OHJA zu unterscheiden und die Abundanz von OHJA ist ein Ausdruck von
deren Mischung. So konnen geringe Unterschiede in der Abundanz der
einzelnen Isomere von 12-OHJA und 11-OHJA nicht bestimmt werden. Da die
untersuchten Metaboliten keinen Schwefel enthielten konnten Detektion und
Bestimmung der Metaboliten lediglich auf Basis ihrer Summenformel und des
13C,-Musters erfolgen, welche stimmig waren. Dennoch besteht die Moglichkeit
der Detektion von isomeren Verbindungen, welche nicht mit dem Jasmonsaure-
metabolismus in Verbindung stehen. Daher erlauben diese Ergebnisse keine

definitive Aussage Uber den Gehalt der untersuchten Metaboliten.
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Abbildung 2.30 Einfluss von fehlender APK-Aktivitat auf die Sulfatierung von Metaboliten im
Jasmonséauremetabolismus

Untersucht wurden die Linien (a) apkl, apk2, apk3, apk4, (b) apklxapk4, apk TR1 (apk2xapk3xapk4) und
(c) apklxapk2, apk TR3 (apklxapk2xapk4) bezuglich der Metabolitgehalte von Hydroxyjasmonsaure
(OHJA), Jasmonséure- O Glykosid (O-Glc-JA) und Oxophytodiensaure (OPDA). Mittelwerte der absoluten
Signalintensitaten des ¥s- Isotops von Wildtyp Col-0 und apk. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fur 14
Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SO4
supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von vier biologischen
Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300
Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.

Die Analysen der unterschiedlichen Insertionslinien von APKs und deren

Kreuzungen zeigten im Allgemeinen einen deutlichen Effekt auf den
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Glucosinolathaushalt aber auch ein hohes Ausmal3 an Redundanz, welches
innerhalb dieser Genfamilie vorliegt, wie es bereits durch Mugford et al. (2009
und 2010) beschrieben wurde. Anhand der Mehrfachmutanten der APKs wurde
deutlich, dass es sich bei der PAPS-Verfugbarkeit um einen Dosiseffekt
handelt. So akkumulierten die zu sulfatierenden Substrate zunehmend mit
Abnahme der APK-Aktivitat, an der offenkundig APK1 den gréf3ten Anteil hat.
Uber die bereits bekannten metabolischen Auswirkungen hinaus konnten 24
spezifisch beeinflusste Schwefelmassen detektiert werden. Hervorzuheben sei
die Schwefelmasse 307.0857 amu, welche sich in apk TR1 gegenlaufig zu dem
erwarteten Muster entwickelte und akkumulierte, hingegen alle anderen Linien
eher reduziert gegentber dem Wildtyp waren. Ein naheliegender Schluss ware,
dass die,in Abhangigkeit des Aktivitatsverlusts von APK akkumulierten Massen
Substrate zur Sulfatierung sind. Gleiches gilt im Umkehrschluss fur die
reduzierten Massen, welche sulfatierte Verbindungen waren. Leider konnten in
den Analysen keine korrespondierenden Massen gefunden werden, die diese
Hypothese stltzen wirden.

Die Funktion der Sulfatierung von Metaboliten ist vielfaltig. Vor allem wirkt sich
die Sulfatierung aber auf die Loslichkeit der betreffenden Metaboliten aus,
welche Verbreitung und Transport erleichtert (Weinshilboum et al., 1997,
Faulkner und Rubery 1992). Bei Saugern ist die Sulfatierung in der
Transformation von Xenobiotika im Rahmen der Detoxifizierung involviert
(Weinshilboum und Otterness 1994). Fur Pflanzen wurde die Sulfatierung vor
allem im Zusammenhang mit der Regulation der biologischen Aktivitat von
Phytohormonen beschrieben sowie der Involvierung in Prozessen der
Signaltransduktion (Truchet et al., 1991; Gidda et al., 2003; Marsolais et al.,
2007). So ist es mdglich, dass die sulfatierte Form der Metaboliten lediglich eine
Ubergangslosung beispielweise fir den Transport ist, welche im Anschluss
umgehend metabolisiert wird. Dies wuirde erklaren, dass im Wildtyp keine
korrespondierenden Kandidaten zu den in den APK-Mutanten akkumulierten
Vorstufen gefunden werden kdnnen. Anderenfalls besteht die Mdglichkeit, dass
die akkumulierten Massen wiederum mit dem Glucosinolatmetabolismus
verknupft sind und nicht beschriebene Derivate der Vorstufen darstellen.
Beispielsweise stimmt die Masse 419.0685amu (£ 0,002 ppm) dem
Chloridaddukt des desulfatierten OHIMG uberein. Dieses Desulfoglucosinolat
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ist nicht Teil der Glucosinolatbiosynthese. OHIMG resultiert aus der Vorstufe
von I13M und wird durch sekundare Modifikation gebildet. So stellt sich die Frage
ob dieses Desulfoglucosinolat tatsachlich ein mogliches Produkt der apk-Linien
darstellt und gegebenen Falls eine Desulfatierung von Glucosinolaten bei sehr
geringer PAPS-Verfugbarkeit stattfindet. Dennoch kann ohne weitere Analysen
der Struktur oder Funktion der detektierten Massen keine nahere Charakte-

risierung der nicht annotierten Schwefelmetaboliten erfolgen.

2.4.3 Loss-of-function Mutationen im Glutathion-assoziierten

Metabolismus

Das Tripeptid Glutathion (GSH) hat eine zentrale Rolle in der Pflanzenzelle. Es
ist beteiligt an Redoxhomdostase, Signaltransduktion und Entgiftung von
Metallen und Xenobiotika. Die wichtigste funktionale Gruppe des Glutathions ist
die Thiolgruppe des Cysteins, welche die meisten Reaktionen initiiert (Foyer
und Noctor 2011; Noctor et al., 2011). Sie erlaubt es Verbindungen mit
elektrophilen Substanzen einzugehen wie z. B. Metallionen oder Pestiziden
sowohl spontan als auch Kkatalysiert durch Glutathiontransferasen (GST)
(Edwards und Dixon 2005; Cummins et al., 2011). Neben Xenobiotika und
Schwermetallen wurden auch endogene Ziele wie OPDA fur die Konjugation an
Glutathion gefunden (Ohkama-Ohtsu et al., 2011). Der Abbau von GSH-
Konjugaten erfolgt durch die enzymatische Abspaltung von y-Glutamyl- und
Glycinylrest. Ersteres kann durch y-Glutamyltransferasen (GGT) oder vy-
Glutamylpeptidase (GGP) katalysiert werden, letzteres durch Phytochelatin-
synthasen (PCS) oder Carboxypeptidasen (Storozhenko et al., 2002; Beck et
al., 2003; Blum et al., 2007; Grzam et al., 2007; Ohkama-Ohtsu et al., 2007a;
Ohkama-Ohtsu et al., 2007b; Ohkama-Ohtsu et al., 2008; Geu-Flores et al.,
2009; Geu-Flores et al., 2011). Trotz der Lokalisation der Konjugat-abbauenden
Enzyme in Cytosol und Vakuole wird im Allgemeinen ein vakuolarer Weg des
Konjugatabbaus beschrieben (Ohkama-Ohtsu et al., 2007b; Ohkama-Ohtsu et
al., 2011).

2.4.3.1 vy-Glutamyltransferasen

Fur Arabidopsis sind drei funktionale GGTs beschrieben, GGT1, GGT2 und
GGT4 (Grzam et al., 2007; Ohkama-Ohtsu et al., 2007a; Ohkama-Ohtsu et al.,
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2007b). GGT3 ist ein fragmentiertes Genduplikat von GGT1 oder GGT2,
welches als nicht exprimiertes Pseudogen auftritt. GGT1 und GGT2 sind
benachbarte Gene, welche entsprechend ihrer hohen Homologie mutmallich
aus einer Genduplikation resultierten. GGT1 und GGT2 sind beide apoplastisch
lokalisiert und gewebespezifisch exprimiert (Ohkama-Ohtsu et al., 2007a).
GGT4 hingegen ist in den vakuolaren Abbau von Glutathionkonjugaten
involviert ist (Grzam et al., 2007; Ohkama-Ohtsu et al., 2007b).

Ein Verlust der Aktivitdt von GGTL1 fihrt zu einer um 90 % reduzierten GGT-
Aktivitat in Blattern. Die Pflanzen zeigen vermehrt Chlorosen. Auf3erdem
wurden Auswirkungen auf GSH-Gehalt und verwandte Metaboliten beschrie-
ben. Es wurde postuliert, dass GGT1 eine Rolle beim Schutz vor oxidativem
Stress spielt (Martin und Slovin 2000; Ohkama-Ohtsu et al., 2007a). Die
Resultate von fehlender GGT2-Aktivitat sind aufgrund der lokal begrenzten
Expression gering und fuhren zu einer GGT-Restaktivitat von 45 % in Schoten
(Ohkama-Ohtsu et al., 2007a). Fehlende GGT4-Aktivitat resultiert in keinem
offensichtlichen Phanotyp. Allerdings wurde in Experimenten mit Monobromo-
bimanexposition, welches an GSH konjugiert, gezeigt, dass der Abbau der
Konjugate inhibiert ist (Blum et al., 2010). Zur Analyse der Abhangigkeit des
Schwefelmetabolismus von der GGT-Aktivitat wurden in dieser Arbeit
unterschiedliche Insertionslinien von GGT1, GGT2 und GGT4 untersucht
(Tabelle 4.2).

Der Einfluss des Aktivitatsverlusts der untersuchten GGT-Linien auf das
beschriebene, bekannte Schwefelmetabolom war gering. Fir ggtl zeigten die
meisten Metaboliten eine Ubereinstimmung der Abundanz mit den Daten des
korrespondierenden Wildtyps Ler-0, wenngleich eine Akkumulation einiger
Glucosinolate beobachtet werden konnte, wie fur 6MSOH und 7MSH
(Abbildung 2.31a). In Abbildung 2.17 sind die gleichen Schwefelmetaboliten im
Vergleich zu Col-0 dargestellt. Hier kann eine deutliche Varianz, vor allem in
den Glucosinolatgehalten festgestellt werden. Diese Varianz der Glucosinolate
korreliert mit dem Metabolitmuster, welches in Ler-0 zu beobachten ist. Da ggtl
eine Mutante im genetischen Hintergrund von Ler-0 ist kann davon aus-
gegangen werden, dass die Anderungen in den Glucosinolatgehalten nicht
durch ggtl verursacht werden sondern eine Folge des Ler-0-basierten Genoms

sind. Wie die Daten zu Lokalisation und Expression von GGT2 in Ohkama-
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Ohtsu et al. (2007a) erwarten lie3en, zeigten die Analysen von ggt2 keine
Verdanderungen gegeniber dem Wildtyp beziglich der bekannten Schwefel-
metaboliten (Abbildung 2.31b). In entsprechenden Analysen von ggt4-1 konnte
eine Reduktion von RHC, 3MTP und 3MSOP gegenuber dem korrespon-
dierenden Wildtyp Ler-0 beobachtet werden (Abbildung 2.31c).
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Abbildung 2.31 Variabilitat bekannter Schwefelmetaboliten in Abhangigkeit von der Aktivitat der y-
Glutamyltransferasen

Einfluss von ggtl (a), ggt2 (b) und ggt4-1 (c) auf die Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle
2.4). Mittelwerte der absoluten Signalintensitéaten des 32S-Isotops [m-H] der bekannten Schwefel-
metaboliten von Wildtyp Col-0 bzw. Ler-0 und ggt-Mutanten. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fir 14
Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SO4
supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen
Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte fur ggtl mit
250 Scans, fur ggt2 und ggt4-1 mit 1000 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdliinnung der
Pflanzenextrakte.

Auch hier gilt wie fur ggtl, dass die in Abbildung 2.17 erhobenen Daten im
Vergleich zu Wildtyp Col-0 durchgefiihrt wurden und die dargestellte Variabilitat
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sich hauptsachlich auf den genetischen Hintergrund des Okotyps Ler-0
zurlUckfuhren lasst. Dies wurde auch durch die Daten der allelen Mutante, ggt4-
2, im genetischen Hintergrund von Col-0 gestiitzt, deren Metabolitabundanz

vergleichbar zum Wildtyp war (Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.32 Veranderte Schwefelmetabolitabundanz in ggt4-1

In Abhé&ngigkeit von fehlender Aktivitdit von GGT4 wurden nicht annotierte Schwefelmetaboliten mit
erhohter (a) bzw. reduzierter (b) Abundanz zum Wildtyp (Ler-O) detektiert, jeweils in 5. und *s-
markierten Keimlingen von Arabidopsis. Die zugeordnete Summenformel entspricht der molekularen
Komposition mit der geringsten Massenabweichung gultig fir Co-100HnNo-600-80P0-4S1-3 bei einer Ladung
von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen
Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fiir jeweils 3. und 34S-Markierung zusammen. Die
Datenaufnahme erfolgte mit 1000 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiunnung der
Pflanzenextrakte.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.

Die Analysen auf charakteristische Veranderungen nicht-annotierter Schwefel-
metaboliten lieferten fur ggtl und ggt2 keinen Unterschied zum Wildtyp. Fur
got4-1 konnten demgegeniber 14 spezifisch verdnderte Massen identifiziert
werden. Von sieben ggt4-1-abhangig akkumulierten Massen wurden drei
ausschlie@Glich in der Mutante gefunden. Die Ubrigen vier zeigten ein
Anreicherung von funffach fir 362.1027 amu bis zu 10-fach fir 452.1345 amu

(Abbildung 2.32a). Die Abundanz fiur sieben weitere Schwefelmassen, welche
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die von RHC (266.0704 amu) beinhalteten, war verringert gegenuber dem
Wildtyp Ler-0 (Abbildung 2.32b). Aufgrund der y-Glutamyl-spezifischen Aktivitat
der GGTs bestand die Mdoglichkeit, dass diese ggt4-1-abhangigen Schwefel-
metaboliten Derivate von GSH oder Tragern einer y-Glutamylgruppe waren.
Zum Nachweis der Anwesenheit einer y-Glutamylgruppe wurden die Pflanzen-
extrakte von ggt4-1 mit einer gereinigten GGT inkubiert und die Versuchs-
ansatze auf die Degradation der spezifisch akkumulierten Schwefelmetaboliten
mittels ICR-FT/MS untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die beiden
abundanten Metaboliten mit den nominalen Massen 452 und 502 in
Abhangigkeit von der Inkubation mit der GGT in der Probe abgebaut wurden
(Abbildung 2.33a). Als interne Kontrollen wurden GSH, als Trager einer y-
Glutamylgruppe und MOI3M, welches keine vy-Glutamylgruppe enthalt
untersucht. Wahrend GSH, entsprechend den Erwartungen von der GGT
metabolisiert wurde, blieb die Abundanz von MOI3M unverandert. Die ubrigen
Kandidatenmassen konnten nicht oder nicht eindeutig, aufgrund von Interferenz
in der Matrix durch die Enzymzugabe, als Tréger einer y-Glutamylgruppe
verifiziert werden.

Weiterhin sollte der y-Glutamylmetabolit mit der hdchsten Abundanz mittels
MS/MS-Fragmentierung weiter charakterisiert werden. Die Fragmentierungen
des ?S- (452.1346 amu) und des **S-Isotops (454.1303 amu) resultierten in
einem Hauptfragment mit der Masse 306.076 amu bzw. 308.072 amu
(Abbildung 2.33b). Diese Fragmente entsprechen den Massen von GSH und
seinem korrespondierenden **S-Isotopolog. Dem abgespaltenen Fragment mit
einer Masse von 146.058 amu, welches nicht in der Analyse detektiert wurde,
konnte eine Summenformel von CgH100,4 (< 0.4 ppm) zugeordnet werden. Es
war anzunehmen, dass die Abspaltung einer neutralen Abgangsgruppe erfolgte,
welche mit einer Protonenverschiebung der konjugierten Gruppe zum GSH
einhergeht und eine intramolekulare Umlagerung zur Folge hat (Kanawati et al.,
2011) (Abbildung 2.34). Demnach sollte die konjugierte Gruppe in einem

ungeladenen Glutathionkonjugat eine Summenformel von CgH1104 haben.
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Abbildung 2.33 Analyse spezifisch akkumulierter Schwefelmetaboliten in ggt4-1

(a) Abbau von 452.1345 [m-H] und 502.1501 [m-H] durch y-Glutamyltranferaseaktivitat. Die nicht
annotierten Schwefelmetaboliten und Glutathion wurden Uber einen Zeitraum von 120 min mit gereinigter
GGT versetzt und abgebaut (oben und mittig). Methoxyglucobrassicin (MOI3M), welches keine v-
Glutamylgruppe enthélt sowie die Kontrollen ochne Enzymzugabe (unten) zeigten keine Veranderung der
Metabolitabundanz. Die Datenaufnahme erfolgte mit 500 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25
Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

(b) Fragmentierungsanalyse des unbekannten Schwefelmetaboliten mit der annotierten Summenformel
C16H26N30103 Zur weiteren Charakterisierung wurden nach der Isolierung der Massen des jewells

und Slsotops 452.1345 [m-H] und 454.130 [m-H] (Zeile 1 und 3), diese mittels Kollision m|t
Argonatomen mit einer Energie von 5 eV fragmentiert (Zeile 2 und 4). Das detektierte Hauptfragment
zeigte eine Masse von 306.076 m/z bzw. 308.072 m/z, welches der Masse der korrespondierenden
Isotopologen von Glutathion entspricht ([m-H] = 0.3 ppm bzw. + 0.7 ppm). Die Massendifferenz zur
Ausgangssubstanz betrug 146.058 amu, welches mit einer Abgangsgruppe von CgHi1004 korreliert
(< 0.4 ppm). Die Datenaufnahme erfolgte mit 20 Scans bei negativer lonisierung.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.
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Abbildung 2.34 Heterolytische Bindungsspaltung durch MS/MS-Fragmentierung

Ein isoliertes lon wird in einer Kollisionskammer durch die Energie beschleunigter Gasphasenatome
fragmentiert. Hierbei ist sind die gespaltenen Bindungen Ublicherweise solche mit geringer Bindungsstarke
(1). Bei der heterolytischen Spaltung werden die Elektronen der Bindung ungleich verteilt und es
entstehen geladene Fragmente (2). Durch die Verteilung der Ladung kann es zu einer
Protonenverschiebung unter den Fragmenten sowie zu einer intramolekularen Umlagerung kommen um
die Produkte zu stabilisieren (2) und (3). Die Umlagerung fuhrt in der Regel zu einem neutralen Fragment,
welches nicht mehr detektiert werden kann (4).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass wenigstens zwei der spezifisch
akkumulierten Massen in ggt4-1, 452 und 502, y-Glutamylderivate sind und eine
davon ein endogenes Glutathionkonjugat bildet, sollte untersucht werden ob
auch die Uubrigen ggt4-l-abhéangigen Massen Kandidaten fir Glutathion-
konjugate oder deren Derivate sind. AuRerdem sollten die Ergebnisse mittels
einer allelen Linie fur ggt4-1 bestéatigt werden um zu untermauern, dass die
Variabilitat auf die Genfunktion von GGT4 zuruckzufuhren ist und keine
Artefakte von ggt4-1 sind. Hierzu wurde in den folgenden Analysen eine T-
DNA-Insertionslinie von GGT4 im genetischen Hintergrund von Col-0 (ggt4-2;
Tabelle 4.2) verwendet. Wie flr den Aktivitatsverlust von GGT4 beschrieben
wurde ist eine Akkumulation des Konjugats zu erwarten. Durch den verringerten
Abbau der Konjugate liegen die Produkte, das Cysteinyl- und das Cysteinyl-
glycin-Konjugat in reduzierter Abundanz vor (Ohkama-Ohtsu et al., 2007b; Blum
et al., 2010). Dieses Verteilungsmuster konnte flr sechs der sieben spezifisch
veranderten Metaboliten gefunden werden, mit jeweils dem GSH- und dem
korrespondierenden Cysteinylkonjugat (Abbildung 2.35). Aus diesen Daten ging
hervor, dass das korrespondierende Cysteinylkonjugat zu dem verifizierten
Glutathionkonjugat (452.1345 amu), mit der konjugierten Gruppe CgH1104, €in
Isomer von RHC ist. Dieser Befund erklart auch die verringerte Abundanz
dieser Masse (266.0704 amu) um etwa die Halfte. Unter den Ubrigen
Kandidaten konnten unter anderem die konjugierten Gruppen C4HsO,; und
CeH1:05 zugeordnet werden, welche mit Konjugaten einer Dicarboxyethyl- bzw.
Glucopyranosylgruppe Ubereinstimmen wirden (Wang und Ballatori 1998)
(Abbildung 2.36).
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Abbildung 2.35 Putative Glutathionkonjugate mit veranderter Abundanz in ggt4

Von den in ggt4-1 akkumulierten Massen (Abbildung 3.32) wurden Glutathionkonjugate abgeleitet und in
zwei allelen Mutanten von GGT4 in Ler-0 und Col-0 basierten Linien analysiert. Die Signale der
postulierten Glutathionkonjugate (oben) und der korrespondierenden Cysteinylkonjugate (unten) wurden
relativ zur Signalintensitat von ggt4-1 in Ler-O (=1) dargestellt. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen
sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung
zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 1000 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25
Verdinnung der Pflanzenextrakte.

Republished from Exploring the Arabidopsis sulfur metabolome, Glaser et al., The Plant Journal 77, 1.
Copyright © (2014) John Wiley and Sons.
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Abbildung 2.36 Struktur endogener Cysteinylkonjugate
Cysteinylkonjugate als Abbauprodukte der endogenen Glutathionkonjugate von Malat und Glucose.

Dicarboxyethylcystein (a) und Glucosylcystein (b).
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Des Weiteren konnten durch die parallele Analyse von ggt4-2 im Okotyp Col-0
die Daten von ggt4-1 in Ler-0 bestatigt werden. So sind die schwefel-
metabolischen Verédnderungen spezifisch auf die GGT4-Defizienz zurick-
zufuhren.

Neben der Verwendung von Mutanten zur Funktionsanalyse von GGTs, kdnnen
GGTs mittels spezifischer Inhibitoren irreversibel gehemmt werden. So kénnen
metabolische Effekte unabhéngig von einem mutagenisierten Pflanzenhinter-
grund untersucht werden. Als effektive Inhibitoren von GGTs sind Acivicin und
6-Diazo-5-0x0-L-norleucin (DON) beschrieben worden (Hartman und Stochaj
1973; Nakano et al.,, 2006a). Acivicin sowie DON binden aufgrund ihrer
Strukturanalogie irreversible die Aminosaurereste, die auch fur die Interaktion
mit der y-Glutamylgruppe verantwortlich sind (Wada et al., 2008) (Abbildung
2.37). Neben der Inhibition von GGTs, ist flr Acivicin aul3erdem ein Hemmung
von Glutaminamidotransferasen beschrieben sowie wie ein beeintrachtigtes
Wachstum (Blum et al., 2007; Maeda et al., 2014). So sind hier im Vergleich zur
Mutante weitere sekundare Effekte zu erwarten.

Zunachst wurde die Vitalitdt der Keimlinge bei Inhibitorexposition untersucht.
Keimlinge wurden auf Standardnahrmedium angezogen, fir sieben Tage
vorkultiviert und schlie3lich auf Medien mit unterschiedlichen Konzentrationen

des jeweiligen Inhibitors umgesetzt und fur drei bzw. sieben Tage exponiert.

(a) (b) (c)
O 0O (0]
OH CH OH
HAN H,N H,N
0O
I
s N
© o
[ cl N —
y-Glutamyl Acivicin 6-Diazo-5-oxo-L-norleucin

Abbildung 2.37 Molekulstruktur von y-Glutamyltranferasesubstraten und Inhibitoren
Die GGT-Inhibitoren Acivicin (b) und 6-Diazo-5-oxo-L-norleucin (c) sind Strukturanaloga der -
Glutamylgruppe (a), welche das physiologische Substrat der GGTs ist.

94



ERGEBNISSE

a ivicin ¢ Y, Y e gheces ahow e n B e 12 A2t o - B D h 3
(a) Acivicin ?#ﬁ???ﬁ A NI o8 A {%\z?a.ﬁ_} "ﬂ."‘,“ﬁ‘?" " ry el ' -"".?"f‘ -1, 8

3 Tage
7Tage " .
"‘ — -
() DON Saatomey, + 20330 samlinos: shmmac - apMSER 6. 0 ~oouiald, ¢
3 Tage
‘»m& 5 & O %, TRE _\‘@_ d %= ’4". s
7 Tage
S dl —=l axl
0 1 2 5 10 20 50 uM

Abbildung 2.38 Einfluss von spezifischen GGT-Inhibitoren auf die Vitalitdét von Arabidopsis-
Keimlingen des Okotyps Landsberg.

Untersuchung der Toxizitdt von Acivicin (a) und 6-Diazo-5-oxo-L-norleucine (DON) (b) in Bezug auf
Inhibitorkonzentration und Expositionszeitraum. Die Anzucht der Keimlinge des Okotyps Ler-0 erfolgte fiir
7 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM NaSO4
supplementiert. AnschlieRend wurden die Keimlinge auf entsprechendes Medium mit unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen umgesetzt und fur 3 bzw. 7 Tage exponiert.

Wie bereits beschrieben wurde ist die Vitalitat der Keimlinge bereits bei der
Exposition von 1 uM Inhibitor sowohl bei Acivicin- als auch bei DON-Exposition
beeintrachtigt (Blum et al., 2007) (Abbildung 2.38a, b). Bereits nach drei Tagen
zeigten die Keimlinge zunehmend Chlorosen. Die Keimlinge, welche auf
Acivicin wuchsen zeigten allerdings geringere Auswirkungen auf die allgemeine
Vitalitat als die Keimlinge auf DON. Schlie3lich wurden 14 Tage alte Keimlinge
des Okotyps Ler-0 nach sieben Tagen Inhibitorexposition bei 2 pM mittels ICR-
FT/MS auf die ggt4-1-abhangigen metabolischen Veranderungen im Vergleich
zum Wildtyp Ler-0 und zu ggt4-1 untersucht. Fur die in ggt4-1 reduzierten
Schwefelmassen konnte nur fur die Halfte der Kandidaten eine eindeutige
Korrelation der Inhibitorexposition mit ggt4-1 gefunden werden (Abbildung
2.39a). Fur die akkumulierten Schwefelmassen zeigten die Extrakte von
Inhibitor-exponierten Keimlingen in nahezu allen Fallen tendenziell eine
Akkumulation, wenngleich nicht im gleichen Ausmald wie ggt4-1 (Abbildung
2.39b). Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass beide Inhibitoren
grundlegend einen ggt4-1-ahnlichen Chemotyp zeigten. Das Abundanzmuster

von Acivicin exponiertem Material stimmte mehr mit ggt4-1 Uberein, als bei
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Exposition von DON. Dartber hinaus sind die physiologischen Beeintrach-
tigungen der Keimlinge jedoch so erheblich, dass die metabolischen
Auswirkungen der Inhibitoren offensichtlich weit Gber die Hemmung der GGTs
hinausgehen und somit nicht fir die Simulation eines metabolischen GGT-

abhangigen Chemotyps geeignet erscheinen.
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Abbildung 2.39 Analyse des Inhibitor-induzierten Chemotyps im Vergleich zu ggt4-1
In Abhé&ngigkeit von GGT-spezifischen Inhibitoren veréanderte Schwefelmetabolitabundanz und deren
Vergleichbarkeit mit dem Funktionsverlust von GGT4. Die Schwefelmetaboliten, welche in ggt4-1
spezifisch reduziert (a) oder akkumuliert (b) waren wurden in Keimlingen, welche mit den GGT-Inhibitoren
Acivicin und 6-Diazo-5-0xo-L-norleucine (DON) behandelt waren, analysiert.
Die Anzucht der Keimlinge des Okotyps Ler-0 erfolgte fiir 7 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar
verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM NaxSO. supplementiert. Anschlielend wurden die
Keimlinge auf entsprechendes Medium mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen umgesetzt und fir 3
bzw. 7 Tage exponiert. Die Kontrollen Ler-0 und ggt4-1 wurden auf Inhibitor-freies Medium umgesetzt. Die
92ezeigter;4Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von drei biologischen Replikaten fir jeweils
S- und “"S-Markierung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung
und einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

2.4.3.2 Phytochelatinsynthasen

Phytochelatinsynthasen (PCS) wurden aufgrund ihrer Bedeutung fur die
Schwermetallentgiftung in Pflanzen identifiziert. Phytochelatinsynthasen sind y-
Glutamylcysteinyl-spezifische Transpeptidasen. Sie bilden y-Glutamylcysteinyl-
Oligopeptide aus GSH, bezeichnet als Phytochelatine (PC). Diese kdnnen
Schwermetallionen in Chelatkomplexen binden, analog zu Metallothioninen in
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Vertebraten und Pilzen (Grill et al., 1987; Grill et al., 1989; Vatamaniuk et al.,
2004). Neben der Synthese von Phytochelatinen sind die PCS auch am Abbau
von Glutathionkonjugaten bei der Abspaltung des Glycinrests beteiligt (Blum et
al., 2007). In Arabidopsis gibt es zwei Phytochelatinsynthasen. PCS1 ist
cytosolisch lokalisiert und im Keimling in allen Geweben exprimiert. Ein
Funktionsverlust hat erhebliche Auswirkungen auf die Schwermetalltoleranz
und die damit assoziierte Phytochelatinbildung. Auf3erdem wurde ein inhibierter
Abbau von Biman-Konjugaten gezeigt (Grzam et al., 2006; Blum et al., 2010).
Demgegenuber ist die Expression von PCS2 gering, welche den Funktions-
verlust von PCS1 nicht kompensieren kann. Fur den Funktionsverlust von
PCS2 wurde bislang kein Phénotyp beschrieben (Cazalé und Clemens 2001,
Lee und Kang 2005). Phytochelatinsynthasen sind in zwei Domanen aufgebaut,
wobei die y-Glutamylcysteinyl-spezifische Transpeptidaseaktivitat durch die
aminoterminale, katalytische Doméne vermittelt wird (Ha et al., 1999; Cobbett
und Goldsbrough 2002). Der vergleichsweise variable Carboxyterminus ist fur
die Funktionalitdt der Phytochelatinsynthase verzichtbar, steigert aber durch
seine cysteinreiche Struktur die Stabilitdt und Effizienz der enzymatischen
Reaktion (Ruotolo et al., 2004; Vivares et al., 2005; Romanyuk et al., 2006).

8.0
B Col-0

O APCS

g
=}
o
=
——

-

o
Fag
=)

Intensitat x108
Intensitét x109

N
o

-nlD.a-aim'mim - ﬂ ﬁlnin 00 lﬂimlﬁlﬂiniﬂ | uo

yGC PAN 3MTP 2PE I3M-GSH 5MSP 6MSOH GSH 4MSOB TMTH MOI3M
RHC AP-CoA 3MSOP SMTP 6MTH OHIMG TMSH 4MTB 13m 8MTO 8MSOO0

0.

=]

Abbildung 2.40 Variabilitat bekannter Schwefelmetaboliten in Abhé&ngigkeit der Aktivitat von
Phytochelatinsynthasen

Einfluss von Verlust der Phytochelatinsynthaseaktivitdt in der Doppelmutante von PCS1 und PCS2
(APCS) auf die Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4). Gezeigt sind Mittelwerte der
absoluten Signalintensitaten des 32S-Isotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten von Wildtyp Col-0
und APCS. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fir 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar
verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SOs supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit
SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer
Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer
1:25 Verdunnung der Pflanzenextrakte.
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Aufgrund der verbreiteten und konstitutiven Expression wurde der Einfluss von
PCS auf den Schwefelmetabolismus untersucht. Hierzu wurde eine Doppel-
mutante aus PCS1 und PCS2 (APCS) verwendet (Blum et al., 2007) (Tabelle
4.2).

Die Analyse der Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten in APCS zeigte
keine drastischen Veranderungen gegentber dem Wildtyp (Abbildung 2.40). Es
konnten lediglich zwei nicht annotierte Schwefelmetaboliten detektiert werden,
welche Anderungen gegentiber dem Wildtypsignal aufwiesen (Abbildung 2.41).
Auffallend war die nominale Masse 510, da diese auch schon in der Analyse
von atpsl detektiert werden konnte. Fir atpsl war die Masse 510 auch, wie fur
APCS in der Abundanz gegeniber dem Wildtyp reduziert, wenngleich lediglich
um ein Drittel. Fir APCS konnte eine Reduktion um etwa die Halfte festgestellt
werden. Dennoch stellt die beobachtete Reduktion der Masse 510 in atpsl die
Spezifitdit der ver&nderten Abundanz in Verbindung mit dem Verlust der
Transpeptidaseaktivitat in Frage.

Da die Veradnderungen im Schwefelmetabolom der APCS eher unauffallig
waren, wurde der Einfluss von Cadmiumexposition auf die Keimlinge
untersucht. Cadmiumionen induzieren in den Keimlingen Prozesse der
Detoxifizierung, wie der Phytochelatinsynthese. So wurde die spezifische
Aktivierung der Phytochelatinsynthasen durch die Anwesenheit von Schwer-
metallionen, insbesondere durch Cadmium beschrieben (Oven et al., 2002; Lee
und Korban 2002; Beck et al., 2003; Ogawa et al., 2011). Analysen von PCS-
defizienten Linien zeigten aul3erdem eine erhdhte Akkumulation von GSH
(Mendoza-Cdzatl und Moreno-Sanchez 2006). Zur Untersuchung des
Einflusses der Cadmiumexposition auf das Schwefelmetabolom, wurden
Keimlinge von APCS und dem korrespondierenden Wildtyp Col-0 fiir 14 Tage
auf schwefelfreiem Anzuchtmedium supplementiert mit jeweils Na,**SO, und
Na,**S0., angezogen und anschlieBen in Fliissigkultur fir vier Stunden mit
200 pM Cadmiumnitrat belastet (Jobe et al., 2012). Die Analyse der Extrakte
identifizierte funf Schwefelmassen, welche ein veréndertes Abundanzmuster
gegenuber dem Wildtyp zeigten, darunter die Massen von yEC und GSH
(Abbildung 2.42).
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Abbildung 2.41 Verdnderte Abundanz von Schwefelmetaboliten in der APCS-Mutante

In Abhéangigkeit von fehlender Aktivitit von PCS1 und PCS2 (APCS) wurden nicht annotierte
Schwefelmetaboliten mit veranderter Abundanz zum Wildtyp (Col-0), jeweils in **S- und **S-markierten
Keimlingen von Arabidopsis detektiert. Die zugeordnete Summenformel entspricht der molekularen
Komposition mit der geringsten Massenabweichung giltig fir Co-100HnNo-600-80P0-4S1-3 bei einer Ladung
von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen
Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fiir jeweils **S- und *'S-Markierung zusammen. Die
Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdinnung der
Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.42 Verdnderte Schwefelmetabolitabundanz in APCS bei Cadmiumexposition

Bei Cadmiumexposition von APCS wurden Schwefelmetaboliten mit veranderter Abundanz zum Wildtyp
(Col-0), jeweils in #3. und **s-markierten Keimlingen von Arabidopsis detektiert. Die zugeordnete
Summenformel entspricht der molekularen Komposition mit der geringsten Massenabweichung gultig fur
Co-100HnN0-600-80P0-4S1-3 bei einer Ladung von -1 [m-H]. Neben den nicht annotierten Schwefelmassen,
konnten yEC und GSH identifiziert werden. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fir 14 Tage auf 0,5-fach
konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SOs supplementiert.
AnschlieBend wurden die Keimlinge zur Cadmiumexposition in Flussigkulturen von 0,5-fach
konzentriertem, schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SOs supplementiert Uberfuhrt und mit
Cadmiumnitrat zu einer Endkonzentration von 200 uM versetzt und vier Stunden unter Schitteln exponiert
(+Cd). Als Kontrollen wurden Kulturen ohne Cadmiumzugabe mitgefiihrt (-Cd). Die gezeigten Mittelwerte
mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer
Wiederholung fiir jeweils **S- und **S-Markierung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans
bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdlinnung der Pflanzenextrakte.
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YEC und GSH sowie die nominale Masse 425 zeigten in der Tendenz in Wildtyp
und APCS eine ahnliche Reaktion auf die Cadmiumexposition. YEC und GSH
zeigten eine etwa zweifache bzw. vierfache Akkumulation in APCS. Im Wildtyp,
wurde lediglich eine Anreicherung um etwa ein Drittel der beiden Metaboliten
beobachtet. Die nominale Masse 425 lag war im Gehalt gegentber dem Wildtyp
reduziert, wobei die Abundanz in APCS sowohl vor als auch nach der
Cadmiumexposition um wenigsten ein Drittel erhoht war. Die Schwefel-
metaboliten mit den nominalen Massen 288 und 467, mit den zugeordneten
Summenformeln C;oH15N305S und C16H28N4O6S3, zeigten in APCS und Wildtyp
ein entgegengesetztes Verhalten. Im Wildtyp fuhrte die Cadmiumexposition
jeweils eher zu einer Reduktion, in APCS ist die Abundanz in Abh&angigkeit von
Cadmium gesteigert. Die Massen der in Folge von Cadmiumexposition
gebildeten Phytochelatine (PC,) konnten nur in Spuren detektiert werden. Ihre
Intensitat in den Massenspektren der Cadmium-exponierten Proben lag nah am
Detektionslimit von 10° und die Schwefelmassenverschiebung durch 3*S konnte
nicht detektiert werden. Die entsprechenden Massen waren in den Proben ohne
Cadmiumexposition nicht zu detektieren.

Zur Analyse additiver Effekte der Komponenten des GSH-assoziierten
Metabolismus wurden Kreuzungslinien von APCS bzw. APCS1, ggt4-1 und
ggtl im Vergleich zum Wildtyp Col-0 untersucht. Da die Linien ggtl und ggt4-1
assoziiert mit dem Wildtyp Ler-0 sind, zeigten alle drei untersuchten
Kreuzungslinien APCSxggt4-1, APCSxggtl und APCS1xggtlxggt4-1 die Ler-0-
spezifischen Veradnderungen der Glucosinolatprofile (Abbildung 2.43a, b, c).
Durch die Kreuzung gegen das Col-0-Genom von APCS zeigten APCSxggtl
und APCS1xggtlxggtd-1 eine Annaherung an das Glucosinolatprofil des
Wildtyps Col-0. Dies galt fur APCSxggt4-1 nur sehr eingeschrankt, hier
dominierte das Ler-O-Muster. Weiterhin war in APCSxggt4-1 und
APCS1xggtlxggtd-1 die ggt4-1-spezifische Reduktion fir RHC zu beobachten.
Bei der Analyse der nicht annotierten Schwefelmetaboliten konnten fir
APCSxggt4-1 insgesamt elf in der Abundanz verénderte Schwefelmassen
identifiziert werden (Abbildung 2.44a). Die gefundenen Metaboliten mit den
Massen 265.0387 amu, 282.0653 amu und 452.1345 amu wurden bereits in
Abh&ngigkeit von ggt4-1 nachgewiesen. Weiterhin korrelierten 341.09112 amu
und 514.1653 amu mit Ler-0-spezifischen Massen und 510.1915 amu wurde
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bereits in Verbindung mit APCS beschrieben. Die ubrigen funf Massen waren
basierend auf den vorliegenden Daten charakteristisch fiur APCSxggt4-1. Drei
dieser Schwefelmassen zeigten eine reduzierte Abundanz gegentber dem
Wildtyp, die anderen zwei waren akkumuliert. Den reduzierten Massensignalen
267.0544 amu, 317.0548 amu und 341.0846 amu wurden die Summenformeln
CgoH1607S, CgH18010S und Cji;H20N206S, zugeordnet. Die angereicherten
Schwefelmassen 395.1745 amu und 469.0810 amu haben eine chemische

Zusammensetzung von C37H3,08S und CyoH22011S.
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Abbildung 2.43 Variabilitdt bekannter Schwefelmetaboliten in Abhangigkeit von gleichzeitigem
Aktivitatsverlust der Phytochelatinsynthasen und einzelner GGTs
Einfluss der Tripelmutanten APCSxggt4-1 (a), APCSxggt1 (b) und APCS1xggtlxggt4-1 (c) auf die
Abundanz bekannter Schwefelmetaboliten (Tabelle 2.4). Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des
¥5.1sotops [m-H] der bekannten Schwefelmetaboliten von Wildtyp Col-0 und APCSxggtl. Der
korrespondierende Wildtyp zu ggtl und ggt4-1, Ler-0 wurde in diesem Versuch nicht analysiert. Die
Anzucht der Keimlinge erfolgte fir 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem,
schwefelfreiem Medium mit 375 pM Na,SO. supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich
aus den Analysen von zwei biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen.
Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiinnung der
Pflanzenextrakte.
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Fur APCS1xggtl konnten in dieser Analyse lediglich drei spezifisch reduzierte
Schwefelmassen zugeordnet werden, von denen wiederum zwei,
341.0912 amu und 514.1653 amu bereits als Ler-0-spezifisch beschrieben
wurden (Abbildung 2.44b).

Fir APCS1xggtlxggt4-1 konnten hingegen sieben Schwefelmetaboliten als
spezifisch selektiert werden (Abbildung 2.44c). Auch hier waren drei der
Massen Ler-0-spezifisch, 451.0704 amu, 465.0497 amu und 514.1653 amu,
und 452.1334 amu war charakteristisch fur ggt4-1. Die APCS1xggtlxggt4-1-
spezifisch verédnderten Schwefelmassen 421.0599 amu und 664.2185 amu
lagen gegeniber dem Wildtyp vierfach bis zehnfach akkumuliert vor.
492.1334 amu war wenigstens um zwei Drittel reduziert. Diesen Massen
konnten Summenformeln Ci9H1800S, CaoHasNOgP3S und CozHo7NOgoS
zugeordnet werden.

Die neuen, akkumulierten Schwefelmetaboliten in den ggt4-1-assoziierten
Linien boten keine Grundlage zur Annahme, dass es sich hierbei um weitere
GSH-Derivaten handeln konnte, da deren Summenformeln keinen oder nicht
genugend Stickstoff enthielten. Weitere Analysen von Struktur und der
Abhéangigkeit von der GGT-Aktivitat waren erforderlich um die Kandidaten-
massen naher zu beschreiben. Allerdings ist flr die Kreuzungslinien zu
beachten, dass die spezifischen Effekte auch durch die Diskrepanz des
Okotyps induziert sein kénnten. Die Analysen der Kreuzungsmutanten zeigten
vorwiegend die Summe der in den Einzelmutanten beobachteten Effekte. Der
untersuchte Einfluss des Funktionsverlusts von PCS und GGTs resultierte in
der Identifikation von einem Glutathionkonjugat mit der Masse 452.1334 amu
und fanf weiteren Kandidaten. Hierbei wurde der groRte Einfluss auf den
Glutathionkonjugatmetabolismus durch GGT4 vermittelt. Die Ubrigen unter-
suchten Linien, GGT1, GGT2 und APCS, brachten keine weiterfuhrenden
Ergebnisse. Ein additiver Effekt von PCS und GGTs konnte in den
Kreuzungslinien nur eingeschréankt beobachtet werden, die Kreuzungslinien

waren im Ergebnis vielmehr die Summe der Ausgangslinien.
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Abbildung 2.44 Veranderte Schwefelmetabolitabundanz bei gleichzeitigem Aktivitatsverlust der
Phytochelatinsynthasen und einzelner GGTs.

In Abhéngigkeit unterschiedlicher Kombinationen fehlender Aktivitdt von PCS1, PCS2, GGT1 und GGT4
wurden nicht annotierte Schwefelmetaboliten mit verédnderter Abundanz zum Wildtyp (Col-0) detektiert,
jeweils in **S- und **S-markierten Keimlingen von Arabidopsis. Der verwendete Wildtyp war Col-0, welcher
dem genetischen Hintergrund von PCS1 und PCS2 entspricht. Der korrespondierende Wildtyp zu ggtl und
got4-1 ist Ler-0 und wurde in diesem Versuch nicht analysiert. Die untersuchten Tripelmutanten waren
APCSxggt4-1 (a), APCSxggt1 (b) und APCS1xggtlxggt4-1 (c). Die zugeordnete Summenformel entspricht
der molekularen Komposition mit der geringsten Massenabweichung gultig fir Co-100HNNo-600-80P0-4S1-3 bei
einer Ladung von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fir jeweils 5. und 4S-Markierung
zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 1000 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25
Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

2.4.4 Loss-of-function Mutationen in der Glucosinolatbiosynthese

Glucosinolate bilden einen groRen Anteil der Schwefelmetaboliten in
Brassicaceaen und sind Schlisselmetaboliten deren Abwehr gegen Fral3feinde
und Pathogene (Halkier und Gershenzon 2006; Bednarek et al., 2009; Clay et
al., 2009). Glucosinolate werden strukturell in drei Gruppen unterschieden in
Abh&ngigkeit von der Aminoséaurevorstufe aus der sie gebildet werden. Die
Biosynthese von aliphatischen Glucosinolaten erfolgt aus den Aminosauren
Alanin, Leucin, Isoleucin, Valin und Methionin. Phenylalanin und Tryptophan
bilden Benzylglucosinolate und Tryptophan Indolglucosinolate. Die Glucosino-
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latbiosynthese ist in drei Stufen gegliedert: Kettenverlangerung durch
Methylengruppen, Bildung der Glucosinolatkernstruktur und Modifikation der
Seitenketten (Underhill et al., 1973; Halkier und Du 1997). Die Vielfalt der Gber
120 beschriebenen Glucosinolatstrukturen wird dabei durch die Aminosaure-
vorstufe, die Zyklen der Kettenverlangerung und durch sekundare Modifi-
kationen bestimmt (Fahey et al.,, 2001). Fir Arabidopsis sind etwa 40
Glucosinolate beschrieben, vorwiegend Abkommlinge von Methionin und
Tryptophan (Kliebenstein et al., 2001b). Die Glucosinolatkernstruktur wird durch
Konversion der Aminosaure-basierten Vorstufe zu Aldoximen erzeugt, welche
anschlieBend durch Oxidation aktiviert werden (Abbildung 1.5). Diese
Reaktionen werden durch P450 Zytochrome der Familien CYP79 und CYP83
katalysiert. Im Folgenden werden die Aldoxime an einen Schwefeldonor
konjugiert, postuliert als GSH (Schlaeppi et al., 2008; Bednarek et al., 2009).
Schlief3lich wird das entstandene S-Alkyl mittels Glucosyltransferasen des Typs
UGT74 glucosyliert und bildet die Desulfo-Vorstufe, welche durch Sulfatierung
mit PAPS zum Glucosinolat wird (Sgnderby et al., 2010).

2.4.4.1 PA450 zZytochrome der Glucosinolatbiosynthese

Der initiale Schritt der Glucosinolatbiosynthese wird durch die P450 Zytochrome
der CYP79 Familie vermittelt. FUr Arabidopsis sind funf Loci beschrieben die
spezifisch fur die Synthese der drei Glucosinolatgruppen verantwortlich sind. So
kénnen CYP79F1 und CYP79F2 den aliphatischen Glucosinolaten zugeordnet
werden, CYP79A2 den Benzyl- und CYP79B2 und CYP79B3 den
Indolglucosinolaten (Hull et al., 2000; Mikkelsen et al., 2000; Wittstock und
Halkier 2000; Hansen et al., 2001; Chen et al., 2003). Fir den Funktionsverlust
von cyp79F1 wurde gezeigt, dass die Synthese kurzkettiger aliphatischer
Glucosinolate beeintrachtigt ist (Reintanz et al., 2001). Gleichermaf3en fehlen in
cyp79B2xcyp79B3 Indolglucosinolate (Zhao et al., 2002). Die Synthese von
Glucosinolaten findet im Allgemeinen im Cytosol statt, wie Lokalisationsstudien
belegen (Reintanz et al., 2001). Neben der Biosynthese von Indolglucosinolaten
sind CYP79B2 und CYP79B3 auch in den Metabolismus des Phytoalexins
Camalexin involviert, welches ebenfalls Indole-3-Acetaldomixe (IAOx) als
Vorstufe verwendet und entsprechend durch den Aktivitatsverlust von CYP79B2
und CYP79B3 beeintréchtig ist (Glawischnig et al., 2004).
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Abbildung 2.45 Variabilitat bekannter Schwefelmetaboliten in Abhangigkeit vom Aktivitatsverlust
der P450 Zytochrome der Indolglucosinolatbiosynthese

Einfluss der Doppelmutante von CYP79B2 und CYP79B3 auf die Abundanz bekannter Schwefel-
metaboliten (Tabelle 2.4). Mittelwerte der absoluten Signalintensitaten des 32S-Isotops [m-H] der
bekannten Schwefelmetaboliten von Wildtyp Col-0 und cyp79B2xcyp79B3. Die Anzucht der Keimlinge
erfolgte fur 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit
375 uM NapSO4 supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von zwei
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiunnung der Pflanzenextrakte.
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Abbildung 2.46 Verénderte Schwefelmetabolitabundanz in cyp79B2xcyp79B3

In Abhé&ngigkeit von fehlender Aktivitat der P450 Zytochrome CYP79B2 und CYP79B3 (cyp) wurden nicht
annotierte Schwefelmetaboliten mit veranderter Abundanz zum Wildtyp (Col-0), jeweils in **S- und **s-
markierten Keimlingen von Arabidopsis detektiert. Die zugeordnete Summenformel entspricht der
molekularen Komposition mit der geringsten Massenabweichung gultig fiir Co-100HnNo-600-80P0-4S1-3 bei
einer Ladung von -1 [m-H]. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analglsen von zwei
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung fur jeweils 3. und 4S-Markierung
zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25
Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

Zur Analyse des Einflusses der P450 Zytochrome CYP79B2 und CYP79B3
wurde eine Kreuzung von T-DNA-Insertionslinien der beiden Loci untersucht
(Zhao et al., 2002) (Tabelle 4.2). Neben der haufig beobachteten Variabilitat der
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Glucosinolate 6MTH und 4MTB, zeigten die Analysen der bekannten Schwefel-
metaboliten, dass OHIMG, 13M und MOI3M sowie I3M-GSH bis zur Detektions-
schwelle der ICR-FT/MS-Analyse reduziert waren (Abbildung 2.45). Erganzend
zu den erwartungsgemal reduzierten Indolglucosinolatgehalten wurden drei in
cyp79B2xcyp79B3 angereicherte Schwefelmassen detektiert und eine weitere
lag stark reduziert vor (Abbildung 2.46). Da CYP79 sehr frih in der Gluco-
sinolatbiosynthese agiert liegt keine unmittelbare Verknipfung mit schwefel-
haltigen Substraten oder Produkten vor (Abbildung 1.5). So sind die Veran-
derungen in der Abundanz der Schwefelmetaboliten indirekter Natur, was
Schlussfolgerungen Uber die Identitdt der Metaboliten erschwert. Dennoch
wurde der spezifisch akkumulierte Schwefelmetabolit mit der hdochsten
Abundanz, 469.0810 amu zur weiteren Charakterisierung mittels Fragmen-
tierung untersucht. Hierbei wurden jeweils die **S- und **S-Isotope zur Analyse
eingesetzt. Das Fragmentierungsmuster zeigte zwei resultierende Fragmente
mit den Massen 389.125 amu und 341.104 amu (Abbildung 2.47). Da die
Produkte der Fragmentierung fur beide Isotope gleich waren konnte
geschlossen werden, dass die Abgangsgruppen jeweils den Schwefel
enthielten. Die Massendifferenz war 79.956 amu fiur das Fragment mit
389.125 amu, was einer Abgangsgruppe von SOgs entspricht. Die zweite
Abgangsgruppe Betrug 127.977 amu fur das Fragment mit 341.104 amu,
korrelierend mit einer molekularen Zusammensetzung von CH4OsS. Die
Abgangsgruppen wurden in der Analyse nicht detektiert, wobei 79.956 amu sich
aulBerhalb des Messbereichs befand. Es ist aufllerdem mdglich, dass
341.104 amu kein Primarfragment war sondern durch Fragmentierung von
389.125 amu gebildet wurde und daher die Abgangsgruppen jeweils auf3erhalb
des Messbereichs lagen. Aufgrund der elementaren Zusammensetzung von
C19H180¢ des verbleibenden Fragments 341.104 amu ist zu erwarten, dass die
Verbindung reich an Doppelbindungen ist und aromatische Strukturen enthélt.
Mittels Metlin und ChemSpider kdnnen Metaboliten gefunden werden die in
Summenformel, strukturellen Eigenschaften und mit dem Fragmentierungs-
muster Ubereinstimmen. Der naheliegenste Kandidat ist ein sulfatiertes
Resveratrolglucosid (Abbildung 2.48). Resveratrol ist ein Phytoalexin, welches

erstmals in Polygonum cuspidatum gefunden wurde (Takaoka 1939).
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Abbildung 2.47 Fragmentierungsanalyse eines spezifisch akkumulierten Schwefelmetaboliten in
cyp79B2xcyp79B3

Fragmentierungsanalyse des unbekannten Schwefelmetaboliten mit der annotierten Summenformel
C20H22011S. Zur weiteren Charakterisierung wurden nach der Isolierung der Massen des jeweils #s. und
34S-Isotops, 469.081 [m-H] und 471.077 [m-H] (Zeile 1 und 3), diese mittels Kollision mit Argonatomen
durch eine Energie von 10 eV fragmentiert (Zeile 2 und 4). Die detektierten Fragmente wiesen Massen
von 389.125 m/z und 341.104 m/z auf, welche den Abgangsgruppen SOs (79.956 amu bzw. 81.925 amu)
und CH40sS (127.977 amu bzw. 129.973 amu) entsprechen. Die Datenaufnahme erfolgte mit 20 Scans
bei negativer lonisierung.
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Abbildung 2.48 Struktur von Resveratrolglucosiden

Resveratrolglucosid (a) und sein sulfatiertes Derivat Resveratrolglucosid-Sulfat (b). Die sulfatierte Form
des Resveratrolglucosids, kann in unterschiedlichen Formen vorliegen, da das Sulfat an jeder
Hydroxylgruppe gebunden sein kann. So kénnen entweder das Resveratrol oder das Glucosid sulfatiert
vorliegen.
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Aul3erdem ist es in Leguminosen, Trauben und Erdnissen vorhanden (Burns et
al., 2002). Die antioxidative Wirkung des Polyphenols ist bekannt aus der
traditionellen, chinesischen Medizin und wird in Verbindung mit der Pravention
von GefalRerkrankungen und Krebs assoziiert (Tang et al.,, 2014). Bislang
wurden Resveratrol und seine Derivate nicht in Verbindung mit Arabidopsis
beschrieben und kein homologes Enzym zur Resveratrolsynthase annotiert.
Nach den experimentellen Daten erfolgt die Fragmentierung eines putativen
Resveratrolglucosids hier zunachst durch die Abspaltung des Sulfats und
schliel3lich durch Aufspaltung der Glucose durch Eliminierung von Formaldehyd
und Wasser (H,CO und H,0). Ein solches Fragmentierungsmuster der Glucose
konnte bereits durch Fragmentierung von Saccharose mittels TOF-MS gezeigt
werden
(http://spectra.psc.riken.jp/menta.cgi/respect/datail/datail?accession=T200600).
AulRerdem wurden weitere in der Literatur beschriebene nicht-Schwefel-
metaboliten analysiert, welche vom Funktionsverlust der CYP79 betroffen sind.
Die untersuchten Metaboliten wurden urspringlich bei Hemmung der
Camalexin Biosynthese in CYP71B15, welche fur die Metabolisierung von IAOx
verantwortlich ist identifiziert. Es handelt sich dabei um Derivate der
Indolcarboxylsaure, welche als Produkt von IAOx spezifisch akkumulierten
(Bottcher et al.,, 2009; Zandalinas et al., 2012) (Abbildung 2.49). Dem-
entsprechend sollten diese Metaboliten bei Ausbleiben der IAOx-Synthese
reduziert gegeniber dem Wildtyp auftreten, genauso wie es zu einer
Anreicherung des Substrats Tryptophan kommen sollte.

Die Ergebnisse der Analyse zeigten, dass diese Metaboliten detektierbar waren
und die Abundanz der *3C; erwartungsgeméaR mit den molekularen Zusammen-
setzungen ubereinstimmte. Es wurde beobachtet, dass Tryptophan etwa
zweifach gegeniber dem Wildtyp Col-0 akkumuliert war und die beiden
Indolcarboxylsaurederivate, 13CO,Glc und 6-GlcO-I3CO,H eine starke Ab-
nahme der Abundanz um das neun- bis 16-fache zeigten (Abbildung 2.50). Da
ein geringer Gehalt von 13CO,Glc und 6-GlcO-I3CO,H vorhanden war, kann
entweder eine Restaktivitit von CYP79B2 oder CYP79B3 angenommen
werden oder es handelt sich um isomere Strukturen, welche unabh&ngig von
IAOx sind.
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Abbildung 2.49 Schema der Camalexinbiosynthese

Weg der Camalexinbiosynthese ausgehend von Tryptophan. Indol-3-acetaldoxim (IAOx), welches durch
CYP79B2 und CYP79B3 gebildet wird, ist ein Vorlaufer der Indolglucosinolate sowie fur Indolacetonitril
(IAN) in der Camalexinbiosynthese. IAN wird an GSH als Schwefeldonor konjugiert. Nach Abspaltung des
y-Glutamyl- und Glycinrest, wird Cys(IAN) durch CYP71B15 ber Dihydrocamalexinsaure (DHCA) zu
Camalexin umgesetzt. IAN ist auBerdem das Substrat fiir die Synthese von Indolcarboxylsaure und seiner
glucosylierten Derivate.

In Anlehnung an Bottcher et al., 2009.

Die Analysen von cyp79B2xcyp79B3 bestétigten erneut die Beeintrachtigung
der Indolglucosinolatsynthese sowie die Verknupfung mit andern IAOx-
abhangigen Synthesewegen wie der Indolcarboxylsaurederivatsynthese,
welche bereits beschrieben und postuliert wurden (Bottcher et al., 2009). Des

Weiteren wurden vier spezifisch verdnderte, nicht annotierte Schwefel-
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metaboliten gefunden, von denen einer mittels Fragmentierung weiter
charakterisiert werden konnte. Der in Abhangigkeit von cyp79B2xcyp79B3
akkumulierte Metabolit mit der zugeordneten Summenformel CyoH2201:S,
konnte zumindest als Trager einer Sulfatgruppe identifiziert werden. Dies
veranlasste dazu die PAPS-abhangigen Daten erneut zu prifen und es konnte
eine Ubereinstimmung mit den APK-abhangig veranderten Schwefelmassen
gefunden werden. In den Daten zum Funktionsverlust einzelner, sowie
mehrerer APKs wurde der gleiche Metabolit, 469.0810 amu, als erheblich
reduziert vorgefunden. Dies untermauert, dass es sich um einen PAPS-
abhangig sulfatierten, vermutlich aromatischen Metaboliten handelte mit der
Summenformel CyH,,0g. Das gleiche Abundanzverhalten zwischen
cyp79B2xcyp79B3 und dem Funktionsverlust von APKs konnte auch fur den
Metabolit 514.1653 amu beobachtet werden. Es ist auch hier anzunehmen,
dass es sich um einen sulfatierten Metabolit mit der entsprechenden

Summenformel CosHo9N3O4 handelt.
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Abbildung 2.50 Einfluss von fehlender Aktivitat von CYP79B2 und CYP79B3 auf schwefelfreie
Metaboliten assoziierter Stoffwechselwege

Untersuchung der Metabolitabundanz der schwefelfreien Derivate von Indole-3-acetaldoxim (IAOX),
I3CO2GIc und 6-GIcO-I3CO2H sowie dem Substrat Tryptophan (Trp). Mittelwerte der absoluten
Signalintensitaten des 32S-Isotops von Wildtyp Col-0 und cyp79B2xcyp79B3. Die Anzucht der Keimlinge
erfolgte fur 14 Tage auf 0,5-fach konzentriertem, mit Agar verfestigtem, schwefelfreiem Medium mit
375 puM Na,SO4 supplementiert. Die gezeigten Mittelwerte mit SD setzen sich aus den Analysen von vier
biologischen Replikaten in zweifacher, technischer Wiederholung zusammen. Die Datenaufnahme erfolgte
mit 300 Scans bei negativer lonisierung und einer 1:25 Verdiinnung der Pflanzenextrakte.

110



ERGEBNISSE

Durch die Akkumulation des putativen Resveratrolglucosids und der nominalen
Masse 514, welche ein dhnliches Abundanzverhalten in cyp79B2xcyp79B3 und
den apks zeigten kdnnte angenommen werden, dass diese beiden Metaboliten
in der Pathogenabwehr wirksam sind und angereichert werden aufgrund des
Fehlens von Camalexin und den Indolglucosinolaten. Dennoch musste bei den
Resultaten der cyp79B2xcyp79B3 beachtet werden, dass die verwendetet
Kreuzungslinie aus T-DNA-Insertionslinien des Okotyps Wassilewskija (WS)
erzeugt wurde und daher spezifische Einflisse durch diesen genetischen
Hintergrund vermittelt sein mdgen, wie es bereits fir Ler-0 beobachtet werden

konnte.
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3 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erfolgreich ein System zur schnellen und
gezielte Analyse des Schwefelmetaboloms von Pflanzen etabliert. Die
spezifische Erkennung der Schwefelmetaboliten basiert auf der stabilen
Isotopenmarkierung von Pflanzen und der Anwendung hochauflésender
Massenspektrometrie. Schwefel als solcher nimmt in Pflanzen etwa 0,1-1 % der
Trockenmasse ein, in Brassicaceaen aufgrund des hohen Gehalts an
Glucosinolaten sogar bis zu bis 10 %. Durch die Cysteinautotrophie von
Pflanzen hat der Schwefelmetabolismus hier eine besondere Bedeutung, vor
allem als Lieferant der Aminosauren Cystein und Methionin fir heterotrophe
Organismen. Bislang wurden umfassende und aufklarende Analysen des
Schwefelmetaboloms, wie sie in dieser Arbeit vorgestellt wurden, lediglich fur
pflanzliche Organismen durchgefuhrt.

Zur Annotation bekannter Schwefelmetaboliten wurde in dieser Arbeit mit Hilfe
von open-source-Datenbanken eine Biomarkerliste der bekannten Schwefel-
metaboliten erstellt, welche rund 360 nicht-isomere Schwefelmetaboliten
umfasst. Dabei konnten in Keimlingen des Arabidopsis Wildtyps Columbia etwa
20 % der gefundenen Schwefelmassen bekannten Schwefelmetaboliten
zugeordnet werden. Insgesamt wurden knapp 200 Schwefelmetaboliten
detektiert und charakterisiert von denen 80% als nicht bekannte
Schwefelverbindungen annotiert wurden. Basierend auf dieser Isotopen-
gestlitzten Analyse konnten rund 1,2 % aller simultan detektierbaren Massen
eines Rohextraktes als singulare, schwefelhaltige Massensignale identifiziert
werden. Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass grofRe Teile des
tatsachlichen Schwefelmetaboloms in Arabidopsis bislang nicht beschrieben
sind.

Neben der massenspektrometrischen Momentaufnahme des pflanzlichen
Schwefelmetaboloms, ermdéglicht die etablierte Methode den Vergleich unter-
schiedlicher Pflanzen- und Zelllinien zur Ermittlung der genetischen Variabilitat
des Schwefelmetaboloms und des Einflusses einzelner Gene auf den
endogenen Schwefelmetabolismus. In diesem Kontext wurden 22 Pflanzen-
linien von Arabidopsis, welche beschriebene Defekte oder Modifikationen im

Schwefel-metabolismus aufweisen, beziglich Veranderungen ihres Schwefel-
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metaboloms im Vergleich zum Wildtyp Col-0 untersucht und charakterisiert.
Hierbei wurden 60 Schwefelmassen gefunden, welche in den einzelnen
Pflanzenlinien eine spezifisch veranderte Abundanz gegentber dem Wildtyp

zeigten.
3.1 ICR-FT/MS fur metabolische Studien

Die Herausforderung bei ungerichteten Metabolomanalysen liegt nicht allein bei
der Aufzeichnung der Daten und der zugrundeliegenden Methode, sondern
auch bei der Selektion der biologisch relevanten Informationen und deren
Charakterisierung. Die bioinformatische und statistische Auswertung massen-
spektrometrischer Daten ist einer der zeitaufwandigsten Prozesse von
Metabolomstudien unabhangig von der Quelle der Daten (Goodacre 2005). Die
Auswertung der Daten wird insbesondere durch Parameter wie akkurate
Masseninformationen und Isotopenmarkierung erleichtert, welche auch im
Rahmen dieser Arbeit angewendet wurden. In vielen Metabolomstudien ist die
online-MS-Analyse, gekoppelt an eine Separationsmethode wie LC, GC oder
CE, die Methode der Wahl. Durch die Auftrennung wird eine Ausdinnung der
Matrix erreicht und dadurch die Gefahr der lonensuppression oder Uberladung
der Messzelle minimiert, welche in Analysen mit direkter Injektion (DI) h&aufig
auftreten konnen (Ohta et al., 2010). Allerdings erhdht die Trennung in der
Regel die Analysezeit und birgt eine Selektivitat der analysierten Metaboliten
basierend auf der Trennungsmethode. Die charakteristischen Eigenschaften
der ICR-FT/MS sind hohe Sensitivitat, Massenpréazision und Auflosung. Um
diese Charakteristika der Methode optimal ausnutzen zu kénnen werden ICR-
FT/MS-Analysen haufig mittels direkter Injektion der Proben ohne gekoppelte
chromatographische Trennung durchgeftihrt (Dunn et al., 2013). Hierbei ist eine
Akkumulation der lonen in der Messzelle moglich und deren simultane
Detektion. Im Rahmen dieser Arbeit konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die
Anzahl der akkumulierten Gesamtspektren eng mit der Summe von
reproduzierbar detektierbaren lonen und deren Massenprézision verknupft ist.
Durch den vorgegebenen Fluss einer separativen Methode kann eine
entsprechende Akkumulation der Spektren in online-MS-Analysen nicht
erfolgen. In dieser Arbeit und weiteren Studien wurde gezeigt, dass mittels DI-

ICR-FT/MS bis zu 12.000 Massensignalen reproduzierbar in pflanzlichen

113



DISKUSSION

Rohextrakten detektieren werden konnen (Aharoni et al., 2002; Glaser et al.,
2014). Demzufolge ist die ICR-FT/MS-Analyse eine Methode, die fur effiziente
Analysen mit hohem Durchsatz geeignet ist. Dies birgt grof3es Potential fiir die
Analyse von Biodiversitat und deren Charakterisierung auf metabolischer
Ebene (Hall 2006). Die ICR-FT/MS bietet eine gute Grundlage zur putativen
Annotation von elementaren Kompositionen zu den detektierten lonen (Hall
2006; Kind und Fiehn 2007; Okazaki und Saito 2012). Die Massenprazision ist
unmittelbar mit der Anzahl annotierbarer Summenformeln verknipft. So liegt die
Annotationsleistung fur Daten aus DI-ICR-FT/MS-Analysen bei etwa 0,1 ppm,
dem gegenuber konnen Daten aus LC-MS-Analysen in der Regel lediglich mit
1-3 ppm annotiert werden, wobei die Anzahl passender Summenformeln
ungleich héher ist (Kind und Fiehn 2007, Kind und Fiehn 2010). Im Rahmen
dieser Arbeit konnten im Kontext mit genetischen Varianten im
Schwefelmetabolismus etwa 60 neue Schwefelverbindungen in Arabidopsis
charakterisiert werden. Es wurde gezeigt, dass mit der hier angewendeten
Methode in der Regel in Gber 85 % der Falle die Annotation einer einzelnen
Summenformel mdglich war. Dies konnte einerseits durch die Massenprazision
und andererseits durch die eindeutige Bestimmung der Anzahl von Schwefel-
atomen in der Verbindung, welche durch die Markierung mit stabilen Isotopen
gewahrleistet wurde, erreicht werden. Diese Arbeit und weitere Studien konnten
zeigen, dass die Markierung mit stabilen Isotopen malRgeblich zur erfolgreichen
Annotation von Summenformeln beitragt (Giavalisco et al., 2009; Giavalisco et
al., 2011; Hsieh et al., 2012; Nakabayashi et al., 2013b). Die Markierung mit
Isotopen stitzt neben der Metabolitidentitat auch die Selektion der Daten
biologischer Herkunft (Okazaki und Saito 2012). In Verbindung mit Isotopen-
markierung zeigt die chromatographische Trennung allerdings einen erheb-
lichen Vorteil in der Datenauswertung und Annotation, da hier die Isotopologen
innerhalb einer Fraktion koeluieren. Die Anzahl der Atome des isotopen
Elements kann in den fraktionierten Spektren unmittelbar durch die Massen-
verschiebung abgeleitet werden (Giavalisco et al., 2011; Nakabayashi et al.,
2013b). Hier ist muss keine nachtragliche Zuordnung der Isotopologen
innerhalb des Gesamtspektrums erfolgen, wie es in dieser Arbeit der Fall war.
AulR3erdem sind trennende Methoden gegenlber der DI-ICR-FT/MS-Analyse in

der Lage isomere Strukturen zu unterscheiden und erlauben die absolute
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Quantifizierung der Metaboliten (Hall 2006). Die mittels ICR-FT/MS generierten
Spektren ermdglichen hier lediglich eine relative Quantifizierung, welche
erheblich von der Vergleichbarkeit der analysierten Proben abhangig ist (Fiehn
2002). Allerdings gibt es bislang keine Studien, welche einen direkten Vergleich
der Methoden, wie beispielsweise LC-MS und DI-MS, zur Charakterisierung
ihres Potentials und der Resultate gefihrt haben.

Im Kontext mit den hier erhobenen Daten wird deutlich, dass hohe Auflosung
und Massenprazision unverzichtbar fir die zuverlassige Annotation elementarer
Kompositionen zu unbekannten Massen sind (Okazaki und Saito 2012). Trotz
des grol3en analytischen Potentials der ICR-FT/MS ist die Identifikation der
Metaboliten limitiert auf die Ableitung der molekularen Komposition aus den
akkuraten Masseninformationen. Die eindeutige Identifikation einer Substanz ist
stets an einen analytischen Standard und erganzende Analysen zu Struktur und
Retentionszeit geknupft (Sumner et al., 2007). Weiterhin kann in DI-ICR-FT/MS-
Analysen die Unterscheidbarkeit von isomeren Strukturen nicht gewéhrleistet
werden, welche beispielweise unter den Glucosinolaten héaufig gefunden
werden. Eine fraktionierende Trennung der Rohextrakte bietet demnach
Potential den Informationsgehalt der massenspektrometrischen Daten zu
erhohen. Um nicht auf die Starken der ICR-FT/MS-Analyse zu verzichten sind
die einzelnen Fraktionen jeweils getrennt zu analysieren, wodurch die Analyse-
zeit je Probe vervielfacht wird. So ist die Frage, ob der Informationsgewinn einer
solchen Analyse im Verhaltnis zum korrespondierenden Mehraufwand steht.
Weiterhin kdnnen Netzwerkstudien zur weiteren Charakterisierung nicht
identifizierter Metaboliten dienen. Im Kontext annotierter Metaboliten und in
Verknipfung mit Expressionsdaten kénnen so Verbindungen zwischen den
detektierten Metaboliten und den Ubergeordneten, biochemischen Reaktionen
hergestellt werden (Nikiforova et al., 2003; Nikiforova et al., 2005a; Hirai et al.,
2007; Mdiller et al., 2013). So kann durch die Einbindung in ein metabolisches
Netzwerk die Identifikation von Kandidatenmassen zusatzlich unterstitzt

werden.
3.2 Biodiversitat und Genfunktionen im Schwefelmetabolismus
Stoffwechselwege konnen erst tatsachlich verstanden werden, wenn die

biochemischen Reaktionen und deren Verknupfung aufgeklart sind (Nikiforova
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et al., 2004; Quanbeck et al.,, 2012). So sind metabolische Analysen das
Handwerkszeug zur funktionalen Charakterisierung von Genen geworden. Eine
Vielzahl von Studien hat bewiesen, dass Genfunktionen eng mit spezifischen,
metabolischen Veranderungen verknupft sind. Aufgrund der hohen Komplexitat
ungerichteter Metabolomanalysen und der schwierigen damit einhergehenden
Selektion und Annotation der Kandidatenmassen, werden die Methoden vor-
wiegend in gerichteten fingerprint- und profiling-Analysen angewendet (Okazaki
und Saito 2012). Beispielsweise wurde Metabolit profiling zur Charakterisierung
und Annotation mutagenisierter Linien eingesetzt. Hierbei wurden phanotypisch
selektierte Linien, welche Defekte im Starkemetabolismus aufwiesen, mit
beschriebenen Mutanten des Stoffwechselweges verglichen und statistisch
klassifiziert. Durch Korrelation der Profile konnten zwei der untersuchten
mutagenisierten Linien bereits bekannten Loci zugeordnet werden und gezielt
der Ort der Mutation identifiziert werden (Messerli et al., 2007). Durch diesen
Ansatz kdnnen mitunter zeitraubende genetische Kartierungen der
mutagenisierten Loci Ubergangen werden. Das verwendete Metabolitprofil
dieser Methode erfordert nicht unbedingt Kenntnis des Stoffwechselweges und
der involvierten Metaboliten, dennoch erleichtert die Selektion spezifischer
Metaboliten eine gezielte Extraktion und die anschlieBende Annotation der
Genfunktion. Die de novo Charakterisierung von Genen ist umso mehr
abhangig von der Kenntnis der Metaboliten, welche in genetisch
unterschiedlichen Linien mit veranderter Abundanz gefunden werden. Die
Charakterisierung einer neuen 3-O-Glucosyl-transferase, welche in
Koexpressionsstudien von Genen der Flavonoidsynthese identifiziert wurde,
gelang durch die Analyse des Profils von Flavonoiden und deren Vorstufen und
Derivaten (Yonekura-Sakakibara et al., 2008). Eine T-DNA-Insertionslinie der
putativen Glucosyltransferase zeigte eine verringerte Akkumulation von
Flavonol-Pentosid-Konjugaten. Anhand von in vitro Versuchen konnte gezeigt
werden, dass die betreffende Glucosyltransferase spezifisch fur Flavonol-
aglycone war und ausschlief3lich Arabinose als Substrat verwendete (Yonekura-
Sakakibara et al., 2008). Umgekehrt ist die genetische Variation mitunter der
Schlissel zu Identifikation unbekannter Metaboliten. Es wurde postuliert, dass
die meisten nicht annotierten Metaboliten eines Systems nur Unbekannte

innerhalb des Systems sind, aber keine unbekannten Strukturen als solche
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darstellen (Little et al., 2012). Basierend auf umfassenden Informationen zu den
physikochemischen Eigenschaften eines unbekannten Metaboliten sollen so
anhand chemischer Datenbanken Verbindungen annotiert werden kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, wie die Annotation
unbekannter  Schwefelverbindungen, welche eine  charakteristische
Akkumulation oder Reduktion fur eine genetische Variation zeigen gelingen
kann. Die y-Glutamyltransferase GGT4 ist bekannt fur ihre Funktion im Abbau
von Glutathionkonjugaten. Es wurde beschrieben, dass GGT4 verantwortlich fur
den initialen Schritt der vakuolaren Degradation der Konjugate durch
Abspaltung des y-Glutamylrests ist (Ohkama-Ohtsu et al., 2007b). Bereits in
friheren Studien wurden Mutanten von GGT4 verwendet um Glutathion-
konjugate und deren Metabolismus zu untersuchen (Blum et al.,, 2010;
Ohkama-Ohtsu et al., 2011). Dadurch konnte OPDA als Substrat der
Konjugation an Glutathion und der Transport des Konjugats in die Vakuole
identifiziert werden (Ohkama-Ohtsu et al., 2011). Die Kenntnis von endogenen
Glutathionkonjugaten und deren Funktion ist gering (siehe 1.1.3.1). Fur OPDA
wurde postuliert, dass die Konjugation der Entgiftung tGberschiissigen OPDAs
dient. Ahnliches wird fur die reaktiven Produkte der Fettsaureoxidation
angenommen (Cummins et al., 2003; Mueller et al., 2008). Diese Arbeit zeigte
anhand ungerichteter, metabolischer Analysen des Schwefelmetaboloms die
spezifische Akkumulation von sieben Kandidaten fir endogene Glutathion-
konjugate in ggt4 (Glaser et al., 2014) (Abbildung 2.32). Die jeweils
korrespondierenden Massen der Cysteinylkonjugate als deren Abbauprodukt
konnten dem gegenidber im Wildtyp gefunden werden. Die weitere
Charakterisierung der Kandidatenmassen ergab, dass zwei der Verbindungen
nachweislich eine y-Glutamylgruppe enthielten. Ein Kandidat konnte mittels
Fragmentierungsanalysen als Glutathionkonjugat einer CgH1104-Gruppe
identifiziert werden. Diese Daten stimmten mit dem fir Wirbeltiere
beschriebenen Dicarboxyethylglutathion tberein, welches durch Konjugation
von Malat gebildet wird (Tsuboi et al., 1990). Es ist bekannt, dass Dicarboxy-
ethylglutathion eine Rolle in der Blutgerinnung spielt und in die Aggregation der
Blutplattchen involviert ist (Tsuboi et al., 1993). Es ist mobglich, dass

Dicarboxyethylglutathion als Intermediat der Detoxifizierung reaktiver Aldehyde
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gebildet wird, welche bei der Oxidation von Fettsduren entstehen (Singh et al.,
2006).

GST

Glutathion /_, yECG ——CG ———C
I I I
X X X X

Abbildung 3.1 Einfluss des Funktionsverlusts von GGT4 auf den Abbau von Glutathionkonjugaten
Die y-Glutamyltransferase 4 (GGT4) ist eine Kernkomponente des Abbaus von Glutathionkonjugaten in
der Vakuole. Die Konjugation einer Substanz X an Glutathion wird in vielen Fallen, wie beispielsweise fur
Herbizide durch Glutathiontransferasen (GST) vermittelt. Reduzierte Prozesse oder Metaboliten werden im
Flussdiagramm rot dargestellt, Anreicherung griin. Der Funktionsverlust von GGT4 hat eine Hemmung der
Degradation von Glutathionkonjugaten (yYECG-X) zur Folge, welche dadurch akkumuliert werden. Das
Cysteinylglycinylkonjugat (CG-X) als Produkt der GGT4-Aktivitdét und das Cysteinkonjugat (C-X) als
sequentielles Abbauprodukt von CG-X durch vakuolare Carboxypeptidasen (CP) werden nicht mehr
gefunden.

Aldehyde, wie auch Zucker in ihrer Aldoseform, sind in tierischen und
pflanzlichen Systemen bekannt fir ihre Fahigkeit an Glutathion zu konjugieren.
In dieser Funktion agiert Glutathion auch im Glyoxylatzyklus (Sousa Silva et al.,
2013; Stewart et al., 2013). Die abgeleiteten, chemischen Zusammensetzungen
der konjugierten Gruppen der putativen Glutathionkonjugate stimmen vor-
wiegend mit kurzkettigen Carbonsauren, wie Malat Uberein. Ein weiterer
Kandidat mit der konjugierten Gruppe CgH1105 korreliert mit dem Konjugat
eines Glucosylrests. Diese Daten deuten darauf hin, dass die gefundenen
Glutathionkonjugate in Verbindung mit der Entgiftung redoxreaktiver
Substanzen des Zucker- und Fettsauremetabolismus stehen. Der Abbau zu
Cysteinylkonjugaten ist auf3erdem ein Hinweis dafir, dass die gefundenen,
putativen Glutathionkonjugate nicht zu Transportzwecken an Glutathion
gebunden wurden, sondern zur vakuoldren Degradation. GGT4 hat eine
endstandige Funktion im Metabolismus von Glutathionkonjugaten. Aufgrund der
hohen Substratspezifitat von GGT4 konnte hier eine Hypothese fur die
unbekannten Schwefelmetaboliten formuliert werden (Abbildung 3.1). So
konnten die Kandidaten zielgerichtet auf eine Identitdt als Glutathionkonjugat
untersucht werden. Allerdings ermdglicht die Analyse von ggt4 lediglich die
Identifikation von Glutathionkonjugaten, welche auch ein Substrat der
vakuolaren Degradation sind. Schwieriger ist die Charakterisierung von

unbekannten Metaboliten deren Substrate und Produkte nicht akkumulieren.
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Dadurch ist haufig eine relative Verkntpfung, wie sie fur ggt4 mit GSH- und
Cysteinylkonjugat zu finden war nicht méglich. In solchen Fallen bleiben die
bekannte Funktion des untersuchten Gens sowie seine beschriebenen
Substrate und Produkte die einzigen Anhaltspunkte zur Charakterisierung
unbekannter Verbindungen.

Trotz der guten Aufklarung des Schwefelmetabolismus konnten im Rahmen
dieser Arbeit durch Analysen des Schwefelmetaboloms einzelner Mutanten
spezifisch veranderte Metaboliten gefunden werden, welche zur Formulierung
von vier Hypothesen bezuglich der Verteilung und Umsetzung des assimilierten
Schwefels fuihrten (Abbildung 2.17).

- Reduzierte Schwefelassimilation flhrt zu geringerer Bereitstellung von
PAPS fur Sulfatierungsreaktionen (siehe 3.2.1)

- Geringe PAPS-Verfiigbarkeit kann zu einer Desulfatierung von Sulfo-
Verbindungen fihren (siehe 3.2.2)

- APK1 hat eine spezifische Funktion (siehe 3.2.3)

- In Arabidopsis gibt es nicht charakterisierte Glucosinolate und
Phytoalexine (siehe 3.2.4)

3.2.1 Reduzierte Schwefelassimilation flihrt zu geringerer Bereitstellung

von PAPS fur Sulfatierungsreaktionen

Schwefelmangel bewirkt in Pflanzen eine Beeintrachtigung des Wachstums und
der Vitalitat. Dies hat vor allem Bedeutung fur die Anzucht von Nutzpflanzen
deren Qualitat und Ertrag in Folge von Schwefelmangel gemindert wird (Blake-
Kalff et al., 1998; Zhao et al., 1999). Durch adaptive Mechanismen versucht die
Pflanze den Nahrstoffmangel durch Umverteilung zu kompensieren und die
Aufrechterhaltung des zentralen Metabolismus sicher zu stellen (Mugford et al.,
2011). Es wurde gezeigt, dass Schwefelmangel eine erhthte Expression der
Gene der primaren Schwefelassimilation induziert, insbesondere fir APR.
Demgegenuber wurde fur APKs eine verringerte Genaktivitdt gefunden
(Takahashi et al., 1997). Dies stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass die
Synthese von Glucosinolaten zur Einsparung von Schwefel reduziert wird (Hirai
und Saito 2004a; Maruyama-Nakashita et al., 2003). Die in dieser Arbeit
erhobenen Daten zeigten dahnliche Ergebnisse. Es konnte fir den

Funktionsverlust von ATPS1 eine reduzierte Abundanz einiger Glucosinolate
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gefunden werden, die als Folge von verringerter reduktiver Sulfatassimilation
gedeutet wurden (Abbildung 3.2).

S04

PAPS APS
Glucosinolate SO3

}
}

Cystein

!
|

Glutathion

Abbildung 3.2 Verénderter Schwefelfluss durch Funktionsverlust von ATPS1

Bei fehlender Aktivitat der ATP-Sulfurylase 1 (ATPS1) wurden reduzierte Gehalte von Glucosinolaten
beobachtet, wahrend die reduktive Sulfatassimilation mit der Bildung von Cystein und Glutathion
unbeeintrachtigt blieb. Im Flussschema werden die beeintrachtigten Komponenten und Reaktionen rot
hervorgehoben. Durch die Beeintrachtigung der Sulfatassimilation durch ATPS steht weniger APS zur
Verfugung. So wird der Fluss von APS vorwiegend in die Aufrechterhaltung des zentralen
Schwefelmetabolismus geleitet durch weitere Reduktion des Schwefels mittels APS-Reduktase (APR)
Uber Sulfit zu Cystein und Glutathion. Dadurch kann weniger APS durch die APS-Kinase (APK) zu PAPS
umgesetzt werden, welches zur Sulfatierung von Metaboliten des spezialisierten Schwefelmetabolismus
durch Sulfotransferasen (SOT) dient, wie den Glucosinolaten.

Es liegen keine Verédnderungen des Glutathiongehalts vor und daher wurde
angenommen, dass keine Beeintrachtigung des zentralen Schwefel-
metabolismus vorliegt. Dies wirde fir eine verringerte PAPS-Synthese in Folge
geringerer Sulfatverfigbarkeit sprechen und die dadurch induzierte Abnahme
sulfatierter Metaboliten zugunsten der Aufrechterhaltung des zentralen,
reduktiven Schwefelmetabolismus. Dem entgegen steht, dass gezeigt wurde
das ATPS1 eng mit der Glucosinolatbiosynthese verkntpft ist und daher der
Funktionsverlust einen direkten, hemmenden Effekt auf die Biosynthese von
Glucosinolaten als solche haben kdnnte (Yatusevich et al., 2010). ATPS1 ist vor
allem assoziiert mit aliphatischen Glucosinolaten. Die in den Daten gefundene

veranderte Abundanz ist aber nicht allein auf aliphatische Glucosinolate
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beschrankt und konnte auch fir Indolglucosinolate gefunden werden. Daher
wird angenommen, dass es sich tatsadchlich um ein Resultat verminderter
Sulfatassimilation handeln kann. Im Rahmen der Schwefelmetabolomanalysen
wurde allerdings haufig eine hohe Variabilitat der Glucosinolate beobachtet, die
nicht immer charakteristisch oder reproduzierbar war. So kann auch die
Induktion des Myrosinase-assoziierten Abbaus einzelner Glucosinolate, durch
Beschadigung der Keimlinge bei der Ernte, eine Ursache fir veranderte
Glucosinolatgehalte sein (Andreasson et al., 1999; Pontoppidan et al., 2005,
Pontoppidan et al., 2003). Fir diesen Fall ware allerdings zu erwarten, dass

Wildtyp und Mutanten in gleichem Mal3e betroffen waren.

3.2.2 Geringe PAPS-Verfugbarkeit kann zu einer Desulfatierung von

Sulfo-Verbindungen fuhren

Es ist bekannt, dass wichtige metabolische Bausteine wie Stickstoff oder
Schwefel remobilisiert und innerhalb der Pflanze neu verteilt werden, wie
beispeilweise bei Seneszenz (Hawkesford und Kok 2006). So wurde bereits
postuliert das Glucosinolate eine Quelle von remobilisierbarem Schwefel bei
Schwefelmangel sein konnen (Schnug und Haneklaus 1993). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde bei der Analyse von PAPS-defizienten Mutanten eine
Schwefelmasse gefunden, welche mit der desulfatierten Form eines
Hydroxyindolglucosinolats Ubereinstimmt. In der beschriebenen Biosynthese
von Glucosinolaten werden Alkyl-, Benzyl- und Indolmethyldesulfoglucosinolate
als Vorstufen gebildet, welche erst nach der Sulfatierung mittels PAPS, durch
anschlieBende Seitenkettenmodifikation Alkenyl-, Hydroxyalkyl- und S-Oxi-
Glucosinolate bilden (Abbildung 2.18) (Senderby et al., 2010). Demnach sollte
ein Hydroxyindoldesulfoglucosinolat keine akkumulierte Vorstufe sondern eher
ein Produkt einer Desulfatierung sein. PAPS erfullt in der Pflanze wichtige
Funktionen im Kontext der Regulation von Glucosinolaten und Hormonen, wie
Jasmonsaure und Brassinosteroid. Jasmonséaure und Brassinosteroid sind nicht
nur in die Regulation des Wachstums und der Entwicklung der Pflanze
involviert, sondern spielen auch eine Rolle bei Stress und Pathogenresistenz.
Hierbei werden die beiden Phytohormone durch Sulfatierung inaktiviert
(Matsubayashi und Sakagami 1996; Gidda et al., 2003; Amano et al., 2007;
Marsolais et al., 2007). So besteht die Mdoglichkeit, dass selektiv eine
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Umverteilung der Sulfatierung durch Remobilisierung von PAPS stattfinden
kann, da Glucosinolate beispielweise neben der akuten Pathogenabwehr keine
bekannte stationare Funktion in der Pflanze erfiillen. Zur Remobilisierung wére
eine Abspaltung des Sulfits erforderlich, welches durch die an einen
Elektronenakzeptor gebundene Aktivitdt der APR an ein Adenosin-Bisphosphat
zur Bereitstellung von PAPS gebunden werden konnte. Bei dieser Reaktion
liegt das Gleichgewicht allerdings stark auf der Seite der Substrate Sulfit und
Adenosin-Bisphosphat (Berendt et al., 1995) (Abbildung 3.3). Alternativ kann
das Sulfit auch in die zentrale Metabolisierung zu Cystein geleitet werden
(Abbildung 3.4).

Elektronenakzeptor Elektronenakzeptor
oxidiert reduziert

Adenosin-Bisphosphat Sulfit Phosphoadenosin-Phosphosulfat

Abbildung 3.3 Hypothetische Remobilisierung von PAPS durch APR-Aktivitat

Die APS-Reduktase (APR) kann in Abh&ngigkeit von einem Elektronenakzeptor reversibel die Freisetzung
und Ubertragung eines Sulfits an einem Phosphatrest katalysieren. Durch diese Reaktion besteht die
Maoglichkeit PAPS aus einem Adenosin-Bisphosphat und Sulfit zur regenerieren. Da PAPS eine aktivierte
Substanz zur Ubertragung eines Sulfatrests ist, liegt allerdings das Gleichgewicht stark auf der Seite des
Sulfits. Die Hauptreaktion der APR ist in der reduktiven Schwefelassimilation die Bildung von Sulfit durch
Reduktion von APS.

AulBerdem besteht die Moglichkeit der Remobilisierung von Sulfat durch
Hydrolyse, auch katalysiert durch Sulfatasen. Das hier freigesetzte Sulfat kann
schlie3lich wieder in den Weg der reduktiven Schwefelassimilation eintreten,
allerdings kann so kaum die mangelnde PAPS-Synthese durch die fehlende
Aktivitdt von APKs kompensiert werden. Derartige Reaktionen sind bislang nicht
beschrieben worden. Bereits friher wurde aber eine Remobilisierung von
Schwefel aus Glucosinolaten postuliert, allerdings durch die Aktivitat von
Thioglucosidasen und Myrosinase-assoziierten Loci, welche bei Schwefel-

mangel eine erhdhte Genaktivitat zeigen (Hirai et al., 2003). Ublicherweise wird
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bei Schwefelmangel des zentralen Metabolismus zunachst I6sliches Sulfat aus
der Vakuole sowie aus Glutathion mobilisiert (Blake-Kalff et al., 1998). Die
Remobilisierung von Schwefel aus Proteinen ist vor allem in Kontext mit

Seneszenz beschrieben (Hawkesford und Kok 2006).
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Abbildung 3.4 Desulfatierung von Glucosinolaten bei reduzierter PAPS-Verfluigbarkeit

Bei geringer Aktivitdt der APS-Kinasen (APK) wurde das Fehlen vor allem von Glucosinolaten und
anderen sulfatierten Metaboliten beobachtet. Da die Sulfatierung beispielweise in der Regulation von
Jasmonséaure und Brassinosteroiden eine regulatorische Rolle erfiillt wird erwartet das Mechanismen zur
Aufrechterhaltung der PAPS-Verfligbarkeit etabliert sind. Das Flussschema zeigt Moglichkeiten der
Remobilisierung von Sulfat und PAPS, wobei reduzierte Reaktionen und Produkte mit rot und erhdhter
Fluss und Akkumulation mit griin hervorgehoben sind. Die Bereitstellung von PAPS erfolgt in Pflanzen
allein durch die Aktivitat der APKs. Bei geringer PAPS-Verfluigbarkeit erfolgt eine reduzierte Sulfatierung
von Metaboliten durch Sulfotransferasen (SOT) und es kommt zu einer Anreicherung unsulfatierter
Vorstufen, wie den Desulfoglucosinolaten. AufBerdem konnen sulfatierte Verbindungen durch die
Freisetzung von Sulfat oder Sulfits desulfatiert werden. Sulfat kann erneut in die reduktive
Schwefelassimilation eintreten und durch ATP-Sulfurylasen (ATPS) zu APS umgesetzt werden. Durch die
geringe APK-Aktivitat konnen allerdings nur geringe Anteile von APS zu PAPS umgesetzt werden.
Alternativ kann Sulfit mit Adenosin-Bisphosphat erneut zu PAPS umgesetzt werden, wobei allerdings das
Reaktionsgleichgewicht auf der Seite des Sulfits liegt.

PAPS ist allerdings ein spezifisches Substrat des spezialisierten Metabolismus
und mag eigenen Kontrollmechanismen unterliegen. Beispielsweise ist die
Regulation der Glucosinolatbiosynthese eng verknipft mit der Sulfatassimilation
durch ATPS1 (Yatusevich et al., 2010). Bei PAPS-Defizienz konnte daher eine
erhohte Aktivitat von ATPS beobachtet werden, wodurch eine erhohte
Akkumulation reduzierter Schwefelverbindungen erfolgte (Mugford et al., 2011).
Es wurde aulRerdem gezeigt das Pflanzen ohne PAPS nicht lebensfahig sind
(Mugford et al., 2010). So ist PAPS fir die Pflanze hinreichend von Bedeutung,
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dass Mechanismen der Mobilisierung und Remobilisierung etabliert sein

kénnen.
3.2.3 APK1 hat eine spezifische Funktion

Die Enzyme des zentralen Schwefelmetabolismus in Arabidopsis liegen alle in
multigenen Familien mit drei bis vier Vertretern vor, mit Ausnahme von der
Sulfitreduktase und der Sulfidoxidase (Leustek et al., 2000; Kopriva 2006)
(Abbildung 1.2). Eine funktionale Redundanz innerhalb der Enzymfamilien
gewahrleistet eine Aufrechterhaltung essentieller Stoffwechselwege beim
Funktionsverlust einzelner Isoformen (Mugford et al.,, 2011). Dennoch ist
anzunehmen, dass einzelne Vertreter spezifische Funktionen haben. Die
Familie der APKs umfasst vier Enzyme, welche eine Ubereinstimmung in ihren
Aminosauresequenzen von 62-72 % zeigen. Drei der Isoformen sind im
Chloroplastenstroma lokalisiert und eine im Cytosol. Expressionsstudien
konnten zeigen, dass jede dieser Isoformen auflerdem ein charakteristisches
Expressionsmuster aufweist. So ist die Expression von APK2 beispielsweise
gegenuber den anderen Isoformen in der Wurzelspitze auf deren Zentrum
beschrankt und in Pollen sowie Epidermis- und Schliel3zellen nicht vorhanden.
Pflanzen, welche ausschliel3lich APK2 exprimieren, konnten nicht generiert
werden. Es wurde postuliert, dass aufgrund der fehlenden Expression in Pollen
APK2 alleine keine lebensféahigen Pflanzen hervorbringen kann (Mugford et al.,
2009). APK1 wurde bislang als die APK mit der Hauptaktivitat beschrieben, da
APK1 alleine in der Lage ist die fehlende Aktivitat der Ubrigen Isoformen
metabolisch zu kompensieren (Mugford et al., 2010). Im Rahmen dieser Arbeit
konnten allerdings Schwefelmetaboliten erfasst werden, die in Abhangigkeit von
APK1-Aktivitdt gegenuber dem Wildtyp in der Abundanz variierten. Diese
Metaboliten konnten nicht, wie die Desulfoglucosinolate als direktes Ziel einer
Sulfatierung identifiziert werden, da keine korrespondierenden Desulfo-Massen
im Wildtypspektrum gefunden werden konnten. Basierend auf der bekannten
Funktion von APK1 wurde angenommen, dass diese Schwefelmetaboliten
entweder ein Substrat fir APK1 oder ein Ziel der Sulfatierung sind. Wie fir die
meisten Enzyme zutreffend, sind die Bindedoménen fiir ein Substrat fahig auch
dem Hauptsubstrat ahnliche Strukturen zu binden. So kénnen APKs

mutmalllich nicht ausschlie3lich APS binden sondern auch analoge
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Verbindungen, welche die strukturellen Kriterien fur die Interaktion mit den
Bindestellen des Enzyms erfullen. Allerdings ist es wahrscheinlich, dass
aufgrund von hinreichender Spezifitat und einer Ublicherweise hohen PAPS-
Verfligbarkeit putative, andere Substrate nicht ins Gewicht fallen. Bislang
wurden derartige Analoga zu PAPS nicht beschrieben. Durch die fehlende APK
Aktivitat konnen PAPS sowie andere putative Substrate nicht umgesetzt werden
und akkumulieren. Alle der APK1-spezifisch akkumulierten Massen kdnnten,
basierend auf ihrer Summenformel, geeignete Substrate zur Sulfatierung
darstellen. Zwei der betreffenden Substanzen koénnten sogar eine
Sulfophospho-Gruppe enthalten wie sie in APS vorliegt. Bereits in Mugford et
al. (2009 und 2010) wurde eine putative, eigenstandige Rolle von APK1
angenommen. Hier wurde postuliert das APK1 mdglicherweise in der Lage sei
einen spezifischen Pool von PAPS bereit zu stellen, welcher selektiv fur die
Sulfatierung spezifischer Substanzen zur Verfigung steht, wie beispielweise
Jasmonsaure. Allerdings wurden die korrespondierenden, sulfatierten
Metaboliten in dieser Arbeit nicht detektiert. So muss davon ausgegangen
werden, dass diese sulfatierten Metaboliten nicht akkumulieren und nur ein
intermediares Produkt darstellen. Bislang ist wenig Uber die Verteilung von
PAPS innerhalb der Zelle bekannt. Die Speicher von PAPS, welche durch die
plastidaren und cytosolische APK generiert werden kdénnen durch Transporter
zwischen den Kompartimenten ausgetauscht werden (Mugford et al., 2009;
Mugford et al., 2010; Gigolashvili et al., 2012). Charakteristische Funktionen der
verschiedenen PAPS-Speicher konnten bislang nicht beobachtet werden.
AulRerdem bleibt die Funktion von PAPS im Plastiden ungeklart, da dort keine
bekannten PAPS-konsumierenden Enzyme aktiv sind (Klein und Papenbrock
2004; Kopriva et al., 2012). Die Unterschiede, welche Mugford et al. (2009 und
2010) im Kontext mit der Sulfatierung von Jasmonsaure dargestellt haben lagen
im Rahmen einer Anderung um etwa 10 % und konnten in den Daten dieser
Arbeit nicht gefunden werden. Gleiches gilt fur die verdnderten Gehalte von
Cystein und GSH (Mugford et al., 2011). Die Daten von Mugford et al. (2009,
2010 und 2011) wurden durch Analyse von finf Wochen alten Pflanzen
generiert. So ist die Vergleichbarkeit mit den Daten dieser Arbeit
moglicherweise nicht gegeben. In dieser Arbeit wurden zwei Wochen alte

Keimlinge verwendet, welche sich noch in friihen Phasen der Entwicklung und
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des Wachstums befinden. Es ist beschrieben, dass die Schwefelassimilation
durch ATPS in jungen Geweben deutlich hoher ist als in alten (Rotte und
Leustek 2000). Es ist mdglich, dass die von Mugford et al. (2009, 2010 und
2011) beobachteten Unterschiede in jingeren Geweben durch den hohen Fluss
in der Schwefelassimilation nicht determiniert werden kdénnen. Wenngleich die
Daten des Jasmonsauremetabolismus und die Abundanz von GSH in dieser
Arbeit nicht mit den Daten von Mugford et al. (2009, 2010 und 2011)
Ubereinstimmen, férdern dennoch beide Studien die gleiche Hypothese der
Alleinstellung von APK1 und der potentiellen spezifischen Funktion in Bezug auf
die Verteilung von PAPS innerhalb der Zelle.

3.2.4 In Arabidopsis gibt es nicht charakterisierte Glucosinolate und

Phytoalexine

Aktuell sind 132 Strukturen natirlich vorkommender Glucosinolate in Pflanzen
beschrieben und wenigsten 14 weitere postuliert (Fahey et al., 2001; Agerbirk
und Olsen 2012). Durch die Diversitat der von Pflanzen synthetisierten,
spezialisierten Metaboliten ist das Potential zur Entdeckung neuer
Verbindungen grof3, gerade im Bereich der Glucosinolate und der mit der
Pathogenabwehr-assoziierten Substanzen (Kliebenstein et al., 2001b). So
wurden innerhalb der vergangenen 15 Jahre 26 neue Glucosinolate in der
Familie der Brassicaceaen beschrieben (Fahey et al., 2001; Agerbirk und Olsen
2012). Die Vielfalt von Glucosinolaten generiert ein breites Spektrum der
Pathogenabwehr, welches mitunter spezifische Wirksamkeit gegenuber
einzelnen Fral3feinden zeigt (Schranz et al., 2009). Neben den Glucosinolaten
sind aulBerdem weitere schwefelhaltige Verbindungen mit der Pathogenabwehr
verknupft, wie beispielsweise Camalexin und Alliin (Bednarek 2012) (Abbildung
1.7). In dieser Arbeit wurden insgesamt funf Kandidaten fur Glucosinolate
beschrieben, welche ein charakteristisches Abundanzverhalten in den
Okotypen Col-0 und Ler-0 zeigten. Die gefundenen Verbindungen verkntipfen
den Glucosinolatkern mit einer Butyl-, Hexyl-, Heptyl und Nonylgruppe. Butyl-,
Hexyl- und Methylpentylglucosinolate sind bereits bekannte Verbindungen,
allerdings nicht im Kontext mit Arabidopsis (Fahey et al., 2001) (Abbildung 3.5).
Des Weiteren wurden auch Isohexyl- und Isoheptyl-Glucosinolate in Meerrettich

postuliert, allerdings wurde der endgultige, strukturelle Nachweis flr diese

126



DISKUSSION

Verbindungen nicht gefuhrt (Grob und Matile 1980). Isomere Kandidaten fir ein
Nonylglucosinolat sind bisher unbekannt. Diese beschriebenen Verbindungen
wirden in der Glucosinolatbiosynthese als Derivate von Alanin, Valin oder
Isoleucin gebildet werden. Die aliphatischen Glucosinolate, welche bislang in
Arabidopsis nachgewiesen wurden, werden aus Methionin als Vorstufe
synthetisiert (Fahey et al., 2001).
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Abbildung 3.5 Kandidaten fir Glucosinolate in Arabidopsis
Die Kandidaten Butylglucosinolat (a), Hexylglucosinolat (b), Methylpentylglucosinolat (c),
Isohexylglucosinolat (d) und Isoheptylglucosinolat (e) korrelieren mit spezifisch veranderten
Schwefelmassen in den Arabidopsis Okotypen Col-0 und Ler-0.

Dartiber hinaus konnte eine Verbindung detektiert werden, welche mit der
chemischen Komposition eines Hydroxyhexylglucosinolats Ubereinstimmen

wirde. Auch diese Verbindung ist bislang unbekannt. Von diesen
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Schwefelmetaboliten die als putative Glucosinolate charakterisiert wurden, ist
das Butylglucosinolat verstarkt in Ler-0 zu finden. Die Ubrigen Kandidaten
zeigten in Ler-0 nur sehr geringe Abundanz dem gegeniber aber deutliche
Prasenz in Col-0 (Abbildung 2.20). So ist es nicht auszuschliel3en, dass hier ein
verantwortlicher Genort natirlicher Variabilitit der Okotypen unterliegt. Der
Locus GS-Elong, welcher fir die zyklische Kettenverlangerung der
Aminosauren verantwortlich ist, ist einer von funf bekannten naturlichen
Varianten im Glucosinolatmetabolismus von Arabidopsis. Es wurde gezeigt,
dass in abhangig von GS-Elong der Okotyp Ler-0 charakteristischerweise Cy-
Einheiten und Col-0 Cs-Einheiten synthetisiert (Kroymann et al., 2003). Dies
wirde zu der Akkumulation von Hexyl-, Hydroxyhexyl- und Nonylglucosinolat in
Col-0 sowie von Butylglucosinolat in Ler-O passen und die Hypothese der

neuen Glucosinolate untermauern.

S04

soT

Sulfo-Phytoalexine <——— PAPS ~————— APS

cve

Aminosdure === =--~-~- » Desulfoglucosinolate Glucosinolate  SO3
S
\ |
Camalexin |

Cystein

|
|

Glutathion

Abbildung 3.6 Synthese von Metaboliten der Pathogenabwehr in Arabidopsis

Bei Fehlen von Indolglucosinolaten und Camalexin wurde die Akkumulation einer sulfatierten Verbindung
beobachtet, die mit bekannten Resveratrolglucosiden korreliert. Reduzierte Metaboliten und Reaktionen
sind im Flussschema rot, akkumulierte Metaboliten griin hervorgehoben. Durch die Hemmung der
Synthese der Glucosinolate und von Camalexin durch den Aktivitatsverlust von Zytochrom P450-Enzymen
(CYP) ist der Gehalt an wichtigen, in der Pathogenabwehr involvierten Metaboliten reduziert und der
Verbrauch von PAPS fir deren Sulfatierung durch Sulfotransferasen (SOT) gering. Zur Kompensation des
Mangels an Abwehrmetaboliten, werden alternative, sulfatierte Phytoalexine wie das Resveratrolglucosid
akkumuliert. Hierbei kann der Reduzierte PAPS-Fluss in Glucosinolate als Sensor dienen.

Neben den Kandidaten fur bislang nicht beschriebene Glucosinolate in

Arabidopsis wurde in Mutanten deren Indolglucosinolatbiosynthese inhibiert ist

128



DISKUSSION

die Akkumulation eines putativen Phytoalexins gefunden. Phytoalexine sind als
niedermolekulare, antimikrobielle Substanzen charakterisiert, welche in
Pflanzen in Folge von Stress gebildet werden (Ahuja et al., 2012). Diese
Substanzen sind nicht durch eine Strukturhomologie verknipft und sind haufig
charakteristisch fur eine Pflanzenspezies (Glawischnig 2007). Das bekannteste
Phytoalexin in Arabidopsis ist Camalexin, welches wie die Indolglucosinolate
ein Derivat von Indolacetaldoxim ist (Abbildung 2.49). In den untersuchten
Mutanten ist auch die Biosynthese von Camalexin unterbrochen, wodurch die
Akkumulation eines alternativen Phytoalexins induziert sein konnte (Abbildung
3.6). Resveratrol ist ein Phytoalexin, welches vor allem durch sein Vorkommen
in Wein bekannt ist. Das Polyphenol mit antioxidativer Wirkung wurde schon in
der traditionellen, chinesischen Medizin angewendet und wird in Verbindung mit
der Pravention von GefalRerkrankungen und Krebs assoziiert (Tang et al.,
2014). Resveratrol wird haufig in Form von Glukosederivaten gefunden (Khater
et al., 2012).
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Abbildung 3.7 Fragmentierung eines Resveratrol-O-Glucosids

Die Fragmentierung des Resveratrolglucosids mit der nominalen Masse 389 zeigt ein Hauptfragment bei
227 m/z, welches der Masse von Resveratrol entspricht. Das abgespaltene Fragment von 162 stimmt mit
dem Rest einer Deoxyglucose uberein. Die relative Intensitat ist bezogen auf das Hauptfragment 227,
welches mit einem Wert von 100 dargestellt ist.

Nach den Ergebnissen von Plssa et al., 2006.

Die im Rahmen dieser Arbeit detektierte Schwefelverbindung korreliert mit der
chemischen Zusammensetzung bekannter, sulfatierter Resveratrolglucoside.
Diese Annahme konnte mittels Fragmentierungsanalysen der Verbindung
gestarkt werden (Abbildung 2.48). Allerdings wurden bislang fur Arabidopsis
weder Resveratrol noch seine Derivate beschrieben und auch kein homologes
Enzym zur Resveratrolsynthase charakterisiert. Dartber hinaus wurde in
Fragmentierungsanalysen von Resveratrolglucosiden die Abspaltung des

Glucosylrests gezeigt, welche nicht mit der Fragmentierung in dieser Arbeit
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Ubereinstimmt (Pussa et al., 2006) (Abbildung 3.7). So bleibt fragwirdig ob es
sich bei der gefundenen Schwefelverbindung tatsachlich um ein sulfatiertes

Resveratrolglucosid handeln kann.
3.3 Das Schwefelmetabolom von Arabidopsis thaliana

Das Metabolom von Arabidopsis ist als Gesamtheit der durch die Pflanze
synthetisierten Verbindungen zu betrachten. Es wird angenommen, dass das
Arabidopsis-Metabolom etwa 5000 Verbindungen umfasst, von denen etwa
3000 experimentell detektiert werden konnten (Bino et al., 2004; Matsuda et al.,
2010; Afendi et al., 2012) (Abbildung 3.8). Nicht alle dieser Substanzen sind
bislang eindeutig identifiziert worden. Durch die vollstdndige Sequenzierung des
Arabidopsis-Genoms sind die Zusammenhénge der Stoffwechselwege auf der
Ebene von Genom und dessen Expression gut erforscht, dennoch mangelt es
haufig an der Aufklarung des metabolischen Kontexts (Hirai et al., 2004b).
Bislang wurde das Schwefelmetabolom von Arabidopsis thaliana basierend auf
den aufgeklarten Stoffwechselwegen der reduktiven Sulfatassimilation sowie
den Wegen der resultierenden Produkte beschrieben (Abbildung 1.2). Die
bekannten Metaboliten konnen Datenbanken wie MetaCyc und KNApSAcK
entnommen werden. Unter 3000 beschriebenen Metaboliten sind rund 450
schwefelhaltige Verbindungen, das entspricht 15 % aller Arabidopsis-
assoziierten Metaboliten. Die Anzahl von experimentell nachgewiesenen
Schwefelmetaboliten in Arabidopsis, die im Rahmen dieser Arbeit anhand von
Datenbanken ermittelt werden konnten umfasst 436 Verbindungen. Darunter
sind auch Intermediate des Stoffwechsels, Abbauprodukte und Substrate sowie
Substanzen die spezifisch fur die Entwicklung oder die Anpassung an biotische
und abiotische Umwelteinflisse sind, welche nur bedingt miteinander
koexistieren (Fiehn et al.,, 2000; Hall et al., 2002; Goda et al., 2008). Die
schwefelhaltigen Verbindungen sind grundsatzlich in niedermolekulare
Metaboliten und Proteine zu unterscheiden, wobei der proteingebundene
Schwefel einen Anteil von wenigstens 20 % des Gesamtschwefels ausmacht
(Jander und Joshi 2009).

In den durchgefuhrten Metabolomstudien dieser Arbeit wurde mittels massen-
spektrometrischer Analyse bestimmt, dass etwa 3,6 % der simultan detektierten

Massen schwefelhaltig sind. Die hier analysierten Massen sind ausschlief3lich
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verknupft mit niedermolekularen Metaboliten von 100 bis 1000 amu. Der Antell
von 3,6 % umfasst alle im Spektrum verifizierten Schwefelmassen. Diese
Schwefelmassen kénnen als Anteil schwefelhaltiger Massen erachtet werden,
welche stabile Endprodukte biologischer Prozesse sind und miteinander
koexistieren kdnnen. Diese Massen enthalten Isomere und Addukte und sind
bei negativer lonisierung detektierbar. Der Anteil singularer, chemischer
Kompositionen wurde durch die Annotation chemischer Summenformeln und
Bertcksichtigung von Addukten der lonisierung bestimmt und betragt etwa
1,2 %. Die Analysen zeigten eine grofRe Diskrepanz zwischen detektierbaren
Schwefelverbindungen und solchen die bekannt waren. So konnten lediglich
20-30 % der gefundenen Schwefelmetaboliten aus den Analysen bei positiver
und negativer lonisierung der Extrakte annotiert werden. Unter der Annahme,
dass sich die Ergebnisse dieser Arbeit auf alle Metabolitklassen ubertragen
lieBen, wéare mit einem vielfachgroReren Metabolom von Arabidopsis zu
rechnen als es bislang postuliert wurde. Verschiedene metabolische Studien mit
Arabidopsis haben gezeigt, dass mit hochaufldésenden, massenspektrometri-
schen Methoden Uber 1500 einzigartige Verbindungen innerhalb einer
einzelnen Analyse detektiert werden kénnen (Roepenack-Lahaye et al., 2004;
Giavalisco et al.,, 2011). Alle bislang durchgefiihrten Analysen zum
Schwefelmetabolom in Pflanzen haben sich die Markierung mit stabilen
Isotopen zur Selektion der Metaboliten zu Nutze gemacht (Hsieh et al., 2012;
Giavalisco et al.,, 2011; Glaser et al., 2014). Die Stabilisotopen-gestitzte
Analyse von Proteinen und Metaboliten ist fir viele Organismen etabliert
worden. Durch Beobachtung der Metabolisierung einzelner isotopenmarkierter
Substrate wurden Stoffwechselwege wie der Calvin-Benson-Zyklus und der
Entner-Dourdoroff-Weg aufgeklart (Calvin und Benson 1948; Entner und
Dourdoroff 1952). Heute wird Isotopenmarkierung zunehmend in ungerichteten
Metabolomanalysen zur Analyse globaler Einflisse von Genfunktionen und
enzymatischer Interaktionen auf das Metabolitprofil und den Metabolitumsatz
eingesetzt (Huang et al., 2014; Nakayama et al., 2014). Derartige Analysen
zeigen, dass eine Vielzahl der gefundenen Metaboliten nicht annotiert ist.
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Abbildung 3.8 Das Metabolom von Arabidopsis thaliana

Es wird angenommen, dass das Metabolom von Arabidopsis etwa 5000 Metaboliten (hellgrau) umfasst,
von denen bislang lediglich 3000 Verbindungen (dunkelgrau) beschrieben wurden und in Datenbanken
erfasst sind. Das Schwefelmetabolom, wie es aus den Datenbanken abzuleiten ist wird durch etwa 450
Verbindungen (gelb) reprasentiert. In den Metabolomstudien dieser Arbeit konnten rund 200
Schwefelmetaboliten (rot) detektiert und charakterisiert werden. Darunter wurden nur 31 bekannte
Metaboliten (griin) gefunden.

Hsieh et al. (2011) zeigte die Etablierung der isotopen Schwefelmarkierung und
ihre Anwendbarkeit am Beispiel von GSH, GSSG und Methionin. Giavalisco et
al. (2011) haben schlieR3lich unter Verwendung von multipler Markierung mit
den stabilen Isotopen **C, *N und **S 1203 singuldre Metabolitkompositionen
in polaren Extrakten von Arabidopsis-Keimlingen detektiert. Darunter konnten
114 als Schwefelverbindungen identifiziert werden, von denen 40 mit
bekannten, nicht isomeren Schwefelmetaboliten in Arabidopsis annotiert
werden konnten. Im Vergleich dazu konnten im Rahmen dieser Arbeit 201
verschiedene Schwefelverbindungen durch DI-ICR-FT/MS-Analyse ermittelt
und charakterisiert werden (Glaser et al.,, 2014). Hierbei konnten 36
Schwefelmetaboliten Arabidopsis-assoziierten Schwefelverbindungen zugeord-
net werden. Fir die gefundenen, annotierten Metaboliten der beiden Studien
kann eine Uberlappung von 16 Schwefelverbindungen festgestellt werden. Die

Ursache fur die unterschiedlichen, gefunden Metaboliten in dieser Arbeit und
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Giavalisco et al. (2011) ist im Detail der Analysen zu suchen, da hohe
Auflésung und hohe Sensitivitdt auch eine hohe Unterscheidbarkeit der
Probenherkunft und Anzucht generieren. Die angewendeten Parameter der
Analysen sind im Vergleich in Tabelle 3.1 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass die
maf3geblichen Unterschiede dieser Arbeit und der Studie von Giavalisco et al.
(2011) in den Anzuchtbedingungen, der Extraktion und der chromato-
graphischen Trennung zu finden sind. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
wurde, war die Abhangigkeit der Metabolitextraktion von unterschiedlichen
Losungsmittelgemischen aus Wasser und Methanol gering. Demgegentuber war
die Methode der Extraktion ausschlaggebend fir die Extraktionseffizienz der
Testmetaboliten (siehe 2.2). Da die verwendeten Extraktionsmethoden der
Studien ahnlich waren wird nicht angenommen, dass die deutliche Variabilitat
der gefundenen Metaboliten auf die Extraktion selbst zurtickzufiihren ist. Die
chromatographische Trennung, wie sie in Giavalisco et al. (2011) verwendet
wurde steht der Moglichkeit der Anreicherung der lonen mittels DI-ICR-FT/MS
gegenuber. Der Vorteil der Trennung ist die Ausdiinnung der Matrix und somit
eine Verringerung des Potentials flr lonensuppression und Interferenz (Ohta et
al., 2010). Der Nachteil ist der durch die Trennung vorgegebene Fluss der
fraktionierten Probe, welcher nur eine geringe Anzahl von Aufnahmen des
Spektrums jeder Fraktion zuléasst. Durch die Anreicherung der lonen in der DI-
ICR-FT/MS konnen vor allem die Massen mit geringer Abundanz mit héherer
Wahrscheinlichkeit detektiert werden (Payne et al., 2009). Die analytische
Methode ist daher eine mogliche Quelle fur die beobachtete Varianz der
gefundenen Schwefelmetaboliten. AuRerdem besteht die Mdglichkeit, dass der
Unterschied des Metabolitspektrums spezifisch fur die gewahlten Anzucht-
bedingungen ist. Es ist naheliegend, dass der Metabolismus in Pflanzen,
welche unter Dauerlicht angezogen wurden wie in dieser Arbeit, unterschiedlich
ist zu Pflanzen bei Langtagbedingungen wie in Giavalisco et al. (2011). Es ist
bekannt, dass der Lichtzyklus die physiologischen Prozesse der Pflanzen
beeinflusst (Staiger 2002). Diese endogene, biochemische Oszillation wird als
circadiane Rhythmik beschrieben, welche unter anderem im Schwefel-
metabolismus Einfluss auf die Kontrolle von SULTR, APR und SAT nimmt
(Harmer et al., 2000) (Abbildung 1.2). So ist es wahrscheinlich, dass die

unterschiedlichen Anzuchtbedingungen der beiden Studien den grof3ten

133



DISKUSSION

Einfluss auf die tatsachliche Metabolitzusammensetzung der untersuchten

Pflanzen haben.

Licht
Wasser ‘ Nahrstoffe

\

Wachstumsperiode

Pathogene

Hebivoren Xenobiotika
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Genexpfession

Extraktionsmethode == <== Extraktionsmittel
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Abbildung 3.9 Einflisse auf das Metabolom und dessen Analyse

Biotische und abiotische Effektoren beeinflussen den Stoffwechsel von Pflanzen. Die Pflanze adaptiert
sich an ihre Umweltbedingungen durch Regulation ihrer Genexpression, welche unmittelbar Einfluss auf
den Metabolismus der Pflanze hat. So ist das Metabolom charakteristisch fiir die gegenwartigen Umwelt-
bedingungen. Die Selektivitdt von Extraktionsmittel und Extraktionsmethode sind verantwortlich fir die
Metabolitzusammensetzung im Extrakt des Pflanzenmaterials. Die anschlieBende Detektion der
Metaboliten ist eng verkniipft mit Art, Auflésung und Sensitivitét der verwendeten analytischen Methode.

Durch den Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit denen von Giavalisco et
al. (2011) wird deutlich wie eingeschrankt die Vergleichbarkeit von Metabolom-
analysen sein kann und wie hoch die Variabilitdt des Metaboloms in Bezug auf
Anderung der Umweltbedingungen ist. Um die Vergleichbarkeit und die
Annotationsleistung in metabolischen Studien zu erhéhen wurde durch mehrere
Metabolomics-assoziierte  Arbeitsgruppen ein Arabidopsis Metabolomics
Consortium gebildet (Quanbeck et al., 2012). Ziel des Konsortiums ist die
systematische Erfassung und Charakterisierung des Metaboloms von
Arabidopsis-T-DNA-Insertionslinien  durch standardisierte  Anzucht- und
Extraktionsbedingungen sowie die Anwendung unterschiedlicher analytischer
Methoden. Hierdurch konnten bislang etwa 2000 unterschiedliche Metaboliten
in Arabidopsis detektiert werden, von denen etwa 1000 Metaboliten eindeutig

identifiziert werden konnten (Bais et al., 2012). Dies verdeutlicht zum einen,

134



DISKUSSION

dass Metabolomanalysen immer eine Momentaufnahme eines sich im Fluss
befindlichen Systems sind, welches durch Alter, Anzucht, Ernte und Extraktion
beeinflusst werden kann und zum anderen, dass das Metabolom immer noch
eine grol3e Unbekannte darstellt. So sind, um ein Metabolom vollstandig zu
beschreiben, nicht nur multiple, parallele Extraktions- und Analysemethoden
notig, sondern dariber hinaus auch unterschiedliche Entwicklungsstadien des
Probenmaterials sowie die Exposition von unterschiedlichen Umwelt-
bedingungen und Stressoren, um nur einige Beispiele zu nennen (Abbildung
3.9).

Die Metabolomanalyse, wie sie in dieser Arbeit etabliert wurde ist eine wichtige
Grundlage fur die Erforschung metabolischer Zusammenhéange. Die erhoben
Daten ermdglichen ein tiefergehendes Verstéandnis des Schwefelmetaboloms
von Arabidopsis und die Charakterisierung bislang unbekannter Verbindungen,
welche die Aufklarung metabolischer Verknipfungen und neuer Stoffwechsel-
wege fordern werden. So ist eine eindeutige Charakterisierung von
Stoffwechselwegen und Genfunktionen entkoppelt von den unterliegenden

metabolischen Prozessen nicht mehr denkbar.
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Tabelle 3.1 Vergleich unterschiedlicher Schwefelmetabolomstudien polarer Metaboliten

Glaser et al., (2014)

Giavalisco et al., (2011)

Hsieh et al., (2011)

MS-Methode

Methode der lonisierung

Chromatographische Trennung

Injektionsfluss

Detektionsbreite des

Massenspektrums

Messzeit

Ldsungsmittel zur Extraktion

Probenvolumen
Extrahiertes Material

Analysiertes Probenvolumen

Anzuchtmedium

Schwefelgehalt

Kultivierungszeitraum (Tage)

Kultivierungsbedingungen

Dauer der Stratifizierung
Annotationstoleranz

lonisierung der Metaboliten

DI-ICR-FT/MS

ESI

2 pl/min
100-1000 m/z

5 min/250 Scans

70 % MeOH;
1% FA

500 pl

100 mg

0,4 pl/250 Scans
0,5-fach M-S

Agar-basiert
375 uM

14

Dauerlicht

(70 pmol m2s™)

24 h
0,5 ppm

negativ/positiv

UPLC-FT-MS/MS

ESI

reverse Phase

H,O/ACN; 0,1 % FA

400 pl/min
100-1500 m/z

17 min

35 % MeOH

100 pl

100 mg

2ul

0,5-fach M-S
Agar-basiert
250 uM

14
16h/8h

Licht/Dunkelheit
(40 umol m?s™)
72 h

7 ppm

negativ/positiv

LC-MS/MS

ESI

reverse Phase

H,O/ACN; 0,1 % FA

250 pl/min

6 min
10 % MeOH,;
0,1 % PCA

560 pl

110 mg

0,5-fach M-S
hydroponisch
980 uM

21

16h/8h
Licht/Dunkelheit
(95 umol m? s™)

48 h

positiv
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Materialien
4.1.1 Chemikalien und Losungsmittel

Soweit nicht anders angegeben wurden Chemikalien und L&sungsmittel von
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Munchen) bezogen. Der analytische Standard
von Glucobrassicin  stammt von  AppliChem GmbH (Darmstadt).
Benzylglucosinolat  wurde freundlicherweise von Erich  Glawischnig
(TU Munchen, Genetik, Freising) zur Verfugung gestellt. Der isotope Schwefel
35g wurde von Isoflex (San Francisco, USA) erworben. Die Makrosalze zur
Herstellung der Nahrmedien lieferte Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe). Methanol in HPLC Analysequalitat wurde von J. T. Baker (Avantor

Performance Materials B.V., Deventer, Niederlande) bezogen.
4.1.2 Enzyme und GroRRenstandards zur Analyse von Nukleinséuren

Enzyme, Enzympuffer und GréRenstandards wurden, soweit nicht anders
angegeben von Fermentas (Fisher Scientific Germany GmbH, Schwerte)
verwendet. Die GoTag-DNA-Polymerase wurde von Promega GmbH
(Mannheim) bezogen und die Kapa3G Plant DNA-Polymerase von PEQLAB
Biotechnologie GmbH (Erlangen). Die gereinigte Pferde-y-Glutamyltransferase

konnte bei Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen) erworben werden.
4.1.3 Oligonukleotide

Alle eingesetzten Oligonukleotide wurden von MWG Eurofins (Ebersberg)
synthetisiert. Die Oligonukleotide wurden in sterilem Wasser geldst und auf eine
Konzentration von 100 uM eingestellt. Die Lagerung der Oligonukleotide
erfolgte bei -20 °C. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Anhang 8.2

gelistet.
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4.1.4 Gerate
Tabelle 4.1 Verwendete Geréte
Gerat Modell Hersteller
Elektrophorese-Netzteil E844 Consort
ICR-FT/MS SolariX Bruker Daltonics
Massenspektrometer
ESI Quelle Apollo 1l Bruker Daltonics
Magnet 12T Magnex scientific
supraleitender Magnet
Leitfahigkeit FE30 Mettler-Toledo
PCR-Cycle T-Gradient Biometra
pH-Meter pH 526 WTW
Photometer Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech
Rundschdttler RC-406 Infors HT
Thermomixer Thermomixer comfort  Eppendort
Ultraschall Sonoplus HD2070 Bandelin
Vortex MS1 Minishaker IKA
Waagen BP 3100 S Sartorius
A 200 S Sartorius
Zentrifugen E5424 Eppendorf
E5424R Eppendorf
Geldoc UV System UV 312 nm Bachhofer
Doc-It UvP
P91D Mitsubishi

4.1.5 Pflanzenmaterial

Soweit nicht anders angegeben wurden alle verwendeten Pflanzenlinien vom
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC, Loughborough, UK) erworben.

Linien anderer Herkunft wurden freundlicherweise von S. Kopriva (SK,
Universitat Koln, Botanisches Institut) und E. Glaswischnig (EG, TU Minchen,
Genetik, Freising) zur Verflugung gestellt oder waren Lehrstuhl-interne
Kreuzungen von R. Blum (RB, TU Minchen, Botanik, Freising). Die verwendete
Zellkulturlinie vom Arabidopsis-Okotyp Columbia (Col-0) wurden am Lehrstuhl

fur Botanik der TU Minchen eigens etabliert. Alle T-DNA-Insertionslinien
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wurden mittels PCR auf die Anwesenheit der Insertion getestet und homozygot

selektiert. Die dazu verwendeten Oligonukleotide sind in Anhang 8.2 aufgefinhrt.

Tabelle 4.2 Verwendete Pflanzenlinien

Quelle
Linie Okotyp Locus Bezeichnung (Bestellnummer) Literaturverweis
apk1 Col-0 AT2G14750  Salk_053427C NASC (N662489)  (Mugford et al., 2009)
apk2 Col-0 AT4G39940  Salk_093072C NASC (N656766)  (Mugford et al., 2009)
apk3 Col-0 AT3G03900 Salk_115182C NASC (N668895)  (Mugford et al., 2009)
apk4 Col-0 AT5G67520 Salk_035815C NASC (N682222)  (Mugford et al., 2009)
apk1x Col-0 AT2G14750 Salk_053427C SK (Mugford et al., 2010)
apk2 AT4G39940 Salk_093072C
apk1x Col-0 AT2G14750 Salk_053427C SK (Mugford et al., 2010)
apk4 AT5G67520 Salk_035815C
aprl Col-0 AT4G04610 GK-460B02 NASC (N393609)  (Kopriva et al., 2009)
apr2 Col-0 AT1G62180 GK-108G02 NASC (N305938)  (Loudet et al., 2007)
atpsl Col-0 AT3G22890 GK-850C05 NASC (N766650)  (Liang et al., 2010)
atps2 Col-0 AT1G19920 Sail_775_D12 NASC (N834661)
cyp79B2x WS AT4G39950 EG (Zhao et al., 2002)
cyp79B3 AT2G22330
gatl Ler-0 AT4G39640 SGT6375 NASC (N100370)  (Ohkama-Ohtsu et al., 2007a)
ggt2 Col-0 AT4G39650 Salk_147881 NASC (N647881)  (Ohkama-Ohtsu et al., 2007a)
ggt4-1 Ler-0 AT4G29210 GT_5_57895 NASC (N161036) (Ohkama-Ohtsu et al., 2007b)
ggt4-2 Col-0 AT4G29210 GK-631A04.01 NASC (N326107)
APCS Col-0 AT5G44070 RB (Blum et al., 2007)
AT1G03980
APCSx Col-0 AT5G44070 RB
gatl Ler-0 AT1G03980
AT4G39640
APCSx Col-0 AT5G44070 RB (Blum et al., 2010)
ggt4-1 Ler-0 AT1G03980
AT4G29210
APCS1x Col-0 AT5G44070 RB
gotlx Ler-0 AT4G39640
ggt4-1
TR1 Col-0 AT4G39940 Salk_093072C SK (Mugford et al., 2010)
AT3G03900 Salk_115182C
AT5G67520 Salk_035815C
TR3 Col-0 AT2G14750 Salk_053427C SK (Mugford et al., 2010)
AT4G39940 Salk_093072C
AT5G67520 Salk_035815C
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4.1.6 Nadhrmedien

Zur Anzucht und Kultivierung von Arabidopsis Keimlingen und Zellkultur wurde
modifiziertes Murashige und Skoog (M-S) Nahrmedium verwendet (Tabelle
4.3). Arabidopsis-Keimlinge wurden auf 0,5-fach konzentriertem, mit 1 % Agar
verfestigtem Medium angezogen und kultiviert. Zur Kultivierung der Keimlinge in
Flussigkultur oder fur Expositionsversuche wurde M-S-Medium in 0,25-facher
Konzentration eingesetzt. Zellkultur wurde in M-S-Vollmedium, supplementiert

mit den Hormonen Kinetin und Naphthylessigsaure (NAA) kultiviert.

Tabelle 4.3 Zusammensetzung von Murashige-Skoog-Vollmedium

Makrosalze mM
NH;NO3 20

KNO3 19

KH2PO, 1,25

CacCl, 3

MgCl, 1,5

Na,SO4 1,5

FeCl, 120

Mikrosalze UM
H3BOs3 50

MnCl; 100

Zn(CH3;COO) 37

Kl 5

Na,MoO, 1

Cu(H3COO0); 0,1

CoCl, 0,1

Hormone UM
Kinetin 2,7

NAA 0,5
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4.2 Verwendete Methoden

4.2.1 Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen

Die Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen erfolgte steril auf 0,5-fach
konzentriertem, Agar-verfestigtem M-S-Medium in Petrischalen (Tabelle 4.3).
Zur Anzucht wurde Arabidopsis-Saatgut oberflachensterilisiert. Hierzu wurde
ein Aliquot Samen zunachst 20 min bei 600 upm in 10-20 Volumen 80 %
Ethanol, 0,1 % Triton X-100 gewaschen und schlief3lich in entsprechendem
Volumen mit 3 % Natriumhypochlorid fir 2 min sterilisiert. Zur Entfernung des
Hypochlorids wurden die Samen im Anschluss finfmal mit sterilem Wasser
gewaschen. Mittels Pipette wurden die in sterilem Wasser suspendierten
Samen einzeln auf das Medium ausgebracht. Die Petrischalen wurden mit
Parafilm verschlossen und fur 24 h bei 4 °C stratifiziert. Anschlielend wurden

die Samen bei 23 °C und Dauerlicht (70 mol m?s™) kultiviert.
4.2.2 Arabidopsis-Suspensionszellkultur

Erhaltungskulturen von Arabidopsis Zellkultur wurden woéchentlich steril 1:10 in
frisches M-S-Vollmedium, supplementiert mit Kinetin und NAA umgesetzt
(Tabelle 4.3). Die Kultivierung erfolgte in Erlenmeyer-Kolben bei 23 °C und
Dauerlicht (70 pmol m? s™) auf einem Rundschiittler bei (100 upm).

4.2.3 Isolation von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Zur Isolation genomischer DNA aus Pflanzenmaterial wurden 30-50 mg
Keimlinge oder Blattmaterial in Stickstoff gefroren und mittels eines
vorgekuhlten Glasstabs homogenisiert. Nach Zugabe von 300 pl CTAB-
Aufschlusspuffer (2 % Cetyl-trimethyl-ammoniumbromid, 1,4 M Natriumchlorid,
100 mM Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA) wurde der Ansatz fiir 10 min bei 65 °C
inkubiert. Nach Abkuhlen der Proben wurden 300 pl Chloroform zugegeben und
grundlich durchmischt. Nach anschlielender Zentrifugation (16.000 x g) fur
5 min, wurde die obere, wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt
und die DNA mit 300 ul Isopropanol gefallt. Die DNA wurde abzentrifugiert bei
16.000 x g fur 5-10 min. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet
mit 70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend getrocknet. Zur weiteren
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Analyse wurde die DNA in 50 pl sterilem Wasser geldst (Murray und Thompson
1980).

4.2.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten

Zur schnellen Analyse von pflanzlicher DNA wurde das KAPA3G Plant Kit von
Promega GmbH (Mannheim) verwendet. Dieses ermoglicht die PCR-Analyse
direkt am aufgeschlossenen Blattmaterial. Hierzu wurden einzelne Keimlings-
blatter verwendet und entsprechend dem Protokoll des Herstellers zur PCR mit
der KAPA3G-DNA-Polymerase eingesetzt. Falls die Ergebnisse mit KAPA3G
nicht zufriedenstellend waren wurde die PCR-Analyse mit CTAB-DNA-
Praparationen, welche hohe Ausbeute und Reinheitsgrad aufweisen und

GoTag-DNA-Polymerase durchgefihrt.

Tabelle 4.4 Allgemeiner PCR-Ansatz fir KAPA3G-DNA-Polymerase

Komponente Endkonzentration Volumen (ul)

DNA-Vorlage 0,1-20 ng/l 0,5
Puffer mit dNTPs (2 X) 1x 12,5
Oligonukleotid vorwarts (5 puM) 175 nM 0,7
Oligonukleotid rickwarts (5 uM) 175 nM 0,7
DNA-Polymerase (2,5 u/ul) 0,25u 0,1
Wasser ad 25

Tabelle 4.5 Allgemeiner PCR-Ansatz fur GoTag-DNA-Polymerase

Komponente Endkonzentration Volumen (pl)

DNA-Vorlage 0,1-20 ng/I 1
Puffer (5 x) 1x 4
dNTP Mix (10 mM) 1 mMm 2
Oligonukleotid vorwarts (5 uM) 500 nM 2
Oligonukleotid rickwarts (5 uM) 500 nM 2
DNA-Polymerase (5 u/ul) 0,05u 0,04
Wasser ad 20
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Die Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR) wurde zur Verifikation und Selektion der verwendeten T-DNA-Insertions-
linien verwendet. Hierzu wurden genspezifische und T-DNA spezifische
Oligonukleotide verwendet (Anhang 8.2). Die spezifische
Anlagerungstemperatur (T,) der Oligonukleotide wurde in Abhangigkeit von
deren Schmelztemperatur (T,,) gewahlt. So wurde in der Regel eine
Anlagerungstemperatur von T,=Tn-5 °C verwendet. Fur die Verwendung der
Oligonukleotide in der KAPA3G-PCR gilt eine Anlagerungstemperatur von
Ta=Tn+2 °C.

Tabelle 4.6 Allgemeines PCR-Protokoll fur die Verwendung mit der KAPA3G-DNA-Polymerase

Vorgang Temperatur (°C) Zeit
Initiale Denaturierung 95 10 min
40 Zyklen

Denaturierung 95 20s

Anlagerung der

Oligonukleotide variabel 15s
Elongation 30 s/kb
Finale Elongation 30 s/kb

Tabelle 4.7 Allgemeines PCR-Protokoll fur die Verwendung mit der GoTaq-DNA-Polymerase

Vorgang Temperatur (°C) Zeit
Initiale Denaturierung 95 5 min

30 Zyklen

Denaturierung 95 45 s

Anlagerung der

Oligonukleotide variabel 45 s
Elongation 1 min/kb
Finale Elongation 5 min
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4.25 Isolation von RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolation von RNA aus Arabidopsis erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini Kit
der Firma Qiagen (Hilden). Zur lIsolation wurden 50 mg Pflanzenmaterial in
Stickstoff eingefroren und mittels vorgekihltem Glasstab homogenisiert. Das
vorbereitete Pflanzenmaterial wurde nach dem Protokoll des Herstellers zur
Isolation der RNA weiterverarbeitet. Fur die abschlie3ende Elution der RNA

wurden 30 ul RNase-freies Wasser eingesetzt.
4.2.6 cDNA Synthese von pflanzlicher RNA mittel reverser Transkriptase

Zur cDNA-Synthese mittels reverser Transkriptase (RT) wurden 50 ng der
isolierten RNA eingesetzt. Zur Eliminierung von Kontamination der RNA mit
genomischer DNA wurde ein DNase-Verdau durchgefuhrt. Hierzu wurden 8 pl
mit einem absoluten RNA-Gehalt von 50 ng mit 1 pl DNase (1 u/pl) und 1 pl
DNase-Puffer versetzt und fiur 30 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde
die DNase durch Zugaben von 0,5 pl EDTA (50 mM) und Inkubation bei 65 °C
fur 10 min inaktiviert. Zur cDNA-Synthese wurden der DNA-freien RNA 1 ul
Oligo-dT-Nukleotid (50 uM) zugegeben und der Ansatz auf 13 pl mit RNase-
freiem Wasser aufgefiillt. Diesem Ansatz wurden 4 pl RT-Puffer (5 x), 2 ul
dNTPs (10 mM) und 1 pl RT (200 u/ul) zugegeben, gefolgt von einer Inkubation
von 60 min bei 42 °C und der anschlielenden Inaktivierung bei 72 °C flr

10 min.
4.2.7 Semiquantitative RT-PCR

Zur semi-quantitativen Analyse des RNA-Gehalts in der Pflanze wurde die auf
Basis der isolierten RNA synthetisierte cDNA eingesetzt. Die zur Amplifikation
eingesetzten Oligonukleotide generieren genspezifische Fragmente von etwa
500 bp. Als Referenz wurde das Haushaltsgen Aktin verwendet. Die
Amplifikation der cDNA wurde mit der GoTag-DNA-Polymerase durchgefinhrt,
geman den Angaben in Tabelle 4.5 und Tabelle 4.7.

4.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die  Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-

Gelelektrophorese. Hierzu wurden wurde Gele von 0,8 % Agarose in TAE-
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Puffer (50 mM Trisbase, 0,1 % Eisessig, 1 mM EDTA pH 8) verwendet. Den
Gelen wurden zur UV-Visualisierung der DNA-Fragmente 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Die Elektrophorese erfolgte horizontal bei 200 V
Gleichspannung in der Gelkammer. Als GréfRenstandard wurde ein 1 kb-Marker
verwendet. Die DNA-Proben wurden zur Gelelektrophorese mit 6 x Ladepuffer
(50 % Glycerol, 0,25 % OrangeG) zu einer Endkonzentration von 1 x versetzt.

4.2.9 Synthese von Natriumsulfat

Der reine Schwefel der stabilen Isotope **Sg (94 %) und *Sg (99,9 %) wurde
jeweils unter Sauerstoffatmosphare verbrannt und oxidiert zu SO,. Das Gas
wurde in eine Waschflasche mit 200 mM Natronlauge, 10 % Wasserstoffperoxid
eingeleitet. In der Loésung wurde SO, zu Natriumsulfat (Na,SO,4) auf oxidiert.
Nach vollstandiger Umsetzung des Schwefels wurde der Reaktionsansatz mit
Salzsaure neutralisiert und zunéchst bei 70 °C, dann bei 120 °C zur Trockne
eingeengt. Das hergestellte Natriumsulfat wurde schlief3lich eingewogen und
resultierend in einer Arbeitskonzentration von 750 mM in Wasser gelost. Die
Stammlésung wurde standardméRig in einer Verdinnung von 1:2000

eingesetzt.

4.2.10 Markierung von Arabidopsis mit stabilem, isotopem Schwefel

4.2.10.1 Keimlinge

Zur Markierung von Arabidopsis-Keimlingen mit isotopen Schwefel wurden
oberflachensterilisiertes Saatgut auf 0,5-fach konzentriertes Standardnéhr-
medium (Tabelle 4.3), supplementiert mit **S- und 3*S-isotopem Schwefel
(375 pM) und verfestigt mit 1 % Agar ausgebracht. Nach der Stratifikation des
Materials fir 24 h bei 4°C wurden die Keimlinge fir 14 Tage bei
Kulturbedingungen angezogen (siehe 4.2.1). Zur Analyse der Keimlinge wurden
diese nach Ende der Kultivierungsperiode vorsichtig vom Medium geerntet und
in Wasser gewaschen um Reste von Medium und Samenschalen zu entfernen.
Die Keimlinge wurden anschlie3en auf Papierttichern getrocknet und in Aliquots
von 100 mg eingewogen und in Stickstoff schockgefroren. Bis zur Verwendung
des Materials wurden die Aliquots bei -80 °C gelagert.

Die Kultivierung der Keimlinge in Flissigkultur fiir Expositionsversuche erfolgte

in 0,25-fach konzentriertem Medium, supplementiert mit *S- und 3*S-isotopem
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Schwefel (375 uM). Hierzu wurden jeweils etwa 200 mg vorkultivierte Keimlinge
in 50 ml Erlenmeyerkolben in 5ml Medium dberfihrt und mit der
entsprechenden Konzentration des Expositionsreagens versetzt. Anschliel3end
wurden die Kolben auf einem Rundschuttler bei 100 upm fir die Dauer der
Exposition weiter kultiviert. Die Ernte der Keimlinge erfolgte analog der Ernte

des auf Agar-verfestigtem Medium angezogen Materials.
4.2.10.2 Suspensionszellkultur

Die stabile Isotopenmarkierung des Schwefels in Suspensionszellkultur erfolgte
in Vollmedium supplementiert mit jeweils 375 uM Nay**SO,4 und Na,**SO, und
versetzt mit den Hormonen Kinetin und NAA (Tabelle 4.3). Um eine
hinreichende Markierung der Kulturen zu erhalten, mussten wenigstens zwei
Zyklen des Austauschs des Mediums durchlaufen werden (s. 4.2.2). Die Ernte
der Zellkultur erfolgte durch Vakuumfiltration in einem Buchner-Trichter mit
Filterpapier. Hierbei wurde die Zellkultur bei angelegtem Vakuum auf das
Filterpapier gegossen und anschlieBen zur Entfernung der tbrigen Nahrsalze
mit 10 Kulturvolumen Wasser gewaschen. Nachdem die Flissigkeit vollstandig
aus der Kultur abgesaugt war wurden Aliquots von jeweils 100 mg eingewogen
und in Stickstoff eingefroren. Bis zur Verwendung des Materials wurden die

Aliquots bei -80 °C gelagert
4.2.11 Bestimmung des Wurzelwachstums von Keimlingen

Zur Bestimmung des Wourzelwachstums von Arabidopsis-Keimlingen in
Abhéangigkeit des Nahrsalzgehalts des Mediums wurde oberflachensteriles
Saatgut zunachst auf Agar-verfestigtem Vollmedium fir 3 Tage vorkultiviert. Je
Konzentration wurden etwa 50 Keimlinge bendtigt. AnschlieBend wurden die
Keimlinge auf die unterschiedlichen Nahrsalzkonzentrationen umgesetzt und
die Position der Wurzelspitze markiert. Die Keimlinge wurden nun fir 4 Tage
weiterkultiviert. Fir die 7 Tage alten Keimlinge wurde nun der absolute
Wourzelzuwachs gemessen. Dazu wurden die Platten eingescannt und mittels

Software ausgewertet (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).
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4.2.12 Bestimmung des Photopigmentgehalts in Keimlingen

Fur die Bestimmung des Photopigmentgehalts in Arabidopsis-Keimlingen
wurden jeweils 50 mg der zu untersuchenden Keimlinge eingewogen und in
Stickstoff eingefroren. Das Pflanzenmaterial wurde mittels eines vorgekihlten
Glasstabs homogenisiert und in 1 ml Methanol aufgenommen. Der Ansatz
wurde fur 5 min auf Eis inkubiert und schlie3lich bei 16.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde 1:2 in Methanol verdinnt und die Extinktion der Proben bei
700, 665, 652 und 470 nm bestimmt. Die Extinktion bei 700 nm ist die
Tribungskontrolle und sollte einen Wert von 0,01 Einheiten nicht tbersteigen.
Die Berechnung des Photopigmentgehalts in pg/ml Extrakt erfolgte nach

folgenden Formeln:

Formel 4.1 Berechnung des Gehalts an Chlorophyll a

Chlorophylla = 16,72 x E665 — 9,16 x E652
Formel 4.2 Berechnung des Gehalts an Chlorophyll b

Chlorophyllb = 34,09 x E652 - 15,28 x E665
Formel 4.3 Berechnung des Gehalts an Carotinoiden

Carotinoide = (1000 x E470 — 1,63 x Chla - 104,96 x Chl b)/221

Die Ergebnisse wurden anschlieend in pg/g Frischgewicht umgerechnet.
4.2.13 Bestimmung des Gesamtthiolgehalts in Keimlingen

Zur Bestimmung des Gesamtthiolgehalts in Arabidopsis-Keimlingen wurden
50 mg Pflanzenmaterial eingesetzt. Vor der Bestimmung der Proben wurde eine
Standartkurve mit GSH aufgenommen. Dazu wurde eine Konzentrationsreihe
von 0,2-4 mg/ml in 0,1 N Salzsaure hergestellt. Die Konzentrationsstufen
wurden jeweils 1:40 in Ellman’s Reagenz (300 uM 5,5'-Dithiobis-2-
nitrobenzoesaure in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8) verdinnt zu einem
absoluten GSH-Gehalt von 5-100 pug. Die Konzentrationsreihe wurde nach
Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 min bei 410 nm photometrisch gemessen
und grafisch ausgewertet. Als Referenz wurde 0,1 N Salzsaure 1:40 in Ellman’s
Reagenz verdinnt verwendet. Schlie3lich wurde das aliquotierte, in Stickstoff

gefrorene Keimlingsmaterial mittels eines Glasstabs homogenisiert. Nach
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Zugabe von 0,1 N Salzsdure (5 ul/mg) wurden die das Material bei 95 %
Intensitat fur 30 s mit der Ultraschallsonde aufgeschlossen und anschliel3end
fur 5 min bei 16.000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils 1:40 mit
Ellman’s Reagenz versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Bestimmung des Thiolgehalts erfolgte photometrisch bei 410 nm. Die
Berechnung des Thiolgehalts erfolgte basierend auf der Standartkurve (Ellman
1959; Kranner und Grill 1996).

4.2.14 Metabolitextraktion aus Arabidopsis-Keimlingen

Zur Extraktion der Metaboliten aus Keimlingen zur massenspektrometrischen
Analyse wurden jeweils 100 mg Keimlingsmaterial eingesetzt. Das Pflanzen-
material wurde in Stickstoff eingefroren und mit einem vorgekuhlten Glasstab
homogenisiert. Nach dem Beginn des Aufschlusses wurden die Ansatze stets
auf Eis gehalten. Dem Material wurden 250 pl 50 % Methanol, 0,1 %
Ameisenséaure zugegeben und die Ansatze wurden bei 85 % Intensitat fur 10 s
mit der Ultraschallsonde aufgeschlossen. Die Keimlingsfragmente wurden bei
4 °C fur 20 min bei 20.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Keimlingsfragmente wurden erneut in 250 pl
100 % Methanol, 0,1 % Ameisensdure mit Ultraschall aufgeschlossen und
anschlieRend zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde mit dem ersten
vereint und wiederum zentrifugiert. Das klare Extrakt wurde in einem neuen
Reaktionsgefall gesammelt und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Die Proben
wurden grundsatzlich frihestens einen Tag vor der Analyse vorbereitet.

4.2.15 DI-ICR-FT/MS Analytik

Die Metabolitanalyse von Extrakten aus Arabidopsis-Keimlingen wurde mittels
direkter Injektion im lonenzyklotronresonanz-Fouriertransformations-Massen-
spektrometer (DI-ICR-FT/MS) durchgefiihrt. Die verwendeten Messparameter
des Massenspektrometers waren ein Massenbereich von 123-1000 m/z und
eine Akkumulationszeit der lonen fiur 0,3s. Die externe Kalibrierung des
Systems erfolgte mit einer Standartldsung von Arginin in Wasser (1000 ppm).
Nach Verdunnung der Stammldsung in Methanol zu 5 ppm oder 10 ppm
wurden die Ubereinstimmung der zu kalibrierenden Massen mit einer

Abweichung von < 0.1 ppm eingestellt.
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Zur Analyse wurden die Metabolitextrakte tblicherweise 1:25 in 70 % Methanol
verdinnt und direkt in die ESI-Quelle mit einem Fluss von 120 pl/h injiziert. Es
wurden mindesten vier biologisch Replikate, welche zwei Replikate je
Markierungssituation beinhalteten, und zwei technische Replikate gemessen.
Zur Datenaufzeichnung wurde je Messung 250-1000 Scans akkumuliert. Die
resultierenden Massenspektren wurden anschlieRend intern auf die mono-
isotopen Massen der aliphatische Fettsauren Ci,-Co4 sowie die Schwefel-
metaboliten yYEC, GSH und MOI3M auf eine Abweichung < 0,05 ppm mittels der
Data Analysis Software (Bruker Daltonix, Bremen) kalibriert. Der Export der
Massenspektren zu tabellarischen Massenlisten, welche Massesignal und
Intensitatsinformationen enthalten wurde mit einem signal-to-noise-Verhaltnis
von 4 und einer Massenprazision von 5 Dezimalstellen durchgefiihrt (Janz et
al., 2010).

4.2.16 Annotation massenspektrometrischer Daten mit bekannten

Schwefelmetaboliten

Die Zuordnung von beschrieben Schwefelmetaboliten erfolgt basierend auf den
erstellten Biomarkerlisten fur positive und negative lonisierung (siehe 2.3.2). Die
Biomarkerlisten enthalten die monoisotopen Massen, der selektierten,
beschriebene Schwefelmetaboliten sowie die hetero- und monoisotopen
Massen der korrespondierende 3*S-Isotopologen und fiir haufige Addukte der
lonisierung die **S- und **S;-Massen. Die Biomarkerlisten wurden automatisiert
mit einem MATLAB-Programm (The MathWorks GmbH, Ismaning), programmiert
und zur Verfigung gestellt durch B. Kanawati (Biogeochemie, Helmholtz
Zentrum Munchen) mit den Massenlisten der Spektren abgeglichen. Hierbei
wurde eine Abweichung von 1 ppm toleriert. Die zugeordneten Massen wurden
anschlieBend unter den miteinander verkniupften Analysen aus biologischen
und technischen Replikaten sowie der unterschiedlichen Isotopenmarkierung,
verglichen und die reproduzierbaren Kandidaten selektiert. Die selektierten
Kandidaten sollten im 3*S-Spektrum *2S- und %%S,.,-Zustdnde aufweisen im
erwarteten Markierungsverhaltnis von 40:60 sowie die *C;-Masse im *?S- und
im 3*S-markierten Spektrum mit der natirlichen Abundanz von 1 % je C-Atom
der Verbindung. Alle Kandidaten wurden zusétzlich visuell im Massenspektrum

Uberprift um die Annotation zu bestatigen.
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4.2.17 Identifikation von Schwefelmassen in massenspektrometrischen

Daten

Zur ldentifikation von Schwefelmassen nicht-annotierter Schwefelmetaboliten
konnen zwei Formeln formuliert werden, welche die Charakteristika der
experimentellen Daten beschreiben und die ihre Selektion aus
massenspektrometrischen Daten erlauben (siehe 2.3.3).

Formel 2.1 Auswahl der 32S-Signale far putative Schwefelmassen

0 < [signal}®®|, < [signal}*]

34§ 328

Formel 2.2 Verifikation der Isotopenmassenverschiebung durch s

[signal}?®|3,s < [signal}*®]34s

Mittels eines MATLAB-basierten (The MathWorks GmbH, Ismaning) Algorithmus,
programmiert und zur Verfigung gestellt von B. Kanawati (Biogeochemie,
Helmholtz Zentrum Muinchen) kdnnen die Massen, welche den definierten
Parametern entsprechen automatisiert aus einem korrespondierenden
Probenpaar von *?S- und 3*S-Isotopenmarkierung selektiert werden. Hierzu
missen die Massenlisten des Probenpaares zur Eingabe in das Programm die
Dateinamen N.asc fiir **S- und L.asc fir **S-markiertes Spektrum haben. Die
Ausgabedatei out2.txt enthalt alle Kandidatenmassen des Probenpaares die
eine Uberein-stimmung in 3*S; zeigen. Die Ausgabedatei bildet eine
Massenliste der Schwefelkandidaten mit 3?S-monoisotoper Masse und

korrespondierender Intensitét des original *S-Spektrums.

4.2.18 Vergleichende Analysen des Schwefelmetaboloms durch

hierarchische Clusteranalyse

Zur vergleichenden Analyse des Schwefelmetaboloms zweier Pflanzenlinien
oder zweier Zustande innerhalb einer Pflanzenlinie wurden alle Massenlisten
der selektierten Schwefelmassen der zu vergleichenden Proben in einer Matrix
zusammengefasst. Hierbei ist zu beachten, dass nur Proben aus derselben
Analyse miteinander verglichen werden konnen. Zur Erstellung der Matrix
wurden die Massenlisten in den Matrix Generator (M. Frommberger, Bio-

geochemie, Helmholtz Zentrum Minchen) geladen und mit einer tolerierten
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Abweichung der auszurichtenden Massen von 1 ppm prozessiert. In der
resultierenden Matrix wurden schlieBlich alle Massen aussortiert die nicht
mindestens innerhalb eines Probencluster in der Halfte der Replikate
reproduzierbar waren. Die bereinigte Matrix wurde anschlielBend mittels HCA
auf spezifische Abundanzprofile von Schwefelmassen zwischen den zu
vergleichenden Probenclustern untersucht. Die HCA wurde mit Hilfe des
Hierachical Clustering Explorers 3.5 (http://www.cs.umd.edu/hcil/hce/) durch-
gefuhrt. Es erfolgte eine programminterne Normalisierung der Daten beim
Einlesen der Matrix. Dabei wurden die Inhalte der Matrix (m) nach folgender
Formel standardisiert. Wobei X eine Zufallsvariable und o die Standard-

abweichung ist.

Formel 4.4 Standardisierung der Matrix

Das Clustering erfolgte mit der Methode des durchschnittlichen Abstands (D;

unweighted group Average linkage, UPGMA) der Probencluster 4 und B.

Formel 4.5 Durchschnittlicher Abstand nach UPGMA

1
DB = T aaT a1 2, 4P

x,yEAUB

Wobei das MaR der Ahnlichkeit durch den Euklidischen Abstand bestimmt
wurde. Hier werden die Funktionswerte der Matrix durch 7 und j beschrieben

und p ist die Anzahl binérer Variablen.

P
Z(xik - xji)?
=1

Das Clustering wurde nach Zeilen der Matrix, also in Abhangigkeit der

Formel 4.6 Euklidische Abstand

Schwefelmassen durchgefiihrt. Die Variabilitdt der Abundanz der einzelnen
Massen wird innerhalb der Analyse durch die Pearsonsche Korrelation

wiedergegeben, welche sich direkt auf den euklidischen Abstand bezieht.
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Formel 4.7 Pearsonsche Korrelation

p
z (Xix — xjk)z
oj;

k=1

Mit Hilfe der Profilsuche wurden aus der Clusteranalyse die Masse, welche
zwischen den Probenclustern charakteristisch unterschiedlich waren selektiert.
Hierzu wurde ein definiertes Profil angewendet. Das Profil selektierte alle
Massen die Probencluster-abhangig verstarkt (low-to-high-Profil) bzw. reduziert
(high-to-low-Profil) auftraten und eine Ubereinstimmung mit dem Profil mit

einem Pearsonschen Korrelationskoeffizienten von 0,9 aufwiesen.

4.2.19 Annotation organischer, molekularer Kompositionen zu

Schwefelkandidatenmassen

Zur Charakterisierung der spezifisch abundanten Massen wurde eine
Berechnung organischer Summenformeln mit der allgemeinen
Zusammensetzung Co-100HnN0-600-80P0-4S1-3 mit Formulae 1.2 Megapeak (M.
Frommberger, Bio-geochemie, Helmholtz Zentrum Muinchen) durchgefiuhrt.
Hierfir wurden die selektierten Kandidaten als Masselisten in das Programm
geladen und die Summenformeln mit einer Varianz von 0,5 ppm ohne Abgleich
mit der Stickstoffregel und ohne Isotopenprifung berechnet. Die errechneten
Summen-formeln wurden Anschlie3en mit den ,seven rules” (siehe 1.2.2 und
2.3.3) auf deren realistische Existenz tUberprift. Dazu wurden die molekularen
Kompositionen der Formulae-Ausgabedateien in Summenformeln der Struktur
ChHnNhORP,S,, zusammengefasst und mit dem VBA-basierten Excel-Tool zur
Prufung der Regeln (http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/Seven_Golden_Rules/)
ausgewertet. Schlie3lich wurden die existierenden Summenformeln selektiert
und im Massenspektrum visuell anhand des mit der Summenformel

korrelierenden Isotopenmusters verifiziert.
4.2.20 MS/MS-Fragmentierung

Die Fragmentierung ausgesuchter lonen konnte innerhalb der ICR-FT/MS-
Analyse durchgefuhrt werden. Die Parameter der Messung waren ein

Massenbereich von 123-2000 m/z und einer lonenakkumulationszeit von 10 ms.
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Die zu fragmentierenden lonen wurde im Massenspektrum isoliert und durch
den Beschuss mit Argonatomen fragmentiert. Die Fragmentierung erfolgte mit
einer kinetischen Energie der Argonatome von 5-15 eV. Das Fragmentierungs-
muster wurde mit 20 akkumulierten Scans aufgezeichnet. Anhand von
spezifischen Fragmenten konnten unter Umstdnden Rickschlisse auf die
Struktur oder funktionale Gruppen der Ausgangsverbindung gezogen werden
(Saint Paul et al., 2011).

4.2.21 Enzymatische Analyse von y-Glutamylgruppen

Zu Analyse von y-Glutamylgruppen in Metabolitextrakten aus Arabidopsis-
Keimlingen wurden die Extrakte (siehe 4.2.14) bis zur Trockne abgeblasen und
in 500 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8 aufgenommen. Anschlie3end wurden 100 pl
des Extrakts wurden mit gereinigter Pferde-y-Glutamyltransferase (4x107 u)
versetzt und fur 2 h bei 37 °C inkubiert (Tate und Meister 1985). Als Kontrolle
wurden  Parallelansatze ohne Enzymzugabe sowie jeweils eine
Nullwertkontrolle verwendet. Die Reaktionen wurden jeweils durch Zugabe von
10 % Ameisensaure zu einer Endkonzentration von 0,1 % gestoppt. Die

Anséatze wurden bis zur Analyse bei -80 °C gelagert.
4.2.22 Behandlung von Arabidopsis-Keimlingen mit GGT-Inhibitoren

Zur Behandlung mit den GGT-Inhibitoren Acivicin und 6-Diazo-5-0x0-L-
norleucin (DON) wurden Keimlinge auf Agar-verfestigtem Vollmedium fir 7
Tage vorkultiviert (siehe 4.2.1). Die Inhibitoren wurden in Wasser mit einer
Konzentration von 20 mM geldst. Zur Exposition der Keimlinge mit Inhibitor
wurde Agar-verfestigtes Vollmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Inhibitoren versetzt (1-50 uM). Die 7 Tage alten Keimlinge wurden auf das
Inhibitormedium umgesetzt und fiir 7 Tage weiter kultiviert, schlie3lich standard-

mafig geerntet und zur massenspektrometrischen Analyse aufgeschlossen.
4.2.23 Belastung von Arabidopsis-Keimlingen mit Cadmiumnitrat

Die Exposition von Arabidopsis-Keimlingen mit Cadmiumnitrat wurde in
Flassigkultur durchgefihrt. Hierzu wurden die Keimlinge 14 Tage auf Agar-
verfestigtem Medium vorkultiviert und schlie3lich in Flussigkultur Gberfuhrt

(siehe 4.2.1). Die Flussigkultur wurde mit einer Stammlésung von 100 mM
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Cadmiumnitrat zu einer Endkonzentration von 200 uM versetzt. Die Keimlinge
wurde fur 4 h unter Dauerlicht auf dem Rundschittler bei 100 upm weiter
kultiviert und schlief3lich standardmafig geerntet und zur

massenspektrometrischen Analyse aufgeschlossen.
4.2.24 Verwendete Datenbanken und online-Ressourcen
e Selektion von Arabidopsis-assoziierten Schwefelverbindungen:

http://kanaya.naist.jp/KNApSAcK/
http://metacyc.org/
http://www.plantcyc.org/
http://www.genome.jp/kegg/

Annotation massenspektrometrischer Daten:
http://masstrix3.helmholtz-muenchen.de/masstrix3/start.html

http://metlin.scripps.edu/index.php

Annotation von Fragmentierungsdaten:

http://spectra.psc.riken.jp/menta.cgi/index

Chemische Substanzinformationen und Struktursuche:

http://www.chemspider.com/

Erstellen chemischer Strukturformeln:

http://www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php

Berechnung monoisotoper Massen:

http://mods.rna.albany.edu/masspec/MolE

Design von Oligonukleotiden fur T-DNA-Insertionslinien und RT-PCR-Analysen:
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/

Informationen Gber genomische Sequenzen und T-DNA-Insertionslinien:

http://www.arabidopsis.org/
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5 Zusammenfassung

Schwefel stellt ein essentielles N&hrelement fur alle Lebensformen dar.
Schwefel vermittelt die Etablierung katalytischer und elektrochemischer
Interaktionen und besitzt eine strukturbildende Funktion in Proteinen. Schwefel
als solcher nimmt in Pflanzen etwa 0,1-1 % der Trockenmasse ein. Seine
Bedeutung in Pflanzen ist vor allem gepragt durch deren Cysteinautotrophie. So
bilden Pflanzen die Hauptquelle der Aminosauren Cystein und Methionin fur
heterotrophe Organismen, inbesondere fir Saugetiere. Der Weg des
assimilatorischen Schwefelstoffwechsels in Pflanzen ist gut erforscht, dennoch
sind viele Zusammenhénge des Netzwerks von Nahrstoffmetabolismus und
spezialisiertem Metabolismus nicht geklart.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erfolgreich eine Methode zur gezielten Analyse
des Schwefelmetaboloms von Pflanzen etabliert. Hierzu wurden die
Schwefelmetaboliten von Arabidopsis thaliana in vivo mit dem stabilen,
schweren  Schwefelisotop 3*S  markiert und durch hochauflésende
Massenspektrometrie von Keimlingsextrakten detektiert. Durch vergleichende
Analysen von Keimlingsextrakten des natirlichen, leichten Schwefelisotops *°S
und dem schweren Isotop 3!S konnten gezielt die Schwefelmetaboliten
bestimmt werden. Basierend auf der charakteristischen Verteilung der
Abundanz der Schwefelisotope in den 3*S-markierten Extrakten wurde ein
Algorithmus zur automatisierten Selektion der Schwefelmassen aus den
Massenspektren entwickelt. Die Annotation bekannter Schwefelmetaboliten zu
den selektierten Kandidaten gelang lediglich fur ein Drittel der bestatigten, nicht-
isomeren Schwefelmassen. Anhand dieser Daten ist zu erwarten, dass bislang
weniger als die Halfte der Arabidopsis-assoziierten Schwefelmetaboliten
beschrieben wurden. Um solche unbekannten Metaboliten naher zu
beschreiben und die zugrunde liegende Verbindung zu identifizieren erfordert
es gezielte Strukturanalysen. Die Identifikation nicht beschriebener
Verbindungen wird durch die Analyse von bekannten Stoffwechselmutationen
erleichtert. Diese Arbeit zeigt, dass die etablierten Methoden den Vergleich von
genetischer Variabilitat unterschiedlicher Pflanzen- und Zelllinien zur Ermittlung
ihres charakteristischen Schwefelmetaboloms und ihres Einflusses auf ihren

endogenen Schwefelmetabolismus ermdglichen. Hierbei wurden zahlreiche
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Schwefelmassen gefunden, welche in einzelnen Pflanzenlinien eine spezifisch
veranderte Abundanz zeigten. Beispielsweise konnten bei Funktionsverlust der
y-Glutamyltransferase, welche fir den vakuoldren Abbau von Glutathion-
konjugaten verantwortlich ist, neue Kandidaten fir Glutathion-konjugierte
endogene Substanzen charakterisiert werden. In Mutanten der Genfamilie der
Adenosin-Phosphosulfat-Kinasen, welche der Bereitstellung von PAPS flr
Sulfatierungsreaktionen dienen, wurden Hinweise auf eine Desulfatierung von
Glucosinolaten gefunden. AulRerdem lieferten Genvariationen im Glucosinolat-
metabolismus Kandidaten fur bislang unbeschriebenen Glucosinolate und
Phytoalexine.

Basierend auf den vorliegenden Informationen sind die meisten, der im Rahmen
dieser Arbeit charakterisierten Metaboliten, im spezialisierten Metabolismus von
Arabidopsis einzuordnen und mutmalllich an Prozessen der endogenen
Entgiftung sowie der Pathogenabwehr beteiligt.

Die in dieser Arbeit etablierten Methoden stellen eine wichtige Grundlage fur
das Verstandnis des Schwefelmetaboloms und der Charakterisierung
unbekannter Verbindungen dar, welche die Aufklarung metabolischer

Verknupfungen und neuer Stoffwechselwege férdern werden.
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6 Summary

Sulfur is an essential mineral nutrient for all forms of life. Sulfur mediates
catalytical and electrochemical interactions and has a structural function in
proteins. In plants sulfur comprises about 1 % of the dry matter. Due to their
cysteine autotrophy plants are an important source of the amino acids cysteine
and methionine for heterotrophic organisms, particularly mammals. The sulfur
assimilatory pathway in plants is well described but the associated networks for
nutrition and specialized metabolism are still poorly understood.

In this study a method for targeted analysis of the sulfur metabolome of plants
was established. To this end sulfur metabolites were labeled in vivo with the
stable, heavy sulfur isotope **S and were detected in the extracts of seedlings
by high resolution mass spectrometry. By comparable analysis of seedling
extracts labeled with both natural light **S and heavy 'S isotopes the sulfur
metabolites were selected from the mass spectra. Comparative analysis of the
crude extracts of **S and **S labeled seedlings enable the specific
determination of the sulfur metabolites. Based on the characteristic abundance
of each sulfur isotope within the 3*S labeled sample an algorithm for automated
selection of the sulfur masses from the mass spectra was developed. The
annotation of known sulfur metabolites to the selected candidates was
successful for only one third of the non-isomeric sulfur masses. This information
leads to the conclusion that to date less than half of the sulfur metabolites in
Arabidopsis are described. Further structural analyses are required for the
characterization of such unknown metabolites and for an identification of the
compounds. The identification of unknown metabolites is supported by the
analysis of known mutations in metabolic pathways. This study shows that the
established method enables the comparison of the genetic variation of plants
and their specific sulfur metabolome and its influence on their endogenous
sulfur metabolism. Numerous sulfur masses were found that showed specific
alteration of abundance for the genotypes. For example loss of function of the -
glutamyl transpeptidase that is responsible for the degradation of glutathione
conjugates in the vacuole shows accumulation of new candidates for
endogenous glutathione conjugated compounds. Mutants in the gene family of

adenosine-phosphosulfate-kinases that supply PAPS for sulfation reactions
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indicate that glucosinolates can be desulfated due to PAPS starvation.
Furthermore genetic variations in glucosinolate metabolism indicate that there
are still undescribed glucosinolates and phytoalexins in Arabidopsis.

Based on the information gathered during this study most of the characterized
metabolites can be placed in the specialized metabolism of Arabidopsis and are
likely involved in processes of endogenous detoxification and pathogen
defense.

The methods established in this study yield fundamental information for the
understanding of the sulfur metabolome and the characterization of unknown
compounds, which will support the elucidation of metabolic cross talk and of

new metabolic pathways.
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8 Anhang

Anhang 8.1 Referezliste aller Schwefelmetaboliten beschrieben fir Arabidopsis thaliana
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N,3-O-disulfo-D-glucosamine § ® 2 glucopyranose N,6-O-disulfo-D-glucosamine (-/89118)
[a2] ™
HO,
HO,
HO HO\
o % - 1-S-[(12)-N-Hydroxy-5-
g g - (methylsulfanyl)pentanim
[s2)
5—CH, § § g |d0y|]_1_
A [ee]
4-methylthiobutyldesulfoglucosinolate g g S5 thiohexopyranose
™ N
Neo 2-{3-[(4-Amino-2-methyl-
HaC L il \UH 0 . T
\@)‘Q—f % ° 5-pyrimidinyl)methyl]-4-
HHe CHa <Zf § methyl-1,3-thiazol-3-ium-
o
%’ § I 5-yl}ethyl hydrogen
) ~
thiamin phosphate 3 g oS phosphate
O ™ N
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TEC

2 |3
S |8
< 0
I N
1,2-di-S-octyl-1,2-dimercapto-3-propanol g ®
™
/ H
—
OH
S 2 | [(2-Ammonio-3-{[(LE)-N-
S o .
H" s E ~ hydroxy-2-(1H-indol-3-
[']‘] H g § ® yl)ethanimidoyl]sulfanyl}
N o0
indole-3-acetohydroximoyl-cysteinylglycine 5 3 5 propanoyl)amino]acetate
™ N
°{ . i [(2-Ammonio-3-{[(1E)-N-
N
Qj@ )_/_/_F 2 | o hydroxy-7-
o
i <‘Z’> % 0 (methylsulfanyl)heptanim
OH o @ N .
N g S idoyl]sulfanyl}propanoyl)
H [ee]
7-methylthioheptylhydroximoyl-cysteinylglycine g o S5 amino]acetate Ala Met Met, Cys Met Val
™ N
HO, H
HO,
1o hﬂ 3 < 1-S-[(12)-N-Hydroxy-6-
©
JL\—\ ° (8 o (methylsulfanyl)hexanimi
[32]
“ g | © doyl]-1-
! : ©
5-Methylthiopentyldesulfoglucosinolate g 19 5 thiohexopyranose
™ [aN]
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(AN

HH,

S-
Adenosylmethioninamine
» (3-

R Aminopropyl)}{[(2S,3S,4R
|
i ,5R)-5-(6-amino-9H-
CH; .
Ml "OH g o purin-9-yl)-3,4-
on o % dihydroxytetrahydro-2-
§ § Q furanyl]methyl}methylsulf
N Ln
S-adenosyl-L-methioninamine S s Q onium
O 0] <o)
N3-[(2R)-2-Hydroxy-3,3-
dimethyl-4-
(phosphonooxy)butanoyl
OH g 2
Ho—f—c " Lt -N-(2- -B-
[ ?ikgl’ Y 5 | g N (.2 sul.fanylethyl) B
g i 2 alaninamide, D-
Q18 |R | Pantetheine 4'-
I o © —
4'-Phosphopantetheine 5 % AN 4 phosphate D-Pantetheine 4'-phosphate
™ N -
HO, HCH,
7
4 ) »
s Q 3 | Sinigrin, 1-S-[(1E)-N-
3
h—a_, % S o | o (Sulfonatooxy)-3-
e S | ® |8 |3 butenimidoyl]-1-
I o o~ Ise)
2-propenyl-glucosinolate S 3 9 S thiohexopyranose
O ™ %o} ]
o
iee
o
T [(2-Ammonio-3-{[(1Z)-N-
N
Q N hydroxy-8-
o
2 § o (methylsulfanyl)octanimi
o
'§ § et doyl]sulfanyl}propanoyl)a
H [e0)
8-methylthiooctylhydroximoyl-cysteinylglycine " % 9 5 mino]acetate Met Leu Cys, Cys Met lle
™ [aN]
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N-Acetyl-L-
farnesylcysteine, N-
Acetyl-S-[(2E,6E)-3,7,11-

0
8 |2 | ,
©) S| s trimethyl-2,6,10-
2 |2 |9 |
bar} — S 8 dodecatrien-1-yl]-L-
T R 157} N
N-acetyl-farnesylcysteine HeT om Q 5 19 | & cysteine
O o] ~ <
3 H
—
PH 4,5,6-Trihydroxy-3-
) % N (hydroxymethylytetrahydr
H g 'é o 0-2H-pyran-2-yl (1E)-N- | (S)-N-[3-(3,4-Methylenedioxyphenyl)-2-
N
H § § a hydroxy-2-(1H-indol-3- (mercaptomethyl)-1-oxoprolyl]-(S)-
N <]
3-Indolylmethyldesulfoglucosinolate H g § (’i yl)ethanimidothioate alanine (-/4575337)
WO, OH 4,5,6-Trihydroxy-3-
Ho H (hydroxymethyl)tetrahydr
S % < 0-2H-pyran-2-yl (1Z)-N-
o S -7-
2 5 2 hydroxy-7
S—CHg N~ ~ =2 .
N N 5 (methylsulfanyl)heptanim
N [ee]
6-methylthiohexyldesulfoglucosinolate g 3 S5 idothioate
™ N
Gluconapin, 1-S-[(1E)-N-
(Sulfooxy)-4-
pentenimidoyl]-1-thio-B-
§ D-glucopyranose, 1-
% a Thio-B-D-glucopyranose
o
%’ 3 3 1-(N-(sulfooxy)-4-
) N~
3-butenylglucosinolate b Q S pentenimidate)
O ™ ~
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({[(2)-(4-Hydroxy-1-

H B P {[4,5,6-trihydroxy-3-
o 0‘?*0 N (hydroxymethyl)tetrahydr
' “’C_," ° 0-2H-pyran-2-
H % g ~ yllsulfanyl}butylidene)am
H ©
% g I inoJoxy}sulfonyl)oxidanid | 2-Hydroxypropy! glucosinolate (76265-
4 <]
3-Hydroxypropyl glucosinolate S = S e 21-9/-)
(@) for) o\
HDMN(/%\/YH
i IH
- e : @ S-Lactoylglutathione, L-
Ha o 3
L 2 § y-Glutamyl-S-[(2R)-2-
§ § S hydroxypropanoyl]-L-
N o
S-lactoyl-glutathione a E 2 cysteinylglycine
O ™ ™
RS N [(2-Ammonio-3-{[(1Z)-N-
g - hydroxy-9-
2 g o (methylsulfanyl)nonanimi
N
% @ 3 doyl]sulfanyl}propanoyl)a
g - [ee]
9-methylthiononylhydroximoyl-cysteinylglycine o g S S5 mino]acetate Met Met Val
™ N
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-
@ - 5,7-dihydroxy-4-oxo-4H-
P o ©@ chromen-3-yl hydrogen
S 13 |8 |8
= 2 @ | S sulfate, Quercetin 3-O-
H [e)
guercetin 3-sulfate 8 b 8 3 sulfate
(@) 1) © <
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7-methylthioheptyldesulfoglucosinolate

“tn,

C15H29NO6S2

383.1436295

24784745

4,5,6-Trihydroxy-3-
(hydroxymethyl)tetrahydr
0-2H-pyran-2-yl (1Z2)-N-
hydroxy-8-
(methylsulfanyl)octanimi

dothioate

S-Adenosyl-L-homocysteine

Ho\gji,\ ﬁ{%ﬁw

C14H20N605S

384.1215886

979-92-0

388301

5'-S-[(3S)-3-Ammonio-3-
carboxylatopropyl]-5'-
thioadenosine, (2S)-2-
Amino-4-
({[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-
amino-9H-purin-9-yl)-
3,4-dihydroxytetrahydro-
2-
furanyl]methyl}sulfanyl)b

utanoic acid

glutathioselenol

C10H17N306SSe

387.0003251

28532780

L-y-Glutamyl-S-selanyl-
L-cysteinylglycine

4-pentenylglucosinolate

C12H21NO9S2

387.065773

7827551

1-S-[(1E)-N-(Sulfooxy)-5-
hexenimidoyl]-1-thio-f-

D-glucopyranose
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0 1-S-[(12)-3-Hydroxy-N-
H N
nd ] (sulfonatooxy)-4-
5 OH P .
g 9 - = pentenimidoyl]-1-
— ] Ny .
Hy 3 < To) I thiohexopyranose,
I o @ =)
2-hydroxy-3-butenylglucosinolate o 3 8 o Progoitrin
(@) <o) 0 ~
OH
HO, H?
{ ?
HO O S‘? S o
N, _, % 3 o 1-S-[(1E)-5-Hydroxy-N-
0/,9}), 8 § ﬁ (sulfonatooxy)pentanimid
4-Hydroxybutylglucosinolate 5 o 5 oyl]-1-thiohexopyranose | Glucoconringiin (28463-28-7/570912)
™ N
[(5aR,8R,9aR)-2-Amino-
4-0x0-6,7-disulfanyl-
won T o 1,5,5a,8,9a,10-
"%f?\SH g hexahydro-4H
| exahydro-4H-
HqN/]\N N o 8 S 4
Hoommm 2 = pyrano[3,2-g]pteridin-8-
% g § yllmethyl dihydrogen
molybdopterin S 9 S phosphate
(@) 0] ™
)
g |5
o] Y
N n
— —
I o
isorhamnetin 3-sulphate S 8
O ]
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8-methylthiooctyldesulfoglucosinolate

C16H31NO6S2

397.1592795

24785190

4,5,6-Trihydroxy-3-
(hydroxymethyl)tetrahydr
0-2H-pyran-2-yl (1Z2)-N-
hydroxy-9-
(methylsulfanyl)nonanimi

dothioate

S-adenosyl-4-methylthio-2-oxobutanoate

5
HO L
OH

C15H21N506S

399.1212542

22365-11-3

389303

{[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-
3,4-dihydroxytetrahydro-
2-furanyllmethyl}(3-
carboxy-3-
oxopropyl)methylsulfoniu
m, (3-carboxy-3-
oxopropyl)(5'-
deoxyadenosin-5'-
yl)(methyl)sulfonium

5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoate

C14H12N208S2

400.0035072

5367523

3,3'-Disulfanediylbis(6-
nitrobenzoate), DTNB

S-Adenosyl-L-methionine

C15H24N605S

400.1528887

29908-03-0

31982

(2S)-2-Amino-4-
[{[(2S,3S,4R,5R)-5-(6-
amino-9H-purin-9-yl)-
3,4-dihydroxytetrahydro-
2-
furanyl]methyl}(methyl)s

ulfonio]butanoate
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n
&
Q |R
z |3
™ [{e)
N [¢)
I N
R-4'-phosphopantothenoyl-L-cysteine 8 g
<
L-y-Glutamyl-S-
,H o [cyano(1H-indol-3-
,\f% yhmethyl]-L-cysteine, 2-
"ic S H
H a © amino-4-[(1-carboxy-2-
o .
s § o {[cyano(1H-indol-3-
(]
ot § g 5 yl)methyl]sulfanyl}ethyl)c
N [32)
indole-3-acetonitrile-y-glutamylcysteine g S 83 arbamoyl]butanoic acid
< N
glucoiberverin, [({(Z)-[4-
(Methylsulfanyl)-1-
b {[4,5,6-trihydroxy-3-
(hydroxymethyl)tetrahydr
2 0-2H-pyran-2-
% % P yl]sulfanyl}butylidene]ami
—
e § § @ no}oxy)sulfonyljoxidanid
4 <]
3-methylthiopropyl-glucosinolate o 5 S e
O < N
o™
8
(]
o | g
P —
o) ~
— —
I o
2-Methylsulfinylethyl glucosinolate g 2
<
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1-S-[(1E)-2-Phenyl-N-

§ (sulfooxy)ethanimidoyl]-
o | g 1-thio-B-D-
& |3 |2 |g
‘—| 0 © S glucopyranose,
I S o N~
Benzylglucosinolate S 3 3 S Glucotropeolin
6] < < ~
1-S-[(1E)-5-
(Methylsulfanyl)-N-
§ . (sulfooxy)pentanimidoyl]-
C | |® 1-thio-p-D-
& |3 |8 |9
N o) o = glucopyranosato,
s < ~ ~
4-methylthiobutyl glucosinolate 3 bt 2 S Glucoerucin
O < N ~
4 5
@fz m;‘o 5 - Tripotassium (1S)-4-(3-
== a
a ~ el -1-
8 E I phenoxyphenyl)-1
= 2 ® phosphonato-1-
H [42]
BPH-652 S 1dg ] butanesulfonate
(@) < o~
1-S-[(1E)-4-
™
§ ° (Methylsulfinyl)-N-
% g (sulfonatooxy)butanimido
N~
§ % o yl]-1-thiohexopyranose,
> <
3-methylsulfinylpropyl-glucosinolate 8 Q 3 Glucoiberin
< i)
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Gluconasturtiin, 1-S-

§ [(1E)-3-Phenyl-N-
©) R (sulfonatooxy)propanimi
S |52 |¢ .
N © o 3 doyl]-1-thio-B-D-
s S} @ N~
2-Phenylethylglucosinolate = Q 3 S glucopyranose
o < < ~
o. H
Pa
\_O
ngh
%)
N
a
fﬁ G
[ CH, < 8
=z o o
7 <] 3 et
- <t o
~ T Q )
thiamin diphosphate HaH e 3 9 g
O < 0
NH,
o NL; |\> o Adenylyl sulfate, 5'-O-
0=§—O—ﬁ g [(S)_
\/ 2 |3 Hydroxy(sulfooxy)phosp
Ho' om S S | i
- - < horylladenosine, 5'-
, Z |2 |2 |a
Adenosine 5'-phosphosulfate — N 9 S Adenylyl sulfate (APS)
(@) < < o3}
HO, t?fﬁszo
ﬁtzf\q, 1-S-[(12)-6-
e 2 N (Methylsulfanyl)-N-
o) < © .
. % S, SI © (sulfonatooxy)hexanimid
en, o % B I oyl]-1-thiohexopyranose,
4 — ]
5-Methylthiopentylglucosinolate a 9 8 S glucoberteroi
O < N N
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indol-3-ylmethyl-glutathione

C19H24N406S

436.1416553

24784874

y-Glutamyl-S-(1H-indol-
3-
ylmethyl)cysteinylglycine

4-methylsulfinylbutyl glucosinolate

C12H23NO10S3

437.0484087

7827557

glucoraphanin, 1-S-
[(LE)-5-(Methylsulfinyl)-
N-
(sulfooxy)pentanimidoyl]-
1-thio-B-D-
glucopyranose

4-methylthiobutylhydroximoyl-glutathione

C15H26N407S2

438.124291

24784786

2-Ammonio-5-[(1-
[(carboxylatomethyl)amin
0]-3-{[(1E)-N-hydroxy-4-
(methylsulfanyl)butanimi
doyl]sulfanyl}-1-oxo-2-
propanyl)amino]-5-

oxopentanoate

phenylacetohydroximoyl-glutathione

C18H24N407S

440.1365699

24784769

2-Ammonio-5-[(1-
[(carboxylatomethyl)amin
0]-3-{[(1LE)-N-hydroxy-2-
phenylethanimidoyl]sulfa
nyl}-1-oxo-2-
propanyl)amino]-5-
oxopentanoate, S-[(Z)-
Phenylacetohydroximoyl]
-L-glutathione
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Glucobrassicin, [({(E)-[2-
(1H-Indol-3-yl)-1-{[4,5,6-

Oy )
| ) Q\,Si trinydroxy-3-
(hydroxymethyl)tetrahydr
OH N
a 0-2H-pyran-2-
OH o) ~ . .
" % N S\IP 2 yl]sulfanyl}ethylidene]ami
N o It} s no}oxy)sulfonyljoxidanid
I o © Ise)
indolylmethyl-glucosinolate =t ® 9 5 e
O < < N
[{@)-[7-(Methylsulfanyl)-
MO i @ 1-{[4,5,6-trihydroxy-3-
HD‘?} 7 (hydroxymethyl)tetrahydr
™
b g « 0-2H-pyran-2-
% § ~ yl]sulfanyl}heptylidene]a
—CHy —
e § § S5 mino}oxy)sulfonyl]oxidan
4 o0
6-methylthiohexylglucosinolate 3 2 5 ide
O < N
1-S-[(12)-6-
(Methylsulfinyl)-N-
™
a (sulfonatooxy)hexanimid
5 |8 -1
Z S < |8 o
N © ~ 5 thiohexopyranose, Gluco
I Q @ Ios)
5-Methylsulfinylpentyl glucosinolate a a 2 S5 alyssin
(@) ~ < N
2-Ammonio-5-[(1-
[(carboxylatomethyl)amin
0]-3-{[(1Z)-N-hydroxy-5-
N
g (methylsulfanyl)pentanim
<Zf g o idoylJsulfanyl}-1-oxo-2-
o
) § a 2 propanyl)amino]-5-
N H [ee]
5-methylthiopentylhydroximoyl-glutathione Fhe 8 S S oxopentanoate
<~ N
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I g - IAN-glutathione, L-y-
HDLN&[(:\NMH o § 0 Glutamyl-S-[cyano(1H-
? M § 3 N indol-3-yl)methyl]-L-
H [32]
indole-3-acetonitrile-glutatione conjugate § b 83 cysteinylglycine
< I
2-hydroxy-5-[5-hydroxy-
) 7-oxido-4-0x0-3-
9 |
§ 9 0 (sulfonatooxy)-4H-
= § S chromen-2-yl]phenyl
H o
quercetin-3,3'-bissulfate 5 b X sulfate quercetin-3,4'-bissulfate (-/24808230)
< I
N
0
3
Q |38
Z | 9
(e} [ee)
= <
I <
4-hydroxy-3-indolylmethyl-glucosinolate g ]
<
SFHE
HO, H
2 - 1-S-[(1E)-8-
wo' o o) §r © (Methylsulfanyl)-N-
-
0 § § s (sulfonatooxy)octanimido
S 1 0
7-methylthioheptyl glucosinolate oy g 3 S yl]-1-thiohexopyranose
< N
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1-S-[(1E)-7-
HO, H [42]
] (Methylsulfinyl)-N-
— [o0)
Ho _é g ’8 : %9 (sulfonatooxy)heptanimid
N_oli/\‘;/’:j § g ;-, % oyl]-1-thiohexopyranose,
6-Methylsulfinylhexyl glucosinolate b S 83 8 S glucohesperin
(@) < [as) N
N
4
Q | =2
z |3
o Ln
™ Ln
I 3
6-methylthiohexylhydroximoyl-glutathione 5 bt
<
2-Hydroxyethyl-ThPP, 3-
[(4-Amino-2-methyl-5-
™ ”"r‘" n pyrimidinyl)methyl]-2-(1-
. N
"2]/\" o g o hydroxyethyl)-5-(2-
we m)—{/\c-—f—c-—f—w S | ydroxyethyl)-5-(
"o 3 @9 {[hydroxy(phosphonooxy
§ g § )phosphoryljoxy}ethyl)-4-
2-(a-hydroxyethyl)thiamine diphosphate g 3 2 methyl-1,3-thiazol-3-ium
< 5o}
y-glutamyl-S-(2,4-
on dinitrophenyl)cysteinylgly
o Bk cine, 2-Amino-4-[1-
A s @ (carboxymethyl-
Dﬁ)\/s 8 © carbamoyl)-2-(2,4-
ﬁ“ 0 2 | @ dinitro-phenylsulfanyl)-
g 2 0 N )
HO” 0 T 8 g ethylcarbamoyl]-butyric
2,4-dinitrophenyl-S-glutathione g L g acid
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ave

2
[e)
g |2
=z o]
™ [ce)
[s2) o
I 1
4-hydroxy-2-nonenal-glutathione conjugate 5 0
<
?
g |8
o o
N —
o ~
I S
isorhamnetin 3, 4'-bisulphate =t Q0
O <
ncﬁ\/\/\/\/\rd"o}“{
: -
2 1-S-[(1E)-9-
o o)) ™
"E'«::Lc.u % § © (Methylsulfanyl)-N-
é >
' § g 9Q % (sulfooxy)nonanimidoyl]-
H [
8-Methylthio-octyl glucosinolate =t X 5 S | 1-thiohexopyranose
O < ™ O
" [{(E)-[2-(1-Methoxy-1H-
) ﬁ indol-3-yl)-1-{[4,5,6-
O (g"_o trihydroxy-3-
o0
A b N (hydroxymethyl)tetrahydr
]
S - 0-2H-pyran-2-
OH o
g ;.% o yllsulfanyl}ethylidenelami
N~
HO H § g £ no}joxy)sulfonyl]oxidanid | 4-methoxy-3-indolylmethyl-
4 [ee]
1-methoxy-3-indolylmethyl-glucosinolate 8 ® S e, Neoglucobrassicin glucosinolate
< I
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e

e

H;C—5,
™
oo Q 1-S-{(1E)-8-
— [©)]
wo' o ®) § 4 (Methylsulfinyl)-N-
[s2)
—0\3 0 § § 2 (sulfonatooxy)octanimido
N 4 [ee]
7-(Methylsulfinyl)heptyl glucosinolate b g IS S yl]-1-thiohexopyranose
< I
2-Ammonio-5-[(1-
C " [(carboxylatomethyl)amin
O 0]-3-{[(1E)-N-hydroxy-2-
H
? (1H-indol-3-
/,&) g yl)ethanimidoyl]sulfanyl}-
H NH 0 |3 4 1-ox0-2-
oj\, 5 NS o _
o N s, % propanyl)amino]-5-
N N
indole-3-acetohydroximoyl-glutathione § 2 S oxopentanoate
< I
N
&2
Q |
z | &
N —
32} N~
I -
7-methylthioheptylhydroximoyl-glutathione g I
<
N
a
— [$2]
o | i
P 3V
(2] —
2l r~
I <
3-benzoyloxypropyl-glucosinolate g =3 glucomalcommin
<
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Tripotassium 4-(4-
biphenylyl)-1-
phosphonato-1-

BPH-700 butanesulfonate

C16H1606PSK3

483.9316507
23334958

HO, H‘?
/—{jg’ , 1-S-[(12)-3-
Q (Benzoyloxy)-N-

(sulfonatooxy)-4-

C18H23NO11S2
493.0712523

LV

[32]
©
% pentenimidoyl]-1-
2-benzoyloxy-3-butenylglucosinolate 5 thiohexopyranose
N
G,
=0
1-S-[(1E)-9-
™
W pH g - (Methylsulfinyl)-N-
’ § S |3 o (sulfonatooxy)nonanimid
B = S 0 | hioh
3.0 @ = i8 oyl]-1-thiohexopyranose,
[acan' .
8-Methylsulfinyloctyl glucosinolate " S 2 S5 Glucohirsutin
(@) <~ N
N
&
Q | =
z | 3
3 ©
[s2) [ce)
I F!
8-methylthiooctylhydroximoyl-glutathione 8 S
<
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4-benzoyloxybutylglucosinolate

HO, H

C18H25N011S2

495.0869024

24784943

1-S-[(1E)-5-
(Benzoyloxy)-N-
(sulfonatooxy)pentanimid

oyl]-1-thiohexopyranose

indol-3-ylmethylisothiocyanate-glutathione

C20H25N506S2

495.1246254

24785446

4-Ammonio-5-[(1-
[(carboxylatomethyl)amin
0]-3-{[(1H-indol-3-
ylmethyl)carbamothioyl]s
ulfanyl}-1-oxo-2-
propanyl)amino]-5-

oxopentanoate

leukotriene-D4

F— p
DY
W H

C25H40N206S

496.2607078

73836-78-9

4444401

C05951

S-
[(4S,5R,6E,8E,10Z,137)-
1-Carboxy-4-hydroxy-
6,8,10,13-
nonadecatetraen-5-yl]-L-
cysteinylglycine, 5S-
hydroxy-6R-(S-
cysteinylglycinyl)-
7E,9E,117,14Z-

eicosatetraenoic acid
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2-thiouridine 5'-triphosphate

C9H14N2014P3S

498.9378586
17273791

1-[2-Amino-2-deoxy-5-0O-
(hydroxy{[hydroxy(phosp
honooxy)phosphoryl]oxy}
phosphoryl)-B-D-
ribofuranosyl]-2-thioxo-
2,3-dihydro-4(1H)-
pyrimidinone, 2'-amino-
2'-deoxy-2-thiouridine 5'-
triphosphate

6v¢

3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate

C10H15N5013P2S
506.9862295

482-67-7
3628121

PAPS, 9-{3-O-
Phosphonato-5-O-
[(sulfonatooxy)phosphina
to]pentofuranosyl}-9H-

purin-6-amine

2'-Phosphoadenylylsulfate, 3'-
Phosphoadenylyl sulfate

9-methylthiononylhydroximoyl-glutathione

IC20H36N407S2
508.2025413

24-epicathasterone-22-O-sulfate

C28H4806S
512.31716
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2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)

C18H18N406S4
514.0109181
8091143

(22)-3-Ethyl-2-[(2E)-(3-
ethyl-6-sulfo-1,3-
benzothiazol-2(3H)-
ylidene)hydrazono]-2,3-
dihydro-1,3-
benzothiazole-6-

sulfonic acid

0S¢

molybdenum cofactor

C10H12N508PS2Mo

522.8919018
28533519

[(5aR,8R,9aR)-2-amino-
3,5,5a,8,9a,10-
hexahydro-6,7-
di(mercapto-kS)-8-
[(phosphonooxy)methyl]-
4H-pyrano[3,2-g]pteridin-
4-onato(4-)]dioxo-
Molybdate

4-methoxy-3-indolylmethylisothiocyanate-glutathione

C21H27N507S2

525.13519
24785745

4-Ammonio-5-({1-
[(carboxylatomethyl)amin
0]-3-({[(4-methoxy-1H-
indol-3-
yl)methyl]carbamothioyl}
sulfanyl)-1-oxo-2-
propanyl}amino)-5-

oxopentanoate

ONVHNY




BPH--698

C19H2206PSK3
525.9786009

Tripotassium 1-
phosphonato-4-(3'-
propyl-4-biphenylyl)-1-
butanesulfonate

TGc

thio-molybdenum cofactor

C10H12N507PS3Mo

538.8690582
24785340

{[2-Amino-4-0x0-6,7-
di(sulfanyl-kS)-
1,5,5a,8,93,10-
hexahydro-4H-
pyrano[3,2-g]pteridin-8-
yllmethyl
dihydrogenato(4-)
phosphate}(oxo)thioxom
olybdate

quercetin 3, 7, 4'-trisulphate

541.9130969
4444236

5-Hydroxy-2-[3-hydroxy-
4-(sulfooxy)phenyl]-4-
oxo-4H-chromene-3,7-

diyl bis(hydrogen sulfate)

quercetin 3,3',7-trissulfate (-/4444235)

sulfate disaccharide

C14H23NO18S2 |C15H10016S3

557.0356545

ONVHNY




[AST4

(22R,23R)-28-homocastasterone-22-O-sulfate

C29H5008S

558.3226393

2 13
[<2]
o |8
o N
[Te) —
I ™
(22R,23R)-28-homobrassinolide-22-sulfate g NS
[To]
N
¢
3 |3
z |3
[«2) N
N o
I =
3-sinapoyloxypropylglucosinolate cS 3
To]
1-S-[(12)-3-{[(2E)-3-(4-
Hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-2-
N
Q propenoyl]oxy}-N-
5 |8
2 S s (sulfonatooxy)-4-
Q S Q pentenimidoyl]-1-
T |« 3
2-sinapoyloxy-3-butenylglucosinolate g 9 S5 thiohexopyranose
Lo N
5'-0O-[({[2-(2-Carboxylato-
4-methyl-1,3-thiazol-5-
) J*{ yl)ethoxy]phosphinato}ox
Dm?(\:):?{“ ’ Q y)phosphinato]adenosine
s o
Jﬁ?‘; % - , adenosine diphosphate
b Qe § 5-(beta-ethyl)-4-methyl-
Lo
2-carboxylate-4-methyl-5-beta-(ethyl adenosine 5- § % N thiazole-2-carboxylic
4 [©))
diphosphate) thiazole 5 8 3 acid
O n <

ONVHNY



€a¢

1-S-[(1E)-5-{[(2E)-3-(4-
Hydroxy-3,5-

N
Q dimethoxyphenyl)-2-
5 |8
% 2 . propenoyl]oxy}-N-
— © N L
% = s (sulfonatooxy)pentanimid
H <]
4-sinapoyloxybutylglucosinolate Z&J‘) > S oyl]-1-thiohexopyranose
Lo [aN]
(2S5,2's)-5,5"-
NH, - [Disulfanediylbis({(2R)-3-
HDMN;/LL“‘\Q/DH ~ _, | lcarboxymethyl)amino]-
0
! 9 8 | 3-ox0-1,2-
[u] [u} [u] o [ 8
e e |8 [ S | propanediyl}imino)]bis(2-
" . & 0 ,}‘-; 0 & | amino-5-oxopentanoic
T — IN ™ o
glutathione disulfide QY |2 |8 |8 |aci)
O] © o~ s} O
D
2 |3
o o
o [e2]
= ©
T @
quercetin 3, 7, 3', 4'-tetrasulphate 2 bt
O ©
[(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
{{[{[(2R,3S,4R,5R)-5-
(2,4-Dioxo-3,4-dihydro-
1(2H)-pyrimidinyl)-3,4-
dihydroxytetrahydro-2-
'-'\Q J... furanyllmethoxy}(hydrox
o g y)phosphoryljoxy}(hydro
St - xy)phosphoryl]oxy}-
o
g § 3,4,5-trihydroxytetrahydr
< ] ~ - _ _ .
% S S N 0-2H-pyran-2
UDP-a-D-sulfoquinovopyranose 8 8 o o yllmethanesulfonic acid
O © ™ O
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bisorganyltrisulfane

C20H32N6012S3
644.1240332

dephospho-CoA

687.1488781

3633-59-8
392407

3'-Dephospho-CoA,
[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-
3,4-dihydroxytetrahydro-
2-furanyllmethyl (3R)-3-
hydroxy-2,2-dimethyl-4-
oxo-4-({3-oxo-3-[(2-
sulfanylethyl)amino]prop
yl}amino)butyl
dihydrogen diphosphate

14514

selenodiglutathione

C20H30N6012S2Se [C21H35N7013P2S

690.0528311

adenylyl-molybdopterin

C20H26N10012P2S2

724.0648312
26332851
C19848

5-O-[{[{[(5aR,8R,9aR)-2-
Amino-4-0x0-6,7-
disulfanyl-
1,5,5a,8,9a,10-
hexahydro-4H-
pyrano[3,2-g]pteridin-8-
yllmethoxy}(hydroxy)pho
sphoryl]oxy}(hydroxy)ph

osphorylladenosine

ONVHNY




Ga¢

[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-4-
hydroxy-3-
(phosphonooxy)tetrahydr
o-2-furanyllmethyl (3R)-

aH 0.
Dzi:ﬂ_fin- - 3-hydroxy-2,2-dimethyl-
| o a 4-0x0-4-({3-0x0-3-[(2-
0= -0 ”/\H’N"L/“SH o .
by o g o sulfanylethyl)amino]prop
(o) .
% § yl}amino)butyl
@ | d < 5 g dihydrogen dipho
coenzyme A S5 |2 |8 |8 |sphate
O] ~ © ~ O
%)
(s2]
o
S
O |I®
Z |
© o
™ —
T N
formyl-CoA N Y
O ~
adenosine, 5'-O-[[[[[(3R)-
4-[[3-[[2-
(acetylthio)ethyllamino]-
"I‘% e 3 3-oxopropylJamino]-3-
i § hydroxy-2,2-dimethyl-4-
H’Cj\“NNW L "}‘ g . oxobutylJoxy]hydroxypho
5 E sphinyl]oxy]hydroxyphos
éi‘% g |2 g § phinyl]-, 3'-(dihydrogen
Acetyl-CoA Qg | & g | 8 |phosphate)
O © ~ ™ O
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9G6¢

acrylyl-CoA

C24H38N7017P3S

821.1257731

7821999

C00894

S-2-propenoate-CoA,
Propenoyl-CoA, S-{(9R)-
1-[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-4-
hydroxy-3-
(phosphonooxy)tetrahydr
o-2-furanyl]-3,5,9-
trihydroxy-8,8-dimethyl-
3,5-dioxido-10,14-dioxo-
2,4,6-trioxa-11,15-diaza-
3A5,5A5-
&#xA;diphosphaheptade
can-17-yl} 2-

propenethioate

propanoyl-CoA

C24H40N7017P3S

823.1414232

83731

C02843, C00100

Propionoyl-CoA, S-{(9R)-
1-[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-4-
hydroxy-3-
(phosphonooxy)tetrahydr
o-2-furanyl]-3,5,9-
trinydroxy-8,8-dimethyl-
3,5-dioxido-10,14-dioxo-
2,4,6-trioxa-11,15-diaza-
3A5,5\5-
&#xA;diphosphaheptade
can-17-yl}
propanethioate

ONVHNY



carboxymethyl-CoA

C23H38N7018P3S
825.1206877

392675

(3R,5S,9R)-1-
[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-4-
hydroxy-3-
(phosphonooxy)tetrahydr
o-2-furanyl]-3,5,9-
trihydroxy-8,8-dimethyl-
10,14-dioxo-2,4,6-trioxa-
18-thia-11,15-diaza-3,5-
diphosphaicosan-20- oic
acid 3,5-dioxide

JASTA

crotonyl-CoA

C25H40N7017P3S
835.1414232
4593713

C00877

2-Butenoyl-CoA, trans-
But-2-enoyl-CoA,
Adenosine, 5'-O-
[hydroxy[[hydroxy[[(3R)-
3-hydroxy-2,2-dimethyl-
4-0x0-4-[[3-0x0-3-[[2-
[[(2E)-1-0x0-2-buten-1-
yl]thiolethyl]amino]propyl
Jamino]butyl]oxy]phosphi
nylJoxy]phosphinyl]-, 3'-
(dihydrogen phosp hate)

methylacrylyl-CoA (-/144985)

ONVHNY




butanoyl-CoA

IC25H42N7017P3S
837.1570733
109043

IC00136

S-butyryl-CoA,
Adenosine, 5'-O-
[hydroxy{[hydroxy[[(3R)-
3-hydroxy-2,2-dimethyl-
4-0x0-4-[[3-0x0-3-[[2-[(1-
oxobutyl)thio]ethyllamino
]propyllamino]butyl]oxy]p
hosphinyl]oxy]phosphinyl
]-, 3'-(dihydrogen
phosphate)

isobutanoyl-CoA (-/2300823)

8G¢

oxalyl-CoA

C23H36N7019P3S
839.0999523
10140117

C00313

(9R)-1-[(2R,3S,4R,5R)-
5-(6-Amino-9H-purin-9-
yl)-4-hydroxy-3-
(phosphonooxy)tetrahydr
o-2-furanyl]-3,5,9-
trinydroxy-8,8-dimethyl-
10,14,19-trioxo-2,4,6-
trioxa-18-thia-11,15-
diaza-3,5-
diphosphaicosan-20-oi ¢
acid 3,5-dioxide

3-hydroxypropanoyl-CoA

C24H40N7018P3S
839.1363378

389623
C05668

3-hydroxypropionyl-CoA

lactoyl-CoA (-/2339466)
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3-hydroxybutanoyl-CoA

C25H38N7018P3S
849.1206877

3-hydroxy-isobutyryl-CoA

6G¢

3-methylcrotonyl-CoA

C26H42N7017P3S
849.1570733
7828242

C03069

3,3-dimethacrylyl-CoA,
S-{(9R)-1-
[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-
Amino-9H-purin-9-yl)-4-
hydroxy-3-
(phosphonooxy)tetrahydr
o-2-furanyl]-3,5,9-
trihydroxy-8,8-dimethyl-
3,5-dioxido-10,14-dioxo-
2,4,6-trioxa-11,15-diaza-
3A5,5A5-
diphosphaheptadecan-
17-yl} 3-methyl-2-

butenethioate

(E)-2-methylcrotonoyl-CoA

ONVHNY
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[ oH
I A, -
gﬁﬁ ?"O_i-o
Hi == =0 H
1) o

d

OH
1 cH,

3-ketobutanoyl-CoA, 3-
oxobutanoyl-CoA,
adenosine, 5'-O-[[[[[(3R)-
A-[[3-{[2-[(1.3-
dioxobutyl)thio]ethyllami
no]J-3-oxopropyllamino]-

3-hydroxy-2,2-dimethyl-

Ao fels | g .
g © oxobutylJoxy]hydroxypho
= § © sphinylJoxy]hydroxyphos
o [() © o H U i
I ‘3 g © o phinyl]-, 3'-(dihydrogen
Acetoacetyl-CoA Q o N =2 S | phosphate)
O © — © O
Adenosine, 5'-O-
[hydroxy[[hydroxy[[(3R)-
3-hydroxy-2,2-dimethyl-
PR 4-[[3-[[2-[(3-methyl-1-
oY ; [3-{2-(3-methy-1-
St o oxobutyl)thio]ethyllamino
]
CH, © ?“CN N~ Q. . A
"MMW” -c“ 'c'.'[f 3 o ]30x0pr0pyl]am|no].4
5 R oxobutylJoxy]phosphinyl]
% S ~ § oxy]phosphinyl]-, 3"
H o
isovaleryl-CoA § e 2 g (dihydrogen phosphate ) | 2-methylbutanoyl-CoA (-/10140135)
[ee] —
0
[sgJ
ol
3
o | g
L =}
& |8 | ¢
[s2] — <
I . o
Malonyl CoA N o N
O © Lo
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T9¢

2-methylacetoacetyl-CoA

865.1519879

B-ketovaleryl-CoA 2-Furoyl-CoA

hexanoyl-CoA

865.1883734

(Methylenecyclopropyl)acetyl-CoA

methylmalonyl-CoA

867.1312524

succinyl-CoA, malonyl-CoA methyl
ester

2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA

C26H44N7018P3S |C25H40N7019P3S |C27H46N7017P3S |C26H42N7018P3S

867.1676379

benzoyl-CoA

C28H40N7017P3S

871.1414232
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29¢

itaconyl-CoA

879.1312524

(E)-glutaconyl-CoA

3-oxohexanoyl-CoA

879.1676379

glutaryl-CoA

881.1469025

S-(5-Hydroxy-2-furoyl)-CoA
C26H38N7019P3S

(S)-3-hydroxyhexanoyl-CoA

881.183288

3,4-Didehydroadipyl-CoA

semialdehyde

malyl-CoA

C25H40N7020P3S [C27H46N7018P3S |C26H42N7019P3S |C27H44N7018P3S [C26H40N7019P3S

883.126167
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4-hydroxybenzoyl-CoA

887.1363378

salicyloyl-CoA

trans-oct-2-enoyl-CoA

891.2040234

2,3-dehydroadipyl-CoA

893.1469025

3-methylglutaconyl-CoA

octanoyl-CoA

893.2196735

3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA, 2-

trans,4-trans-Octadienoyl-CoA

citramalyl-CoA

C26H42N7020P3S [C29H50N7017P3S |C27H42N7019P3S |C29H48N7017P3S [C28H40N7018P3S

897.1418171
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¥9¢

3-0x0-3-phenylpropionyl-CoA

897.1570733

(E)-cinnamoyl-CoA

N-methylanthraniloyl-CoA

900.1679723

3-oxoadipyl-CoA

C27H42N7020P3S [C29H43N80O17P3S |C30H42N7017P3S

909.1418171

pimeloyl-CoA

909.1782026

2,3-Dihydro-2,3-dihydroxybenzoyl-CoA
C28H42N7019P3S

3-hydroxyadipyl-CoA

C27H44N7020P3S [C28H46N7019P3S

911.1574671

3-Hydroxy-3-methylglutaryl CoA
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4-coumaroyl-CoA R 9
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3-hydroxy-3-phenylpropionyl-CoA % 9 p-dihydrocoumaroyl-CoA
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I N
trans-A2, cis-A4-decadienoyl-CoA 5 ~
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0
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S
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N Ln
[Xe) ™
I N
trans-A2-decenoyl-CoA 5 =] Perillyl-CoA
[e)]
§ trans-2-Methyl-5-isopropylhexa-2,5-
~ © dienoyl-CoA, cis-2-Methyl-5-
o . .
5 g isopropylhexa-2,5-dienoyl-
Eﬁ E CoA, Geranoyl-CoA, trans-Geranyl-
decanoyl-CoA g g,' CoA, 2,4-Decadienoyl-CoA
(o))
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REAE
I 5, < 3-(4-hydroxyphenyl)-3-oxo-propionyl-
4 [s2)
Caffeoyl-CoA R 4 3 CoA
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0
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S
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indole-3-acetyl-CoA ® |
O o
N
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o
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o | R
E ©
g | X
= o
I 3
3-ox0-5,6-dehydrosuberyl-CoA Q 3
O o
0
(s
o
* ~ 4-Isopropenyl-2-oxy-
o
S § cyclohexanecarboxyl-CoA, 2-Oxo-
B delta3-4,5,5-
I N
3-oxodecanoyl-CoA § 93 trimethylcyclopentenylacetyl-CoA
[o)]
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L9¢

3-hydroxy-decanoyl-CoA

937.2458882

2,6-Dimethyl-5-methylene-3-oxo-
heptanoyl-CoA, (3S)-3-Isopropenyl-6-
oxoheptanoyl-CoA, 2-Hydroxy-4-
isopropenylcyclohexane-1-carboxyl-
CoA, (3R)-3-Isopropenyl-6-
oxoheptanoyl-CoA

feruloyl-CoA

943.1625525

2-trans-dodecenoyl-CoA

947.2666237

3-cis-dodecenoyl-CoA

lauroyl-CoA

949.2822737

cis,cis-3,6-Dodecadienoyl-CoA,

trans,cis-Lauro-2,6-dienoyl-CoA

indole-3-butenoyl-CoA

C33H45N8017P3S |C33H58N7017P3S [C33H56N7017P3S |C31H44N7019P3S [C31H54N7018P3S

950.1836224

ONVHNY



ANHANG

6'-hydroxyferuloyl-CoA
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69¢

3-hydroxy-indole-3-butyryl-CoA

968.194187

4-(2'-carboxyphenyl)-4-oxobutyryl-CoA

971.1574671

Sinapoyl-CoA

973.1731172

54429-80-0

2-Carboxymethyl-3-
hydroxyphenylpropionyl-CoA

a tetradecenoyl-CoA (n-C14:1CoA)

975.2979238

myristoyl-CoA

C35H62N7017P3S [C35H60N7017P3S |C32H46N7020P3S |C32H44N7020P3S [C33H47N80O18P3S

977.3135739

5-cis-8-cis-Tetradecadienoyl-CoA
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0L¢

OPC4-trans-2-enoyl-CoA

985.2458882

3-methyl-1,5-dioxo-octahydro-1H-inden-4-yl]propanoyl-CoA

987.2251528

OPC4-CoA

987.2615383

5-hydroxy-3-methyl-1,5-dioxo-octahydro-1H-inden-4-
ylpropanoyl-CoA

989.2408028

3-hydroxytetradecanoyl-CoA

C35H62N7018P3S |C34H54N7019P3S |C35H56N7018P3S [C34H52N7019P3S |C35H54N7018P3S

993.3084885
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palmitoleyl-CoA

999.2979238

hexadecenoyl-CoA (n-C16:1CoA)

OPC4-3-ketoacyl-CoA

1001.240803

OPC4-3-hydroxyacyl-CoA

1002.248628

3,5-hydroxy-methyl-1-oxo-octahydro-1H-inden-4-yl-3-

oxopropanoyl-CoA

1003.220067

3,5-hydroxy-methyl-1-oxo-octahydro-1H-inden-4-yl]-3-
hydroxypropanoyl-CoA

C34H54N7020P3S |C34H52N7020P3S |C35H55N7019P3S [C35H54N7019P3S |C37H60N7017P3S

1005.235717
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c¢le

palmitoyl-CoA

1005.344874

1763-10-6

4,8,12-Trimethyltridecanoyl-CoA

OPC6-trans-2-enoyl-CoA

1013.277188

OPC6-CoA

1015.292838

a-linolenoyl-CoA

1027.329224

y-Linolenoyl-CoA, Alpha-Linolenoyl-
CoA, Stearidonoyl
CoA, CoA(18:4(6Z,92,127,15Z))

OPC6-3-ketoacyl-CoA

C37H58N7019P3S |C39H64N7017P3S |C37H60N7018P3S [C37H58N7018P3S |C37H66N7017P3S

1029.272103
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trans-octadec-2-enoyl-CoA

6Z,9Z-

Linoleoyl-CoA 6709-57-5,

octadecadienoyl-CoA
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| X

eicosapentaenoyl-CoA

1051.329224

dihomo y-linolenoyl-CoA

1055.360524

eicosatrienoyl-CoA, Timnodony!
CoA, (52,82,112,142,177)-
Icosapentaenoyl-

CoA, CoA(20:5(52,87,112,14Z,17Z))

OPC8-3-ketoacyl-CoA

1057.303403

(112,142)-icosa-11,14-dienoyl-CoA

1057.376174

Arachidonoyl-CoA 17046-56-

9, (82,112,142,177)-Icosatetraenoyl-
CoA, CoA(20:4(52,87,117,147)), CoA(2
0:4(82,112,142,172))

OPC8-3-hydroxyacyl-CoA

C39H64N7019P3S |C41H70N7017P3S |C39H62N7019P3S [C41HE68N7017P3S |C41H64N7017P3S

1059.319053

ONVHNY



Gl¢c

0
™
a
S
O S .
5 @ (112,142,17Z)-Icosatrienoyl-
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3-oxo-arachidoyl-CoA

1075.386739

(3R)-3-hydroxy-arachidoyl-CoA

1077.402389

trans-docos-2-enoyl-CoA

1087.423124

behenoyl CoA

1089.438774

(132,162)-Docosadi-13,16-enoyl-
CoA, CoA(22:2(132,162))

3-oxo-docosapentaenoyl-CoA

C43H66N7018P3S |C43H78N7017P3S |C43H76N7017P3S [C41H74N7018P3S |C41H72N7018P3S

1093.339789

3-0x0-23,24-bisnorchol-4-en-22-oyl-
CoA
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trans-lignocer-2-enoyl-CoA
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SEAB8TOLNBIHEYD| SEABTOLNILHEYD| SEJBTOLNSLHEVD| SEJLTOLNO8HSYO| SEJLTOLNZBHSYO,

3-hydroxy-docosapentaenoyl-CoA
3-oxo0-behenoyl-CoA
(3R)-3-hydroxy-behenoyl-CoA
(2)-15-tetracosenoyl-CoA
lignoceroyl-CoA

277



8.¢

3-oxo-lignoceroyl-CoA

1131.449339

(3R)-3-hydroxy-lignoceroyl-CoA

1133.464989

3-hydroxytetracosanoyl-CoA

3,22-dioxochol-4-en-24-oyl-CoA

1135.350353

22-hydroxy-3-oxochol-4-
en-24-oyl-CoA

trans-cerot-2-enoyl-CoA

1143.485725

cerotoyl-CoA

C47H86N7017P3S |C47H84N7017P3S |C45H68N7019P3S [C45H82N7018P3S |C45H80N7018P3S

1145.501375

ONVHNY
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6€90817°6STT 682967 TITT 6€08TY'E9TT €0€L6ELLTT €G6CTY'6LTT

SEAB8TOLNY8HLYD| SEJB8TOLNIBHLYD| SEABTOLNILHBYD| SEJ6TOLNYV.HBYO| SEJ6TOLNILHEYO,

3-oxo-cerotoyl-CoA
(3R)-3-hydroxy-cerotoyl-CoA
3-oxocholest-4-en-26-oyl-CoA
3,24-dioxocholest-4-en-26-oyl-CoA
24-hydroxy-3-oxocholest-4-en-26-oyl-CoA
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(24E)-3a,7a-dihydroxy-5B-cholest-24-enoyl-CoA

1181.428604

(24E)-3a,7a,12a-trihydroxy-5p-cholest-24-enoyl-CoA

1197.423518

(24R,25R)-30a,7a,24-trihydroxy-53-cholestanoyl CoA

1199.439168

(24R,25R)-30,70a,120,24-tetrahydroxy-58-cholestanoyl CoA

C48H80N7021P3S |C48H80N7020P3S |C48H78N7020P3S [C48H78N7019P3S

1215.434083

ONVHNY
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Anhang 8.2 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz Locus Kommentar
apk1-1_fw TTG GTG GGC CTA ATA AAT TCC At2g14750
apk1-1_rv GAT TCA AAG CAC AAG CCA AAG At2g14750
apk2-1_fw TAT CAG AGC ATC TCG ACC GTC At4g39940
apk2-1_rv ACA TGA AGA GGA ACG TCC ATG At4g39940
apk3-1_fw TGAACG TGT CTT TGC AGATTG At3g03900
apk3-1_rv TTG CTT CAC ACA ATT GCA GAG At3g03900
apk4-1_fw TTT TGA TTT CAG AGT CCA CCG At5g67520
apk4-1_rv AGC TTC ACA AAC ATG GAG TGG At5g67520
APR1 fw GTT AGA CTT CGA GAT TCC CCG At4g04610
APR1_rv ATT GAT AGC GAA AGG CGA AAC At4g04610
APR2_fw TTG GGT TAC TCG TGC TTC AAC At1g62180
APR2_rv CCACTTTAACTCCTT TTC CCG At1g62180
ATPS1_fw TCC TGG TGC CAT GCT TAG TAC At3g22890
ATPS1_rv GCA TGT ATT AAG CGA AGG CTG At3g22890
ATPS2 fw TAG CAC CAG CGT TAATCCTTG At1g19920
ATPS2_rv TGT ACC GGA AAC TGA GAT TGG At1g19920
B2_for TGG ACA AGT ATC ATG ACC CAATCA TCC ACG At4g39950
B2 rev AAC GGT TTA GCC AGAAACATATCG T At4g39950
B3_for TGT TCT ATG CAT GGA CTG GTG GTC AAC ATG At2g22330
B3 rev AGG AAACCG ATCACTTGACCGCTTG At2g22330
gotl_for ATG TCG CTG GTT CGA ACA GTG A At4g39640
ggtl_rev CGC TTC TAG TCG CGT TCA TCT At4g39640
ggt2_for CAA TGG CAC AGT TGG GGT TA At4g39650
ggt2_rev GGT GCT GGT GGT GGA ACA TC At4g39650
ggt4-1-for CGG ACA GGT TTT GAA AAC CG At4g29210
ggt4-1-rev AGT ACT CAG GTG GGA ATG TCG TGT At4g29210
got4-2_fw GCA GAA ATG ACT CGT TCC TTG At4g29210
got4-2_rv ATC TGA GAA TGG TGT TGT GGC At4g29210
PCS1_for TTT ATA TCG GCG ATC TCT TCC TTC TCC TCC At5g44070
PCS1_rev GAT TCA TCA AAC CAC CTC CAA GGC C At5g44070
PCS2_for AAT CTT CAA TGA AGC GCT TCA GAA AG At1g03980
PCS2_rev TGATTT ACATCCTCT GTT CTT CGAATC TC At1g03980
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Ds5-1 ACG GTC GGG AAACTAGCT CTAC Ds-Element  GGT-Linien
Fishl CTG GGA ATG GCG AAATCAAGG CATC pPCV6NFHyg PCS2
Fish2 CAG TCA TAG CCG AAT AGC CTC TCC A pPCV6NFHyg PCS1
LB3 TAG CAT CTG AAT TTC ATA ACC AAT CTC GAT ACAC pCSAl110 Sail-Linien
LBal TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G pROK Salk-Linien
08760 CTA CAC TGAATT GGT AGC TC pAC106 GK-Linien

AT5G59370
Aktin_for TGG GAT GAC ATG GAG AAG AT AT2G37620

AT3G18780

AT1G49240

AT5G59370
Aktin_rev ATA CCA ATC ATA GAT GGC TGG AT2G37620

AT3G18780

AT1G49240
APR1 118 for GTT CATGTT GCT CCTGTGTCTC At4g04610
APR1_768 rev CAA ACT ACC AAC TCC ACC ATC C At4g04610
SDI1_280 for CTC AAG GAC ATG GCT GTTGTAA AT5G48850
SDI1_857 rev AAG ACA TCC TCC ATC TCAGCAT AT5G48850
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