Oxidativer Stress in Pflanzen
1. Leben entstand im anaeroben Milieu (ROS)
2. Die meisten Zellkompartimente sind reduzierend.

3. Die Akkumulation von O, hatte Vorteile — aerobe Atmung, aber auch
Nachteile - O, kann als Zellgift wirken.

Primare Endosymbiose CCMs?

Erste
Cyanobakterien Landpflanzen

| |

50 — 50
25 —» COZ L 40
= 4 =
S 049 O. (3 =
O , — 20 O
O 02— =
0.1 — — 10
0.04 — 7/
0.00 | | [ [ [ | 7/ | | | | | 0
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550 500 400 300 200 100 0
Zeit in Millionen Jahren
O R—OH
R OH + H,0
Glutathione peroxidase reductase \A/"

y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycine G—SH + HS—G ﬁ/ G—S—S—G
B ™\

ROS Stress und Zuckersignale NADP* NADPH / H*




Tiere - Hauptquellen fur ROS

a) Mitochondria

Stimuli inducing increased mitochondrial
generation of ROS:

- serum deprivation - hypoxia

- integrin signalling - ceramide

- apoptosis - p53

- TNFa - oncogenic Ras

b) NADPH oxidase

Phagocytic Cells
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Stimuli for activation of NADPH oxidase and 5-lipooxygenase

- integrin signalling - immunological stimuli
- growth factors - hypoxia
- cytokines/hormones - oncogenic Ras
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E. coli — OxyR kooperiert mit SoxR
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,Retrograde signaling®“ — Chloroplasten
(Mitochondrien) kontrollieren Kernaktivitaten
Pflanzen — Chloroplasten sensieren und vermitteln Licht/oxidativen Stress
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Nott A, et al. 2006.

Annu. Rev. Plant Biol. 57:739-59




Verschiedene Gene werden kontrolliert —

Erfolgt das durch spezifische Signalwege?

Excess light Photoreceptors

(phototropin, neochrome, cryptochrome)
Change in thylakoid lumen pH

M Change in redox state

Sensing mechanisms (PQ, thioredoxin, glutathione)

Production of ROS

(singlet oxygen, H,0;)

Accumulation of metabolites

v (e.g., Chlintermediates)

Signal transduction

Chloroplast avoidance movement

\/ Nonphotochemical quenching (gE)

Acclimation responses
Changes in gene expression

Systemic acquired acclimation

Li Z, et al. 2009.
Annu. Rev. Plant Biol. 60:239-60




Genome uncoupled (gun) Mutanten

Kerngene werden nicht mehr durch Chloroplasten reguliert
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Modell des ,,retrograde signaling“ durch GUN

Mg-ProtlX soll ein cytoplasmatischer Repressor sein

Bei Lichtsress/Chloroplastenproblemen
wird die Chlorophyllsynthese
gestort, z.B. verminderte LHC-Synthese.

Chloroplast

Plasnd l Mg- ProtoIDL.:

gene expression

Intermediate der Chlorophyllbiosynthese /GUW,
akkumulieren, das muss vermieden .
werden. e n s
§ G}’f‘,’ Mg-ProtolX 77 Nucleus S\,

Das Intermediat Mg-ProtolX wird
sensiert und reprimiert
Ihc-Gene im Kern.

Cytosol
Wie kommt Mg-ProtIX aus dem Chloroplast?

Wie wird Mg-ProtolX erkannt?
’;ﬁ‘ Nott A, et al. 2006.
Annu. Rev. Plant Biol. 57:739-59



Welches Signal (Metabolit, Protein, RNA) verlasst
tatsachlich den Chloroplasten?
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Der Chloroplast ist Hauptquelle von Redoxstress

Redoxsignal wird an Kern Gbermittelt — wie?
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Plastidial retrograde signalling — a true
“plastid factor’” or just metabolite

signatures?

Thomas Pfannschmidt

Institute of General Botany and Plant Physiology, Department of Plant Physiology, University of Jena, Dornburger Str. 159, 07743

Jena, German v

Chloroplast versorgt die Pflanze mit Metaboliten:
C-Fixierung
N-Assimilation

u.a. Biosynthesen laufen im Chloroplasten

Signaltransduktion im pflanzlichen
Kohlenhydrat Stoffwechsel
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Sugar-Sensing in Pflanzen ist extrem vielfaltig

Source Activity

B L Sugar H Y
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Nutrient remobilization
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Sugar-Sensing in dem Bacterium Escherichia coli

Catabolite Activator Protein wird durch cAMP aktivert
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Glucose

dient der Glucose-
Aufnahne und
Sensierung!

FP; + cAMP

Pyvruvai

X X

|04 § | P e HPr~F
didu {l I & }

Glucose
—

l

i{:’ Iucose-6-F hasphat




In der Hefe Saccharomyces cerevisiae existieren

mehrere Wege zur Detektion von Zuckern
Hexosetransporter induction pathway

Yeast ' . ' Rgt2
Sni3 “u W Gpr1 cAMP and G-protein
____@ U / dependent pathway
.th. Rgs2 3 Gpa2 to sense glucose
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Sugar-Sensing in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae - der Glukose-Repressions-Weg

j Glucose, F_mct;iilll_nnu;-

/'1"
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Y // \:E

Hxt Glucosetransporter / extrazellularer Sensor
(Snf3 Rgt2)

Hxk2 intracellularer Glukosesensor

Snfl Nonfermenting Proteinkinase -Komplex

Snf4 Snfl Aktivierungs Untereinheit

Migl Transcriptionaler Repressor Komplex

Glc7 Protein Phosphatase 1

Glukose in hohen Konzentrationen im Medium fuhrt zur
Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren, die Gene der
Galaktose- bzw. Maltoseverwertung, fiir die Respiration,
Gluconeogenese aktivieren.

Die Repression dieser Gene erfolgt durch Wirkung des
zentralen Repressorkomplexes Mig1l.

Die Snfl-Kinase wird durch Glukose inaktiviert. Damit fallt
die Phosphorylierung von Migl aus und Mig1 wirkt als
Repressor-Komplex.

Phosphoryliertes Migl (Snfl aktiv bei Glucosemangel) wirkt
als Transkriptionsaktivator und initiiert die Transkription
dieser Gene.
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Die Arabidopsis gin2 -Mutante (glucose insensitive) ist in
einer Hexokinase defekt.

- Zucker (Glucose) verzogert Keimlingsentwicklung.
- Hexokinase (HXK) ist Zuckersensor

- Metabolit-unabhé&ngig, da auch enzymatisch inaktive HXK den gin2-Phanotyp
aufhebt.

9
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Hypothetisches Modell des Sugar-Sensings in Arabidopsis
umfasst mindestens 5 Wege nach Jen Sheen
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Hypothetisches Modell des Sugar-Sensings In
Arabidopsis a) Hexokinase als zentraler Sensor

Plant
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Hexokinase 1 (HXK1) in A. thaliana

Daneben existieren HKLs, HXK-like proteins

Hauptmenge an Mitochondrien, wo
Glykolyse stattfindet

HXK auch im Chlorplast, Rolle im Dunkeln

HXK ist Teil von Kernkomplexen, wo

1. Proteinstabilitat und

2. Transkriptionsaktivitat

beeinflusst wird.
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Hypothetisches Modell des Sugar-Sensings in Arabidopsis
a) Hexokinase ist Teil eines Transkriptionskomplexes
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Hypothetisches Modell des Sugar-Sensings in Arabidopsis
b) Hexokinase-unabhangige Sensierung Uber Transporter

Plant i,
*Chl-:-r-:-plaed ﬂnl'"m
Glc- |-u-:|-: -GEP | Euc Zuckertransporter sollen als weitere Sensoren
dienen
o N er: = GEP \ Externe Saccharose wird lber ein Transporter-
HXK ahnliches Molekul sensiert

o G;; - e/ Monosaccharide evtl. auch so sensiert

- Diese Proteine haben keine Transportaktivitat
e E,%fm, =P HxK Haben eine verlangerte cytoplasm. Domane, die
. CGT

R ! auch bei verwandten Hefeproteine auftritt
o £ En
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Hypothetisches Modell des Sugar-Sensings in Arabidopsis
c) G-Protein-abhangiger Weg und d) SnRKs d) Trehalose-6-P

Gikz

m{m Hcmﬂ @Gcm
HGPAI
N \i

q{ SnRK1 —= _ _ .
o insbesondere bei Mangelsituationen
e) Trehalose-6-Phosphat ist wichtiger Regulator,
GEF‘ = TPS = TEP = TPF =o=Tre - i
der wahrscheinlich insbesondere auf

o Starkesynthese einwirkt, mehr als 10 Tre-
Syntheseproteine!

c) G-Protein-abhangige Zuckersensierung bei der
Samenkeimung und —entwicklung

;”

d) SnRK1 u.a. messen Zuckerstatus der Zelle,

Pflanzenphysiologie
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SnF1 ,non-sucrose-fermenting related” - Kinasen sind an der
Signaltransduktion im Kohlenhydratstoffwechsel beteiligt

. HeBdee

SnRK2

Diese Kinasen aus Arabidopsis sind den AMPK
(AMP activated protein kinases) homolog und
gehoren zur Kinasesuperfamilie der CDPK's, die
die pflanzlichen Calmodulin-like-domain
Proteinkinasen enthalten.

SnRK2 spielt eine Rolle bei der Aba-
Signaltransduktion!

Diese Kinasen werden bei geringen Glukosekonzentrationen aktiviert und
fuhren zum Anschalten von Genen, die bei hohen Glukosekonzentrationen
unterdruiickt sind.
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Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels durch SnRKs

Mitrate reductase
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e) Trehalose-6-Phosphat ist flur phanotypische
Veranderungen verantwortlich

GEF = TPS = TEP = TPP =e=Tre
Y ¥
ibrane

. transgene Arabidopsis-Pflanzen mit
unterschiedlichen T-6-P-Gehalten

T-6-P hoch:

— kleine Blatter, dunkelgriin, buschig,
wenig Samen

T-6-P niedrig:

— langsameres Wachstum, starke
Apikaldominanz, Samen reichlich

Signal -Transduktion im pflanzlichen Kohlenhydrat Stoffwechsel  uni
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TRANSCRIPTIONAL

RECULATION
[Acpsts ]
v
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l V mRNA
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Aktivierung der
T-6-P-Synthese

AGPase oxidised

SH REPOX (inactive form)
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1
AGPase reduced
(active form)

Respiration

STARCH

T-6-P vermittelt post-translationale Redox-Aktivierung der AGPase als

Antwort auf Saccharose

T-6-P wird im Cytosol synthetisiert und wirkt vermutlich als Reporter fur

den Metabolitstatus zwischen Cytosol und Chloroplast

Signal -Transduktion im pflanzlichen Kohlenhydrat Stoffwechsel

Pflanzenphysiologie "

PUR

Universitidt Rostock =



Hypothetisches Modell des Sugar-Sensings in Arabidopsis
Zucker-Signale beeinflussen alle Hormonsignalwege!!

Glucose Metabolism-dependent
HXK1-independent HXK1 .
y i
ABA1 :
ABAZ :
stress ——= .
ABA3 :
AADS [ ABI3
l ABl4
ABIS
ABF3 =—+— ABA — = Auxin Cytokinin EIN3
ABF2
ABFa4
B ! ABF3
ABI2  ABlg _ ABFa Y Y
ARFs/IAAs ARRs
¥ Y l 1 Y Y
Vegetative stress response Germination / early seedling development semphysiologie
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Der pflanzliche Kohlenhydratstoffwechsel
unterliegt einer strikten Regulation

Regulationsebenen

Signalaufnahme und Transduktion

Regulation der Genexpression

Allosterische Regulation

Kohlenhydrat-Sensoren: Hexokinasen,
Proteinkinasen SnRK-1, Transporter

Licht und Zucker vermittelte (Glukose,
Saccharose) Aktivierung und Repression von
Genen der Photosynthese und des KH-
Metabolismus

Regulation von Enzymaktivitaten durch
Metabolite des KH-Stoffwechsels, feed back
Regulation

durch das Ferredoxin-Thioredoxin System wird
der Redox-Status dieser Enzyme beeinflusst

durch das Verhaltnis an verfiigbarem Phosphat
und Stickstoff

durch CO,, pH und Mg?* lonenkonzentration

Pflanzenphysiologie

PUR

Signal -Transduktion im pflanzlichen Kohlenhydrat Stoffwechsel  universitit Rostock



Regulation des Calvin-Benson-Zyklus - Zusammenfassung

cO - ATP
j 2 | RubisCO 3-Phosphoglycerat &
ApH Mg 20
TR Ribulose-1,5-bisphosphat 2x 3-Phosphoglycerat
ADP [ ADP Ribul 2ATF
3-Phosphoglycerat [ - ol
progy ATP phosphat- 2 ADP
NADPH + H® Kinase
NADP® Ribulose-5-phosphat 2x 1,3-Bisphosphoglycerat
. 2 NADPH
Gycerinaldehyd-
002 phosphat- s
Dehydrogenase 2 NADP® + 2P
Sedoheptulose- 2x Triosephosphat
N t ( 7-phosphat TR
uconat- =] Sedoheptulose- ApH
6-phosphat bis-o £ormepe Mgpze
phosphatase Gycerat = Fructose-
1,6-bisphosphat
e Sedoheptulose- Fructose-
-0- -bi bis-
TR*E] phosphat- 1,7-bisphosphat pF AR 1
NADP Dehydrogenase \ P
Glucose- Fructose- R
@
NADPH + H 6-phosphat = > 6phosphat B AoH
NADP® =
Gycerat
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Triosephosphat wird im Cytosol zu Saccharose umgesetzt

-

-
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Allosterische Regulation der Saccharosesynthese

STROMA CYTOSOL
Triose- ________,  Fructose-1,6- ae v Ll
phosphat bisphosphat =
-
4
Fructose-1,6- =P Fructose-2,6- ‘ Fructose-6-
bisphosphatase bisphosphat g 0 phosphat
Glucose-1- & Glucose-6- o Fructose-6- -------------- » [
phosphat > phosphat > phosphat ?
uTP ; ; P
: Saccharose- :
PP phosphat- P
‘ Synthase
UDP-Glucose 1 '
\ N |
———————— > R R
A
Saccharose-6-
phosphat
P J
Calvin '
Saccharose
Zyklus

Im Calvin Zyklus werden 5/6 des
Triosephosphats fiir die Generation
von Ribulose-bisphosphat benotigt.
1/6 kann durch den TPI ins Cytosol
transportiert werden.

Bei Mehrentnahme konnte der CO,-
Akzeptor nicht mehr regeneriert
werden.

Aufgrund von ,feed back® Regulation
der Photosynthese, wirde ein
Anstau von Triosephosphat die
Photosynthese hemmen. Weiterhin
muss das Phosphat im
Gegenaustausch in den
Chloroplasten gelangen, um die
Photosynthese ablaufen zu lassen.
Phosphat-Mangel hemmt die
Photosynthese.

Zuckersynthese durch Photosynthese im Chlorplasten und Zuckerverwendung
im Zytoplasma sind prazise aufeinander abgestimmt!

Signal -Transduktion im pflanzlichen Kohlenhydrat Stoffwechsel
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Fruc-2,6-bisphosphat reguliert Saccharosesynthese

Fruktose-1,6-Bisphosphatase

STROMA CYTOSOL
------------------------------------------------ e N
: Regulationsventil fur
. ADP ' ATP
Triose- ___,  Fructose-1,6- v
e —— t;g;;ggphm 3 L Saccharose Synthese )
Fructose-1,6- = I Fructose-6- 4 N\
. 4 Irreversible Reaktion
Gl 1- - Gl -6- <« Fructose-6- -------------- »E'I '
e i \\K N J
uTtp | f 2
. Saccharose- ' e ~
PP qT phosphat- P
UDP-Glucose : L e ; Regulator Fruktose-2,6-
S e o PO . L bisphosphat y
y
Saccharose-6-
phosphat 4 N\
Inhibitor der Fruktose-1,6-
P+ bisphosphatase
\ J
Y
Saccharose e ~
Aktivator der PP-abhangigen
Fruktose-6-P-Kinase
N J
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Fruc-2,6-bisphosphat reguliert Saccharosesynthese

Fructose-1,6-bisphosphat

4

PP-Fructose- Fructose-1.6-
6-phosphat- bisphos hat’élse
Kinase h
p

PP

:
N

v
Fructose-6-phosphat

Signal -Transduktion im pflanzlichen Kohlenhydrat Stoffwechsel

ADP

Fructose-2,6-

bisphosphat

ATP

Fructose-
6-phosphat-
2-Kinase

Fructose-6-

phosphat

Fructose-2,6-
bisphosphatase

aktiviert durch:
Phosphat
Fructose-6-phosphat

gehemmt durch:
Dihydroxyaceton-
phosphat ,
3-Phosphoglycerat

gehemmt durch:
Phosphat
Fructose-6-phosphat
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Regulation der Saccharosesynthese durch
Phosphorylierung der SPS, komlementare Regulation der
Nitratreduktase!

Less active

Glucose

6-phosphate  ——

SPS \ SPS
kinase phosphatase I_.;

More active

®,
GeD—OH

Sucrose-
phosphate
synthase

b1

Glucose @,
6-phosphate
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Allosterische Regulation der Starke-Synthese
ADP-Glucose-Pyrophosphorylase ist Haupttarget!

Cytosol Stroma
P Glucose 6 phosphate 3 = Glucose 1-phosphate
f - AT
) @B ~—
, | |ADP-glucose
® Y >~ ® ! | | pyrophosphorylase
Triose phosphate Triose phosphate (
\. ' !.l._‘\/\_' E
1.3 Bisphosphoglycerate
| -
3-Phosphoglycerate : / ADP 8'"“’“'
{ e
Photosynthesis
Chloroplast
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