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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung Stress-induzierbarer Weizen-
Lipoxygenasen (Weizen-LOX). Insbesondere sollte die Rolle von Weizen-LOX nach
Pathogenbefall und nach Elicitierung untersucht werden. Hierbei spielen sowohl 9- als
auch 13-LOX-Spezies eine Rolle. Zur Untersuchung beider LOX-Spezies wurden
verschiedene Ansatze verfolgt. Zunachst wurde die protein- und biochemische
Charakterisierung von bekannten induzierbaren Weizen-LOX-Enzymen fortgefuhrt.
Der Fokus dieser Untersuchungen lag bei den hochaktiven LOX-92- sowie den

plastidaren LOX-103-Spezies.

Bei den LOX-92 handelt es sich aufgrund der Positionsspezifitdit um Vertreter der 9-
LOX. Unabhéngig vom vorangegangenen (Stress-) Reiz sind sie fir etwa 80% der
LOX-Enzymaktivitat verantwortlich. Sie sind nicht in den Plastiden zu finden, offenbar
sind sie im Cytoplasma lokalisiert. Northern-Analysen zeigten, dass ihre Induktion
nach Pathogenbefall und Elicitierung nicht auf eine de novo-Synthese zurtckfihrbar
ist. Eine posttranslationale Aktivierung der LOX-92 ist daher wahrscheinlich.

Mithilfe einer Uber RT-PCR konstruierten Weizen-LOX-Sonde (L500) konnte eine
vollstdndige Weizen-LOX cDNA, die LOX2 Tal, kloniert werden. Es gibt ausreichend
Hinweise, dass LOX2 Tal und LOX-103 identisch sind. Sie sind mit hoher Sicherheit
Vertreter der 13-LOX. Fur die LOX2 Tal ist eine Induktion durch Methyljasmonat
(Meja) und Verwundungsstress auf RNA-Ebene gezeigt worden. Mit Hilfe von
Northernanalysen, Sequenzanalysen und durch die Einordnung in einen
phylogenetischen Stammbaum konnte die LOX2 Tal gut charakterisiert werden:

e Es handelt sich um eine 102 kDa 13-LOX mit einer putativen Chloroplasten-
Zielsequenz. Gemald neuerer Nomenklatur gehort sie demnach zu den Typ2-
LOX.

e Sie muss aufgrund ihres hohen Instabilitdtsindex von 48,76 als ein instabiles
Molekll eingeordnet werden. Hohe LOX-Enzymaktivitatsverluste innerhalb
weniger Tage bestatigen diese Klassifizierung.

e Uber den phylogenetischen Stammbaum konnte eine enge Verwandtschaft zu

zwei Gramineen-LOX-Enzymen dokumentiert werden, der LOX2 Hv 1 (Vor6s
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1998) aus Gerste und zur LOX2 Os2 (Zabbai 2004) aus Reis. Diese beiden
LOX scheinen eine Rolle bei der induzierten Resistenz zu spielen. Fiur die
LOX2 Tal konnte dies bisher nicht bewiesen werden. Jedoch akkumulieren
ihre Transkripte nach Inokulation mit dem Nicht-Wirt Blumeria graminis f. sp.

hordei, dem echten Gersten-Mehltau.

Nach Pathogen- bzw. Stress-Induktion werden sowohl die cytosolische 9-LOX LOX-92
als auch die plastidare 13-LOX LOX-103 (= LOX2 Tal) zeitgleich aktiviert. Eine
gemeinsame Regulation im Rahmen der Signal- und Reaktionsnetze beim Ablauf
pflanzlicher Abwehrreaktionen wird diskutiert.

Zusatzlich ergaben sich Hinweise, dass bisher nicht identifizierte Komponenten eine

wichtige Rolle bei der LOX-Stabilitat und —Aktivitat beim Weizen spielen.
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Einleitung

2 Einleitung

Getreide nimmt fur die Ernahrung der Menschheit eine fihrende Stellung ein, allein
die Jahresproduktion von Weizen liegt bei rund 595 Millionen Tonnen.
Ernteverluste durch tierische Schadlinge sowie durch pilzliche und bakterielle
Pathogene haben immer wieder zu verheerenden Hungerkatastrophen gefuhrt. Seit
dem Beginn der Kultivierung von Nutzpflanzen sind daher Pflanzenkrankheiten und
die entsprechenden SchutzmalRnahmen notwendigerweise von hohem Interesse.
Theodor Mommsen z.B. beschreibt in seinem Buch ,Rémische Geschichte® (1856),
dass schon die Romer ,am 25. [April] dem boesen Feinde der Saaten, dem Roste
(Robigus: Robigalia) Opfer dargebracht [haben]®. Das dort erwahnte Pathogen, der
Weizenschwarzrost (Puccinia graminis f. sp. tritici), ist immer noch eine der meist
gefurchteten Pflanzenkrankheiten, zu deren Verstandnis auch die vorliegende Arbeit
einen Beitrag leisten mochte.
Allein die Rostpilze verursachen regelmafRlig Einbuflen von ca. 10% des weltweiten
Getreideertrags. Pflanzenschutz hat also bis heute, gerade in Zeiten der Monokultur,
nichts von seiner Aktualitat verloren. Im Gegenteil, es werden enorme Anstrengungen
unternommen, um Nutzpflanzen vor Pathogenbefall zu schitzen. Dies erreicht man
auf unterschiedliche Weise, durch den Einsatz von chemischen
Pflanzenschutzmitteln, aber auch durch die Zichtung resistenter Sorten. Beides birgt
Nachteile in sich: der enorme Einsatz von Pflanzenschutzmitteln ist nicht nur teuer
und umweltbedenklich, sondern aufgrund der raschen Anpassung der Schaderreger
auch haufig im Nutzen eingeschrankt. Ebenso werden die Resistenzen der
Zuchtungen manchmal relativ schnell wieder gebrochen.
Von Natur aus sind Pflanzen jedoch gegen die meisten potentiellen Pathogene durch
wirksame Abwehrstrategien geschutzt. Diese natlrlichen Schutzmechanismen nimmt
der moderne Pflanzenschutz sich zum Vorbild, um in Zukunft effizientere Wege zu
beschreiten und so z.B. den Einsatz chemischer Mittel auf ein Minimum zu
beschranken.
Die Prozesse auf molekularer Ebene werden daher genau untersucht. Man will
verstehen, warum einige Pflanzen gegen bestimmte Pathogene resistent sind, gegen
andere wiederum nicht. Wie funktioniert das Erkennen bzw. Nicht-Erkennen von
1
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Pathogenen? Welche Signaltransduktionen sind von Noten? Wie werden die Angreifer
gestoppt oder vielleicht sogar abgetétet? Welche molekularbiologischen Prozesse
sind beteiligt? Wieso kdnnen Schaderreger diese Mechanismen bei bestimmten
Sorten nur schwer durchbrechen? Wiese gelingt es ihnen bei anderen Sorten?

Ein prominentes Beispiel einer stabilen naturlichen Resistenzsituation findet man im
Weizen-Weizenschwarzrost-System. Die Weizensorte Prelude Sr5 ist in der Lage,
eine Besiedlung von Puccinia graminis f. sp. tritici erfolgreich zu bekadmpfen. Obwohl
gerade in diesem Fall viele Daten gesammelt und dokumentiert sind, konnte die
Komplexitat der Abwehrreaktionen nur teilweise erfasst werden. Die vorliegende
Arbeit soll versuchen, einen kleinen Ausschnitt dieser komplexen Ablaufe auf

biochemischer und molekularer Ebene zu untersuchen, um sie besser zu verstehen.

1.1 Die pflanzliche Abwehr

Wie bereits oben angesprochen, sind in den meisten Fallen die pflanzlichen
Abwehrreaktionen so effizient, dass potentielle Pathogene keinen Erfolg haben (Isaak
1992; Krautwig and Lorz 1996; Ishida et al. 1997). Es bestehen prinzipiell zwei
Abwehrmechanismen bei Pflanzen: die passive und die aktive Abwehr.

Wahrend fur die aktive Abwehr die Erkennung des Schadlings unabdingbar ist,
geschieht die passive Abwehr ohne Erkennung durch den Wirt. Man spricht in diesem
Fall auch von praformierter Abwehr. Hierzu gehoren passive mechanische Barrieren
(strukturelle Resistenz), wie z.B. Struktur und Anzahl der Stomata oder eine verdickte
Kutikula, und die rasche Freisetzung von vorgebildeteten bzw. konstitutiv
vorhandenen chemischen toxischen Substanzen, wie z.B. Saponine, Phenole bzw.

Phenolderivate oder cyanogene Glycoside.

2.1.1 Die Nicht-Wirt-Resistenz

Eine andere Einteilung pflanzlicher Abwehr unterscheidet zwischen Wirt- und Nicht-

Wirt-Resistenz. Die Nicht-Wirt-Resistenz zeichnet sich nach gegenwartigem

Verstandnis oft durch einen polygenen Charakter aus und kann daher von potentiellen

Pathogenen nicht so schnell gebrochen werden. Ein wichtiger Unterschied zur Wirt-

Resistenz ist, dass sie nicht auf einzelne Pflanzensorten beschrankt sind, sondern

weiter verbreitet wirksam ist und ganze ,Pflanzengruppen® betrifft. Konstitutive
2
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Barrieren (chemischer bzw. physikalischer Art) bilden die erste Abwehrfront (u.a.
Heath 2000; Dixon 2001). Dies geschieht unabhangig von der Erkennung des
potentiellen Pathogens. Werden diese ersten Barrieren Uberwunden, ist eine
Erkennung eines Pathogens (ahnlich der Unterscheidung zwischen Selbst und Nicht-
Selbst beim tierischen Organismus) notwendig (Heath 2001; Mellersh and Heath
2003; Nurnberger and Lipka 2005). Unterschiedliche Signale spielen dabei eine Rolle,
wie z.B. mechanische Reize und Elicitoren (endogene und exogene). Letztere werden
von einigen Autoren auch als ,Pathogen-associatetd molecular Patterns® (PAMP)
bezeichnet (u.a. Nurnberger et al. 2004). Hierzu gehoren u.a. Chitine, Invertase, B-
Glukane oder Lipopolysaccharide (Zeidler et al. 2004). Uber Signalerkennung und die
anschlielfende Signaltransduktion folgen induzierbare Abwehrreaktionen der Nicht-
Wirt-Resistenz. Diese Reaktionen sind z.T. relativ unspezifisch und kénnen so eine
grol3e Bandbreite moglicher Angreifer erfassen. Stellvertretend fur die Vielzahl der
Mechanismen sollen hier die Produktion von Phytoalexinen und HR-ahnliche
Reaktionen (u.a. Nurnberger and Brunner 2002; Nurnberger and Lipka 2005) genannt

werden.

2.1.2 Die Wirt-Resistenz

Die Wirt-Resistenz ist spezifischer als die zuvor beschriebene Nicht-Wirt-Resistenz.
Oft ist sie auf einzelne Pflanzensorten beschrankt. Bei der Wirt-Resistenz kann man
zwischen horizontaler und vertikaler Resistenz bzw. quantitativer und qualitativer

Resistenz unterscheiden:

Die quantitative (horizontale) Resistenz beruht ahnlich der Nicht-Wirt-Resistenz haufig
auf dem Zusammenspiel mehrerer Gene (polygen) und ist daher flr potentielle
Pathogene schwer zu durchbrechen. Diese Form der Resistenz ist nicht auf
bestimmte Rassen beschrankt (rassenunspezifisch), aber oft auch nicht vollstandig,
sie kann z.B. auf ein bestimmtes Organ beschrankt sein. Die genauen

Wirkungsmechanismen sind noch unbekannt (Schlésser 1997).

Zur vertikalen (qualitativen) Resistenz gibt es dagegen relativ viele Daten:
Schon in den fruhen vierziger Jahren hat Flor (Flor 1942; Flor 1947) aufgrund seiner

Arbeiten mit Flachspflanzen und unterschiedlichen Rassen des Rostpilzes
3
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Melampsora lini die Basis fur die ,Gen-fur-Gen-Hypothese® gelegt. Er konnte zeigen,
dass spezifische Resistenz in diesem Wirt-Pathogen-System nur dann vorliegt, wenn
einem dominanten Resistenzgen R der Wirtspflanze ein dominantes Avirulenzgen A
auf Seiten des Pathogens entspricht. In diesem Fall kann keine Infektion stattfinden,
d.h. die Wirt-Parasit-Interaktion ist inkompatibel.

Fir eine inkompatible Interaktion sind also immer beide dominanten Gene,
Avirulenzgen A und Resistenzgen R notwendig. Es ist daher davon auszugehen, dass
diese Form der Resistenz das Resultat einer Co-Evolution von Wirtsorten und den
entsprechenden Pathogenen ist. Hoher Selektionsdruck fuhrte zur Rassen-Sorten-
Spezifitat bei der Wirt-Resistenz.

Eine suszeptible (kompatible) Wirt-Parasit-Interaktion findet nach der Gen-fur-Gen-
Hypothese immer dann statt, wenn andere Genpaarungen als AR gegeben sind
(Tabelle 1.1). Kompatibel bedeutet, dass die Infektion erfolgreich ist, die Pflanze ist

anfallig.

Die Gen-fur-Gen-Hypothese

Virulenz- oder Avirulenzgene des Resistenz- oder Anfalligkeitsgene der Pflanze
Pathogens R p
A AR Ar
resistent anfallig
a aR ar
anfallig anfallig
Tab. 1.1 Die Gen-fur-Gen-Hypothese — vereinfachte Darstellung

Nur wenn bei einer Wirt-Pathogen-Interaktion ein dominantes Avirulenzgen A auf ein
dominantes Resistenzgen R trifft, ist diese Interaktion inkompatibel und die Pflanze
somit resistent gegentiber dem Pathogen. Alle anderen Kombinationen flihren zu einer

kompatiblen Interaktion, d.h. die Pflanze ist diesem Pathogen gegenuber anfallig.

2.1.3 Abwehrmechanismen von Pflanzen

Es gibt zahlreiche wirksame Abwehrmechanismen bei Pflanzen. Haufig ist es so, dass

das gleiche Abwehr-Programm sowohl bei der kompatiblen als auch bei der

inkompatiblen Reaktion ablauft bzw. zumindest gestartet wird. Entscheidend Uber den
4
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Erfolg ist oft die Schnelligkeit, mit der die Reaktionen anlaufen. Ein Beispiel hierfur ist

die frGhe Aktivierung der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) sowie anderer

wichtiger Enzyme der Ligninbiosynthese bei der Interaktion von Reis mit dem Pilz

Magnaporthe grisea bei der inkompatiblen Interaktion (u.a. Thieron 1993). Eine

absolute Resistenz gibt es, genau wie eine vollstandige Suszeptibilitat, eher selten

(u.a. Agrios 1997), sondern es werden unterschiedliche Resistenzauspragungen

beobachtet. Der Score flr den Befall (Infektionsklassen) wird makroskopisch bestimmt

und reicht von 0 (hochresistent) bis 4 (hoch suszeptibel).

Nachfolgend werden einige nach unserem heutigen Verstandnis wesentliche, von

Pflanzen genutzte Abwehrmechanismen genannt:

Zellwandmodifikationen
Die lokale Verstarkung der Zellwand durch Einlagerung von Kallose, Lignin
und/oder Glykoproteinen (Collinge and Slusarenko 1987) dient als
mechanischer Schutz. Eine besondere Form sind eng begrenzte
Zellwandappositionen (Papillen), welche direkt an der Penetrationsstelle des
Pathogens (Bestwick et al. 1997) gebildet werden und so ein Fortschreiten der
Infektion verlangsamen oder sogar verhindern.
,Oxidative burst"
Die rasche transiente Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS; ,oxidative
burst®), wie z.B. von H,0O,, Superoxidanionen oder Hydroxylradikalen, gehort zu
den frihen Abwehrreaktionen der Pflanzen. Kombrink und Somssich (1995)
beschreiben die ROS als ,first line of defense®, welche Pathogene entweder
direkt abtéten (u.a. reviewed in Baker and Orlandi 1995) oder zumindest die
Ausbreitung des Erregers durch rasche Initiierung der Zellwandverstarkung via
,oxidative cross linking“ behindern. Den ROS werden sowohl direkte (z.B.
toxische), als auch indirekte (z.B. die Aktivierung von Abwehrgenen)
Funktionen (Jabs et al. 1997) zugeschrieben. Auch an der an der
Signaltransduktionskaskade (u.a. Nurnberger et al. 1994; Nurnberger et al.
1997) pflanzlicher Abwehrreaktionen und bei der induzierten Resistenz (Bi et al.
1995; Neuenschwander et al. 1995) scheinen ROS eine Rolle zu spielen. Eine
Beteiligung von ROS an der Hypersensitiven Reaktion (HR) wird ebenfalls von
mehreren Autoren propagiert (u.a. Levine et al. 1994; Tenhaken et al. 1995;
Lamb and Dixon 1997; Bolwell 1999).

5
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Zur Bildung der ROS werden vermutlich an der Zelloberflache vorhandene
Komponenten aktiviert, es existieren unterschiedliche Hypothesen (Wojtaszek
1997).

Einige Autoren propagieren die Aktivierung des Sauerstoffs durch
membrangebundene NADPH- Oxidasen, ahnlich dem ,respiratory burst® bei der
Phagozytose im tierischen System (Van Gestelen et al. 1998). Eine andere
Hypothese besagt, dass zellwandgebundene Peroxidasen in der Lage sind,
eine pH-abhangige Produktion von H;O, zu generieren (Wojtaszek 1997;
Scheel 1998).

Hypersensitiver Zelltod (HR)
Der Hypersensitive Zelltod (= Hypersensitive Reaktion, HR) wird als eine Form
des Programmierten Zelltods (,Programmed Cell Death“, PCD) angesehen,
welcher wenige Minuten nach Pathogenangriff startet (u.a. Greenberg 1996;
Hammond-Kosack and Jones 1996; Agrios 1997). An der Infektionsstelle
erkennt man, auch mit bloBem Auge sichtbare, eng begrenzte Nekrosen. Auf
zellularer Ebene treten u. a. Membranschadigungen, Lignifizierungen,
Dekompartimentierung  der  Wirtszellen, Induktion  von Enzymen,
Elektrolytverlust und DNA-Degradierung auf (Collinge and Slusarenko 1987;
Dangl et al. 1996).
Phytoalexine
Phytolalexine sind niedermolekulare Substanzen mit antimikrobieller Wirkung,
die bei vielen Pflanzen nahe der Infektionsstelle akkumulieren (Hammond-
Kosack and Jones 1996; Rusterucci et al. 1996; Nurnberger et al. 1997). Oft
besteht eine Korrelation zwischen der Resistenz einer Pflanze und ihrer
Phytoalexinsynthese (Croft et al. 1993; Padmavati and Reddy 1999)
Pathogenesis Related (PR-)-Proteine
Nach Pathogenbefall akkumulierende Genprodukte, deren Aktivierung kurz
nach dem Pathogenkontakt oder Elicitierung nachweisbar ist, werden als
.Pathogenesis Related” (PR-)-Proteine zusammengefasst (Bowles 1990).
PR-Proteine sind induzierbare saurestabile relativ kleine Molekile von 15 - 40
kDa. Kennzeichnend ist ihre Unempfindlichkeit gegenliber Proteinasen.
Auffallig ist zudem, dass der isoelektrische Punkt (pl) dieser Proteine haufig
entweder stark basisch oder stark sauer ist (Elstner and Osswald 1996). Zurzeit
6



Einleitung

sind 17 verschiedene Familien bekannt (Stintzi et al. 1993), wobei die
Zuordnung zu den einzelnen Familien auf der Aminosauresequenz, der
biologischen Aktivitat und auf serologischen Verwandtheitsgraden beruht. Zu
den PR-Proteinen gehdren u.a. Chitinasen, Glucanasen, Proteinase-Inhibitoren
und Peroxidasen. Von einigen PR-Proteinen ist die Funktion noch unbekannt
(Van Loon 1994; Elstner and Osswald 1996; Van Loon 1999).

Obwohl bisher zahlreiche Einzelheiten bezlglich der pflanzlichen Abwehr bekannt
sind, bleibt festzuhalten, dass viele Fragen hinsichtlich des Zusammenwirkens der

oben aufgefuhrten Mechanismen noch offen sind.

214 Die Wirt-Pathogen-Erkennung: Elicitoren

Fir die Einleitung spezifischer Abwehrreaktionen ist das Erkennen des Pathogens
durch den Wirt unabdingbar. Dieser Vorgang wird durch das Rezeptor-Elicitor-Modell
(Keen 1990) beschrieben. Hiernach erfolgt die Erkennung des Pathogens bei der
inkompatiblen Interaktion Uber die Bindung eines spezifischen Elicitors durch einen
Rezeptor des Wirtes (reviewed in Nurnberger 1999).

Es wird haufig postuliert, dass der Elicitor ein direktes Produkt des entsprechenden
Avirulenz-Gens auf Seiten des Pathogens ist. Einige bekannte rassenspezifische
Elicitoren, wie z.B. die AVR9- und AVR4-Peptide von Cladosporium fulvum, einem
pilzlichen Schaderreger von Tomaten, entsprechen dieser Hypothese (de Witt et al.
1997; Lauge et al. 2000). Es gibt jedoch auch Elicitoren, die rassenunspezifisch
wirken. Der in dieser Arbeit eingesetzte Pgt-Elicitor gehort in diese Klasse. Hierbei
handelt es sich um ein ca. 67 kDa grol’es Glykoproteogalaktan, welches aus den
Zellwanden der Keimschlauche des Weizenschwarzrostes (Puccinia graminis f. sp.
tritici, Pgt) gewonnen wird (Moerschbacher 1984; Moerschbacher et al. 1986;
Moerschbacher et al 1989)
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2.2 Lipoxygenasen (LOX)

In den zuruckliegenden Jahren sind im Kontext mit pflanzlichen Abwehrreaktionen
auch Lipoxygenasen in den Blickpunkt geraten (1.2.4). Lipoxygenasen (LOX) sind
ubiquitar vorkommende nicht-Ham-Eisen-haltige Dioxygenasen aerober Organismen,
welche die Oxygenierung von mehrfach ungesattigten Fettsduren mit cis, cis-1,4-
Pentadienstruktur katalysieren (Siedow 1991). Die Reaktionsprodukte der LOX
gehoren zu den Oxylipinen. Hierzu zahlt man alle Oxidationsprodukte von mehrfach
ungesattigten Fettsauren (Grechkin 1998).

Bisher sind die Sauger-LOX am besten charakterisiert. lhnen dient die in den
Membranen vorkommende Arachidonsaure als Substrat. Die Saugeroxylipine werden
als Eicosanoide zusammengefasst (vom griechischen eikosi = zwanzig). Zu den
Eicosanoiden gehdéren auch die Cyclooxygenase-Produkte Prostaglandine und
Thromboxane. Wichtige LOX-Produkte bei Saugern sind die Leukotriene und
Lipoxine. (u.a. Blee 2002). Diese ubernehmen als schnellwirksame Hormone
bioregulatorische Aufgaben. U.a. wird ihnen eine Beteiligung beim programmierten
Zelltod (Maccarrone et al. 1996) und bei entzliindlichen Prozessen zugeschrieben
(Samuelsson et al. 1987).

Die bedeutsame Rolle der LOX und ihrer Produkte beim Saugerstoffwechsel lassen
auf eine ahnlich zentrale Stellung der pflanzlichen LOX schliellen (Grechkin 1998).
Pflanzliche LOX stehen daher schon seit langerer Zeit im Interesse vieler
Forschergruppen. Die Pflanzen-LOX sind monomere Proteine von ca. 100 kDaa
(Siedow 1991). Typischerweise nutzen sie Linol- oder Linolensaure als Substrat.
Arachidonsaure wird, obwohl im pflanzlichen Organismus nicht vorhanden, dennoch in
vitro von pflanzlichen LOX umgesetzt (Rosahl 1996). Freie Fettsauren sind zwar
bevorzugtes Substrat flir enzymatische LOX-Aktivitat (Siedow 1991), jedoch konnten
in einigen Fallen auch membranassoziierte LOX-Spezies detektiert werden, welche in
der Lage sind, Membranlipide zu oxidieren (Maccarrone et al. 1994; Regdel et al.
1994; Voros et al. 1998; Sicilia et al. 2005)
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1.2.1 Der LOX-Stoffwechselweg bei Pflanzen

Pflanzliche LOX katalysieren die Oxidation von Linolsdure bzw. Linolensaure zu
Fettsaurehydroperoxiden an C13- oder an C9-Position. Diese erste Reaktion
(Primarreaktion) ist in Abbildung 1.1a beispielhaft fur das Substrat Linolsaure

dargestellt.

0

M

OH

/ 9-Hydroperoxylinolsaure

VVW( ngenase

Linolsaure

W/\"/OH
0
13-Hydroperoxylinolsiure

Abb. 1.1a Die Primarreaktion von pflanzlichen LOX mit Linolsdure als Substrat (in

Anlehnung an Siedow, 1991)

Die in Abbildung 1.1a vereinfacht dargestellte LOX-Reaktion verlauft in vier Schritten
(Kahn et al. 1986), eine Darstellung dieser Ablaufe bietet Abbildung 1.1b:
1. Entfernung eines Wasserstoffatoms vom doppelt allylen Kohlenstoffatom flihrt
zur Entstehung eines Fettsaureradikals
2. Konjugation der Doppelbindungen mit einer trans-lsomerisierung der
verschobenen Doppelbindung und gleichzeitigem Rearrangement ungepaarter
Elektronen
3. Anlagerung von molekularem Sauerstoff unter Bildung eines Peroxyanions
4. Anlagerung eines Protons an das Peroxyanion, es entsteht eine
Hydroperoxyfettsaure

(Die Schritte 3 und 4 finden notwendigerweise nahezu zeitgleich statt.)
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Abb. 1.1b Die Einzelschritte der LOX-Reaktion (aus Liavonchanka and Feuf3ner 2006)
Die Primarprodukte der LOX-Reaktion kénnen auf vielen unterschiedlichen Wegen (s.
Abb. 1.2a und 1.2b) weiter metabolisiert werden, es werden im Allgemeinen vier

Hauptreaktionswege genannt (Blee 1998; FeulRner and Wasternack 2002):

Der Hydroperoxid-Lyase (HPL)-Weqg

Die Hydroperoxid-Lyase spaltet die Fettsdurederivate in aliphatische Sauren
(Oxosauren) und Aldehyde. Die Aldehyde wiederum koénnen  Uber
Alkoholdehydrogenasen in die entsprechenden Alkohole Uberflhrt werden. Flichtige
Verbindungen, die Uber diesen Weg entstehen, wie z.B. Hexanal, bestimmen das
charakteristische Aroma von Frichten oder von frisch gemahtem Gras (Vick and
Zimmermann 1987; Gardner 1991).

Der Allenoxid-Synthase-(AOS)-Weg

Eines der bekanntesten Reaktionsprodukte dieses Wegs ist die Jasmonsaure.

Zunachst werden aus den 13-Hydroperoxyfettsauren instabile Allenoxide gebildet.
Diese reagieren entweder spontan (Hydrolyse) zu a- und y-Ketolen (Gardner 1991)
oder durch eine Allenoxidcyclase zu 12-oxo-Phytodiensaure (Hamberg 1998). Diese
kann enzymatisch Uber eine Reduktase reduziert und das Produkt uber drei B-
Oxidationen zu dem Signalmolekul Jasmonsaure uberfuhrt werden (Vick and
Zimmermann 1987; Gardner 1991; Blee 1998; Liavonchanka and Feul3ner 2006).

Der Peroxygenase-(POX)-Weg

Hier kommen zwei Enzyme zum Einsatz: eine Peroxygenase und anschliel3end eine
Epoxid-Lyase. Zunachst katalysiert eine Peroxygenase innermolekularen
10



Einleitung

Sauerstofftransfer zur Bildung von Epoxylalkoholen bzw. intermolekularem Sauerstoff

zu Epoxiden. Uber eine Epoxid-Lyase findet anschlieRend eine Hydrierung der

entstandenen Epoxide statt (Blee 1996).
Der Divinylether-Synthase-(DES)-Weg

Die bei diesem Weg entstehenden Divinylether (Colnel- oder Colnelensaure) sind
relativ unstabil (Grechkin 1998).

Weitere Reaktionsmoglichkeiten der Hydroperoxyfettsauren sind im Folgenden kurz

aufgelistet:

der Reduktase-Weg (HR): Hier findet eine (POX-unabhangige) Reduktion zu
den entsprechenden Hydroxyderivaten der Hydroperoxyde statt. Der
Mechanismus ist weitgehend ungeklart (Feul3ner and Wasternack 2002).

die Epoxylalkohol-Synthase-Reaktion (EAS): Bisher wurde dieser Weg nur bei
Solanaceen beobachtet, Endprodukte sind Epoxyhydroxyfettsauren (Feul3ner
and Wasternack 1998; Hamberg 1999)

Unter anaeroben Bedingungen ist zudem eine Lipoxygenase-katalysierte (LOX)
Alkoxylradikalbildung moglich, welche sich per Dimerisierung zu Ketodienen

rearrangieren konnen (Kuhn et al. 1991).

Die hier vorgestellten LOX-Stoffwechselwege sind in den Abbildungen 1.2a
(Ubersicht) und 1.2b zu sehen.

11
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Mehrfach ungeséttigte Fettsauren
(18:2 oder 18:3)

9-LOX oder 13-LOX

(9S)- oder (13S)- Hydroperoxide

POX
AOS
“ DES EAS e
Epoxyalkohol _
Hydroxide Octadekanoide
HR LOX .
. Jasmonat
Divinylether
Epoxyalkohole
HPL
Hydroxide Ketone

A
Blattaldehyde

Blattalkohole
Traumatin

Abb. 1.2a Ubersicht der LOX-Stoffwechselwege bei Pflanzen (in Anlehnung an Feufner and

Wasternack 2002)

Die Primarprodukte (Hydroxyfettsaure-Derivate = LOOH) der LOX-Reaktion mit

mehrfach ungesattigten Fettsduren (C18:2 bzw. C18:3) dienen als Substrat fir

unterschiedliche Stoffwechselwege.

Erlauterungen: (s. folgende Seite)

12
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Abb. 1.2a Ubersicht der LOX-Stoffwechselwege (Fortfiihrung der Legende)

Erlduterungen:
(LOX): Lipoxygenase; (EAS): Epoxylalkohol-Synthase; (POX): Peroxygenase; (DES):
Divinylether-Synthase; (AOS): Allenoxid-Synthase; (HPL): Hydroperoxid-Lyase; (HR):

Reduktase
Ketone Ketone
Hydmx'c‘jf\HR LOX T EAS/EF’OXY alcohol Hydroxide | OXT EA;poxy alcohol
e U g s (T s
HOO Nox hOG \Zox
E lcohol hol
Kawl's/ms 9-LOX Hydroide. ool 0% 9.LOX E“:;‘é’rii?;?

9 13 9 13

A _
¥/nos lDEsoon N

/AOS iDESOOH \IiOX

Desaturase

l 13-LOX
13-LOX
Hydroxide Epoxy alcohol Hydroxide LOX Ketone Epoxy alcohol
HR EAST WUR EAS
Aldehydes HPL COOH Aldehydes HPL COOH
oxo-acid S LOX, Ketone oxo-acid

Ketols Ketols
) T Epoxy alcohol , s Epoxy alcohol
Cyclized compounds  Divinyl Hydroxide Cyclized compounds  Divinyl Hydroxide
ether ether
Abb. 1.2b Die LOX-Stoffwechselwege ausgehend von Linolsédure (C18:2) bzw. Linolenséure

(C18:3) als Substrat (iibernommen aus Blee 2002)
Die Primarprodukte sind die entsprechenden 9- bzw. 13-Hydroperoxyfettsaure-Derivate
(LOOH).

Erlduterungen:

(LOX): Lipoxygenase; (EAS): Epoxylalkohol-Synthase; (POX): Peroxygenase; (DES):
Divinylether-Synthase; (AOS): Allenoxid-Synthase; (HPL): Hydroperoxid-Lyase; (HR):
Reduktase

1.2.2 Die Klassifizierung pflanzlicher LOX

Die Klassifizierung von Pflanzen-LOX kann nach unterschiedlichen Gesichtspunkten

erfolgen. Eine mogliche Einteilung ist die nach den entstehenden Produkten:

Wie in den vorangegangenen Abbildungen dargestellt, katalysieren Pflanzen-LOX die

Oxidation von Linolsaure zu zwei unterschiedlichen Primarprodukten, namlich zur 9-
13
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oder 13-Hydroxylinolsaure. Je nachdem, welche Position bevorzugt von den LOX

oxidiert wird, spricht man von 9- bzw. 13-LOX:

o 13-LOX: bevorzugt die Oxidation an der C13-Position
e 9-LOX: bevorzugt die Oxidation an der C9-Position

Eine weitere (altere) Moglichkeit der Klassifizierung von LOX besteht nach dem pH-
Optimum (Siedow 1991; Slusarenko 1996):

e LOX 1 hat ein pH-Optimum um 9,0
e LOX 2 hat ein pH-Optimum um 7,0

In letzter Zeit sind viele LOX-Gene bzw. die entsprechenden Proteine naher
untersucht worden. Alleine bei der Kartoffel sind mindestens 14 LOX-Gene bekannt
(Liavonchanka and FeuRner 2006). Dabei fallt auf, dass eine Klasse von LOX-
Enzymen eine hohe Sequenzhomologie aufweist. Diese Enzyme besitzen alle keine
Chloroplasten-Transidpeptid-Sequenz (Chloroplasten-Zielsequenz). Es existiert eine
weitere Klasse von LOX-Enzymen, die untereinander keine hohe Sequenzhomologie
aufweisen, aber alle eine N-terminale Chloroplasten-Transidpeptid-Sequenz fur den
Transport in die Chloroplasten (Shibata and Axelrod 1995) besitzen. Aufgrund dieser
Tatsache wurde eine weitere Nomenklatur eingefihrt: die LOX ohne Transidpeptid
gehoren demnach zum Typ1, die Ubrigen zum Typ2 (Feul3ner and Wasternack 2002).
Die Einteilung in 9- bzw. 13- LOX wird zusatzlich angewandt. Bisher sind nach dieser

Nomenklatur folgende Variationen bekannt:

e Typ19-LOX 9-LOX ohne Chloroplasten-Transidpeptid-Sequenz
e Typ113-LOX 13-LOX ohne Chloroplasten-Transidpeptid-Sequenz
e Typ2 13-LOX: 13-LOX mit Chloroplasten-Transidpeptid-Sequenz

Typ2 9-LOX, also 9-LOX mit Chloroplasten-Transidpeptid-Sequenz, tauchen in dieser
Aufzahlung (noch) nicht auf, jedoch wurden in Tabak bereits plastidare 9-LOX
beschrieben (Cacas et al. 2005).

14
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1.2.3 Die physiologische Bedeutung von Pflanzen-LOX und ihrer
Stoffwechselprodukte

Pflanzliche LOX sind an vielen wichtigen Lebensabschnitten, wie Samenkeimung,
Wachstum und Entwicklung beteiligt (u.a. Brash 1999; Fischer et al. 1999; He et al.
2002). Man findet sie dementsprechend in unterschiedlichen Organen und Organellen
(FeuRner and Kindl 1994; Stephenson et al. 1998; Sicilia et al. 2005).

Einen Uberblick wichtiger durch LOX beeinflussten Reaktionen geben Abbildung 1.3

und der nachfolgende Text:

Mehrfach ungesattigte Fettsauren
Lipide

l

Lipoxygenasen

v

Samen Keimung Vegetatives Verwundung Pathogen
Wachstum Insektenfrald Angriff

Abwehr Lipid- Tuben-Wachstum Signal Antimikrobielle

Speicherproteine Mobilisierung Zellstreckung Abwehr Substanzen
Fruchtreifung Lipid-
Stickstoffspeicher Peroxidation

HR
Abb. 1.3 Die Bedeutung von LOX im pflanzlichen Leben. (nach Porta and Rocha-Sosa 2002

Wachstum und Entwicklung

In jungen, schnell wachsenden Pflanzenteilen, sowie bei der Fruchtreifung (Perez et
al. 1999) werden ganz besonders hohe LOX-Enzymaktivitaten gemessen, welche mit
zunehmendem Alter wieder abnehmen (Siedow 1991; Rosahl 1996; Porta and Rocha-
Sosa 2002).

Die Bedeutung der LOX bei der Samenkeimung konnte noch nicht genau geklart
werden, doch gibt es Hinweise, dass LOX hier als Speicherproteine fungieren kénnten
(Siedow 1991; Porta and Rocha-Sosa 2002). Aufderdem wird diskutiert, dass LOX bei

der Zerstorung von Speicherorganellen-Membranen bei der Keimung involviert sind
15
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und so eine Freisetzung von Speicherverbindungen fur den Embryo ermoglichen
(Rosahl 1996; Matsui et al. 1999).

Seneszenz

Die Abnahme der LOX-Aktivitdt mit zunehmendem Alter steht zunachst im
Widerspruch zu einer moglichen Funktion von LOX bei der Seneszenz. Wahrend der
Seneszenz kommt es zu einem Verlust der Membranintegritat, mit Peroxidation und
Freisetzung von Membranlipiden. Die Beteiligung von LOX bei diesen Prozessen
konnte im tierischen System nachgewiesen werden (Vericel et al. 1992). Auch bei
Pflanzen wird eine LOX-Beteiligung angenommen (Feul3ner and Wasternack 1998),
jedoch wegen dem oben genannten Widerspruch (noch) nicht allgemein akzeptiert
(Siedow 1991). Eine Aktivierung von membranassoziierten LOX-Formen, welche bei
der Lipidperoxidation eine Rolle spielen konnten, wird jedoch diskutiert. In Tomate
(Bowsher 1992; Regdel et al. 1994) und Soja (Maccarrone et al. 1994) wurden bereits
membranassoziierte LOX entdeckt.

Verwundung

Verwundung (unabhangig, ob abiotisch oder durch Insektenbefall hervorgerufen)
bedeutet Stress. Als Reaktion werden von Pflanzen viele unterschiedliche Prozesse
ausgelost. Darunter fallen neben den Mechanismen zur Wundheilung die Induktion
von Abwehrgenen oder auch die Synthese antimikrobiell wirksamer Molekile. Einige
dieser Substanzen wurden als LOX-Produkte identifiziert (Rosahl 1996; Porta and
Rocha-Sosa 2002).

Traumatin bzw. Traumatinsaure sowie Jasmonat sind prominente Vertreter des LOX-
Stoffwechsels, deren Gehalt nach Verwundung (Creelman and Mullet 1997; Porta and
Rocha-Sosa 2002). Untersuchungen bei Tomaten ergaben Hinweise darauf, dass
Jasmonat nach Verwundung oder Herbivorenbefall als systemisches Signal genutzt
wird (Wasternack et al. 2006). Relativ rasch werden nach Verwundung auch leicht
flichtige Stoffe des Hydroperoxid-Lyase (HPL)-Weges freigesetzt (Blee 1998; Porta
and Rocha-Sosa 2002).

Auch andere Stress-Faktoren, wie z.B. Pathogenbefall (s. 1.2.4) fUhren zu einer
Erhéhung der LOX-Aktivitat.
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1.2.4 Die Funktion von Pflanzen-LOX bei der Pathogenabwehr

Nach Pathogenbefall erfolgt in vielen Wirt-Pathogen-Systemen eine Erhohung der
LOX-Enzymaktivitat und/oder die Induktion von LOX-Genen (u.a. Koch et al. 1992;
Rosahl 1996; Veronesi et al. 1996; Bohland et al. 1997; Kolomiets et al. 2000). Im
Allgemeinen wird eine raschere und starkere Aktivierung der LOX bei der
inkompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktion im Vergleich zur kompatiblen Interaktion
beobachtet (Slusarenko et al. 1991; Polkowska-Kowalczyk et al. 2004). Ahnliche
Effekte werden auch nach Elicitor-Induktion (Ocampo et al. 1986; Bohland et al. 1997;
Veronesi et al. 1999) erreicht.

Die entstehenden LOX-Produkte besitzen Signalfunktionen (Creelman and Mullet
1997) oder auch direkte antimikrobielle Wirkungen (Croft et al. 1993; Weber et al.
1999; Porta and Rocha-Sosa 2002). Interessant ist die Beobachtung erhdhter LOX-
Aktivitat bei der Hypersensitiven Reaktion (HR) (u.a. Rusterucci et al. 1999; Jalloul et
al. 2002; Op den Camp et al. 2003; Kiba et al. 2006). Hier kdnnen unterschiedliche
LOX und die entsprechenden Stoffwechselprodukte sowohl bei der Induktion, als auch

bei der Reaktion selber eine Rolle spielen.

2.3 Ziele der Arbeit

Wie im voran gegangenen Text aufgefuhrt, sind LOX durch viele aul3ere Faktoren
induzierbar. Auch bei Gramineen (u.a. bei Reis, Weizen und Gerste) wurden
induzierbare LOX nach unterschiedlichen Reizen, wie ,Wind“ (Mauch et al. 1997),
Elicitoreneinwirkung oder Pathogenbefall (u.a. Shibata et al. 1994; Feuliner et al.
1995; Van Mechelen et al. 1995; Rosahl 1996; Bohland 1997; Bohland et al. 1997;
Rouster et al. 1997; Suzuki and Matsukura 1997, Feulner 1998; Feuliner and
Wasternack 1998; Voros et al. 1998; Hause et al. 1999; Srivastava et al. 1999; Zabbai
et al. 2004) beschrieben.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit induzierbaren Weizen-LOX und schlie3t an
vorangegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe Grambow, RWTH Aachen an.
Eine Erhdhung der LOX-Enzym-Aktivitat beim Weizen wurde von Ocampo et al.
(1986) nach Elicitierung bzw. nach Inokulation mit dem Weizenschwarzrost wahrend
der inkompatiblen Reaktion beobachtet.
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Bohland (1997) und Loers (1999) haben anschlieBend verschiedene induzierbare
LOX-Enzyme im Weizen beschrieben. Im Mittelpunkt dieser beiden Arbeiten standen
biochemische Untersuchungen einer 92 kDaa groflen 9-LOX (LOX-92), in
Weizenblattern induzierbar durch Inokulation mit Sporen des Weizenschwarzrostes
(Puccinia graminis f. sp. tritici, Pgt) sowie durch Infiltration des Pgt-Elicitors. In
Weizenzellkulturen mit dem Resistenzgen Sr5 ist dieses LOX-Enzym ebenfalls
nachweisbar und zeigt konstitutiv eine hohe spezifische Enzymaktivitat. Es gibt aber
auch LOX-Enzyme, welche nur in Weizenpflanzen, aber nicht in den
Weizenzellkulturen detektiert werden konnten. Hierzu gehort die, wahrscheinlich in
den Chloroplasten lokalisierte, LOX-103. Beide LOX-Enzyme, die LOX-92 und die

LOX-103 wurden in die vorliegenden Untersuchungen mit einbezogen.

Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden sollte die Charakterisierung von Weizen-
LOX fortgefihrt werden. Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag wiederum bei der
Untersuchung durch Stress induzierbarer Weizen-Lipoxygenasen. Die wichtigsten

Ziele kdnnen in drei Bereiche unterteilt werden:
e Die Bedeutung der LOX-92 sollte naher untersucht werden:

Spielt diese LOX nur eine Rolle bei der Pathogenabwehr oder ist sie auch an
anderen Stressreaktionen beteiligt? Gibt es Uberhaupt ,die LOX-92% oder
verbergen sich darunter unterschiedliche Isoenzyme mit gleicher molekularer
Masse? Zunachst wurden Protein- und biochemische Experimente zur Klarung

dieser Fragen eingesetzt.

e Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag letztlich bei molekularbiologischen
Fragestellungen, wie z.B. Expressionsanalysen. Erschwerend in diesem
Kontext war, dass fur diese Untersuchungen weder eine vollstandige Weizen-
LOX-cDNA noch eine spezifische Weizen-LOX-DNA-Sonde zur Verflgung
stand. Die Konstruktion einer geeigneten Sonde und die anschliellende
Klonierung einer induzierbaren Weizen-LOX waren demnach Voraussetzung

fur weitergehende Analysen.

e Die Sequenzierung und anschlielfende Expression dieser LOX in E. coli sollte
als Grundlage fur die weitergehende Charakterisierung dieser induzierbaren
Weizen-Lipoxygenase dienen:
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Letztendlich wurde eine mdglichst genaue Klassifizierung (Positionsspezifitat,

pH-Optimum etc.) angestrebt, um die Zuordnung dieses Enzyms in die bereits

vorher beschriebenen Weizen-LOX zu erreichen und so das Bild abzurunden.
Um dies zu erreichen, sollten biochemische und molekularbiologische Erkenntnisse

miteinander verbunden werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Die benutzten Gerate werden groldtenteils im Ergebnisteil genannt, die Ubrigen sind

hier aufgefuhrt. Alle nicht naher bezeichneten Gerate entsprachen dem Ublichen

Laborstandard.

e pH-Meter Expandable
lon Analyzer EA 940
e Elektrophoresenetzgerate
Power Supply PPS 200-1D
RM 6 LAUDA
e Waagen
Mettler P160, P 1200
Mettler PC 440
Sartorius 2357
Sartorius Basic
e Photometer
Dioden Array Spectrophotometer
Spectrophotometer Modell 24
e Zentrifugen
Eppendorf 5417 C
Eppendorf 4415 C
Sigma 1K15
Labofuge I
Sorvall RC2-B mit Rotor SS 34
Beckman J-21 mit Rotor JA-20/JA-14
L5-65B mit Rotor SW 28
e Sauerstoffelektrode
e Wachstumsschrénke
Sanyo MRL.350
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e Thermocycler

Peltier Thermal Cycler PTC-200 Biozym
e Sterilbank
Microflow Stolco Stoltenberg-Lerche & Co
KG
e Thermoschuttler
Eppendorf 5436 Eppendorf
e Sonstige
Waring Blendor Waring

2.2 Kits, Enzyme, Marker und Chemikalien

Alle nicht im Einzelnen genannten Chemikalien, Enzyme wurden in p. a.- Qualitat von
den Firmen PeqLAP, Erlangen; Promega, Mannheim; Serva, Heidelberg; Boehringer,
Mannheim, Mbi Fermentas, St. Leon-Rot; Gibco Brl, Karlsruhe; Merck, Darmstadt;
Sigma-Aldrich, Deisenhofen und Fluka, Deisenhofen bezogen.

Die eingesetzten Kits werden im Text beschrieben und sind daher hier nicht im

Einzelnen aufgeflhrt.

e Ribonuklease A Boehringer

e Restriktionsenzyme Mbi Fermentas
Promega
Boehringer
Roche

e DNA Polymerasen Sigma
Promega
Mbi Fermentas

e Protein-Marker

SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range, Bio Rad
e DNA-Marker

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Mbi, Fermentas
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Mbi, Fermentas
Lambda DNA/EcoRI + Hindlll Marker 3 Mbi, Fermentas
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1kb-Ladder
e RNA-Marker
RNA Ladder; High Range, ready-to-use

2.3 Verbrauchsmaterialien

e Centricon-50-Konzentratoren

e Gel-Blotting-Papier

Gibco Brl

Mbi, Fermentas

Amicon
Schleicher & Schill

e Membranen fur O,-Elektrode Beckman

e Miracloth Calbiochem

e PD-10-Séaulen Pharmacia

e Petrischalen Greiner

e Einmal-Plastikklvetten RatioLab

o Sterilfilter, Porengrof3e 0,22 pym; 0,45 um Millipore

e Autoradiographiefilme, Hyperfilm Amershan

2.4 PCR-und Sequenzierungs-Primer
Name Sequenz (5'— 3’) Schmelz-

Temperatur

P1 (AG)AA(AG)TT(AGCT)AC(AGCT)GC(AGCT)GC(AG)TG  [53.,7
P2 GA(CT)TA(CT)CC(AGCT)TA(CT)GC(AGCT) 45,1
GIPN AT GCT GTT GGG (GA)AT (GTC)CC 47
HAA GTN AA(TC) TT(TC) GGN CA(AG) TA 43
DT ITTTTTTTTTTITTTT TTT T(AGC) 41
HIAAC AAC AAG AAC AGG TGT GG 50
HICC CCACACCTGTTICTTGTT 50
MIAGT AGT TCA GTG GCA GAC TGA AG 57,3
MICT CTT CAG TCT GCC ACT GAACT 57,3
VOCA CAC CGG GAT GTT CTT CCG CA 60
AUAPY GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC 60
AIELS GCC ATC GAG CT(GC) AGC 53,3
AIELT GCC ATC GAG CT(GC) ACC 53,3
GER2 CC (CG)AG GTA (AG)AA (AG)TC GTC 58
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GER2L TCC CA(TG) GTACTC CTC GTC 58
TGAN ACN GGN GCN AA(TC) AA(AG) AA 54
AP" GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT|66,1
TTITT
VNF GTG AAC TTC GGG CAG TAC 59,4
FNV TGG TAC TGC CCG AAG TTC AC 59,4
5'AAP" GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACGT GCG GGI IGG Gll 66,1
GGG IIG
3cdna300 |CACCTT CTT CCACCACGCCC 63,5
5rcdna340 | GAA AAT CGG TCC CTC TCA AG 57,3
5cdna320 |CTT GAG AGG GAC CGATTT TC 57,3
16 rev GCC CGTTCATCATCTTCTC 50,2
22 rev GAC GGC AGG TAT GAC TTG AC 52,7
11 for CTA CAT CAT CGC CAC CAACC 59,4
18 for TGG AGA AGA TGA TGA ACG GG 57,3
sacll-REV |AAG MAGG TCC TGG ATG TCG TCG 61,8
14-for CGG GAC GAT GAG ATG AAG AAG 59,8
Smalrev |CCA CAT CCC GGG AAT GGA GA 61,4
Ncol (for) |CGC CAG CCA TGG TCC ATC TGA 63,7
Gibco
Tab.2.1 Liste der verwendeten Primer

2.5 Vektoren

Far Klonierungen wurden die folgenden Vektoren genutzt:

e pGEM®-T-Easy Vector, 3015 bp, Promega
e pBluescript® SK+/-, 2960 bp, Stratagene
e PIVEX 2.3, 3530 bp, Roche

2.6 cDNA-Bank

Die cDNA-Bank, hergestellt nach Inokulation von Weizenpflanzen (Weizensorte
75141) mit dem Gerstenmehltau (Rasse A6), wurde freundlicherweise von

Herrn Prof. Dr. R. Dudler, (Inst. f. Pflanzenbiologie, Univ. Zurich, Schweiz) zur

23



Material und Methoden

Verfugung gestellt.

2.7 Bakterienstamme

Es kamen folgende Bakterienstamme zum Einsatz:

e JM109
endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rg-, mg+), relA1, supE44, A (lac-proAB), [F’,
traD36, proAB, laclZ AM15)

e DH50®
¢80dlacZAM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk-, mk-), sup E44, relA1,
deoR, A (lacZzYA-argF)U169

e XL1-Blue MRF
A(mrcA)183, A(mcrCB-hsdSNR-mrr)173,endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA69,
relA1, lac[F proAB, lacl%Z AM15,Tn5 (Kan")]

e XLOLR
A(mrcA)183, A(mcrCB-hsdSNR-mrr)173,endA1, thi-1, recA1, gyrA69, relA1
lac[F ‘proAB, lacl'Z AM15,Tn10 (TET")] Su’, A"

e M15 [pREP4]
Nal®, STr%, Rif°, Lac’, Ara’, Gal', MtI', F', RecA", Uvr", Lon"

e SG13009[pREP4]
Nal®, STr®, Rif%, Lac,, Ara’, Gal', Mtl', F", RecA", Uvr*, Lon*

2.8 Antikorper

2.8.1 Primare Antikodrper

Zum Nachweis von Lipoxygenase-Proteinen (LOX-Proteinen) auf Nitrozellulose bzw.
PVDF-Membranen kamen unterschiedliche Anti-LOX-Antikérper zum Einsatz. Anti-
Reis-Saat LOX L3- (1 : 5000) Anti-Erbsen-LOX-B (1 : 2500) und Anti-Bohnen-LOX-
Antikorper (1 : 2500) wurden freundlicherweise von Dr. D. Shibata (lbaraki, Japan),
Dr. C. Domoney (Norwich, England) und Prof. Dr. A. J. Slusarenko (Aachen) zur
Verfligung gestellt.
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2.8.2 Sekundare Antikdrper und Enzymsubstrate

Mit alkalischer Phosphatase gekoppelte IgG-Antikdrper wurden mit einer Verdinnung
von 1:5000 eingesetzt. Im Falle des Anti-Bohnen LOX-Antikorpers waren das Anti-
Chicken 1gG, fur die anderen beiden Anti-LOX-Antikorper wurden Anti-Rabbit IgG
genutzt. Die Farbreaktion erfolgte nach Zugabe des Substrats BCIP/NBT.

Fir Chemilumineszenz-Nachweise wurden dagegen Peroxidase gekoppelte 1gG-

Antikorper in einer Verdunnung von 1 : 5000 eingesetzt.
2.9 Nachweis der Polyhistidin-getaggten LOX-Proteine

Polyhistidin-getaggte Proteine wurden mit dem SuperSignaI® West HisProbe™ Kit von

Pierce detektiert. Der Nachweis erfolgte nach Herstellerangaben.
2.10 Pflanzen

Die nahezu isogenen Weizenlinien Triticum aestivum L. Prelude-Sr5 und -srx, die eine
ausgepragte Resistenz bzw. Suszeptibilitat gegenuber dem Rostpilz Puccinia graminis
f. sp. tritici (Rasse 32) aufweisen, dienten als Versuchspflanzen. In wenigen
Experimenten wurde die ebenfalls resistente Linie Marquis-Sr5 eingesetzt. Das Sr5-
Gen ist bei den genannten Linien fur die hypersensitive Reaktion verantwortlich. Die
anfalligen Pflanzen verfligen nicht Gber dieses Gen.

Fir die Untersuchung einer ,touched induced“ LOX kam die Weizensorte 75141,
freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. F. C. Mauch, Fribourg, zum Einsatz.
Alternativ wurde aber auch hier mit Prelude-Sr5 gearbeitet.

Zur Aufzucht wurden die Karyopsen nach einstiindigem Quellen und 24stindigem
Vorkeimen auf feuchtem Filterpapier bei 20 °C in vorgedingte und gedampfte Erde
gebracht. Sie wurden bei 60% relativer Luftfeuchte und einer Lichtintensitat von 18
klux wahrend 16stiindigen Lichtperioden (Langtag) in Phytokammern herangezogen.
Fir die unterschiedlichen Behandlungen wurden immer sieben Tage alte Pflanzen

eingesetzt.
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2.11 Zellkulturen

Die von Gotthardt (Gotthardt 1992) etablierten Weizen-Suspensionskulturen des

Kultivars Prelude-Sr5 kamen fur Zellkulturversuche zum Einsatz.

Der Kulturzeitraum betrug jeweils eine Woche. Danach wurden die Zellkulturen unter

sterilen Bedingungen in frisches Medium (modifiziertes M&S Kulturmedium, vgl. Tab.

2.2) uberfuhrt, wobei grobe Zellaggregate durch Sieben entfernt wurden. Die genaue
Durchfuhrung ist ausfuhrlich beschrieben bei Gotthardt (Gotthardt 1992).

Fir Versuche wurden die Zellen nach einem Zeitraum zwischen eins und drei Tagen

geerntet, mithilfe von flissigem N, schockgefrostet und bis zur Nutzung bei —80 °C

gelagert.
Makro- mg/I Spurenelemente mg/I Vitamine mg/I
Nahrsalze
NH4NO; 1650 KJ 0,83 Myo-Inosit 100,0
KNO3 1900 H3BO3 6,20 Nicotinsaure 0,5
CaCl; x 2 H,0O 440 MnSO4 x H2O 8,45 | Pyridoxin-HCI 0,5
MgSO,4 x 7 H20 370 ZnS04 x 7 H20 8,60 Thiamin-HCI 0,5
KH2PO4 170 Na:MoO4 x 2 H,0 0,25 Glycin 2,0
CuS0O4 x 5 H0 0,025
CoCl; x 6 H20O 0,025
Komplexe mg/l Kohlenhydrate g/l Zusatze mg/l
FeSO4 x 7 H,O 27,8 Maltose 30 Caseinhydrolys 1000
at
Na,-EDTA x 2 37,3 24D 2
H,O
pH-Wert: 5,8 — 6,0 (KOH)
Tab. 2.2 Zusammensetzung des modifizierten M&S-Mediums far Weizen-

Suspensionskulturen (nach Gotthardt 1992)
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2.12 Weizenschwarzrost

Zur Inokulation von Weizenpflanzen wurden Uredosporen des Rostpilzes Puccinia
graminis Pers. f. sp. tritici Eriks. & Henn. Rasse 32 verwendet. Die Rasse 32 enthalt
die Avirulenzgene P5, P6 und P36 (Tiburzy 1984). Die Uredosporen dienten als
Ausgangsmaterial fur den Pgt-Elicitor, vermehrt wurden sie auf suszeptilen
Weizenpflanzen der Sorte Little Club in einer Phytokammer (Bedingungen s. 2.5).
Nach der Ernte kdnnen die Sporen bei —20/-80 °C Uber Monate/Jahre gelagert

werden.

2.12.1 Inokulation mit dem Weizenschwarzrost

Die Inokulation mit dem Weizenschwarzrost wurde entsprechend der Methode von
Moerschbacher et al. (1986) durchgefiihrt. Dazu brachte man sieben Tage alte
Weizenpflanzen in einen Inokulationsraum und befeuchtete sie mittels eines
Druckluftzerstaubers gleichmaRig mit Wasser. Nach dem Bespruhen der Pflanzen mit
einer Uredosporensuspension (240 mg in 15 ml 1,1,2-Trichlorfluorethan, ,Freon®, pro
180 Pflanzen) aus einer Entfernung von ca. 30 cm, deckte man die Weizenpflanzen
mit einem Polyethylenzelt ab. Um eine nahezu gesattigte Wasserdampfatmosphare zu
erhalten, wurde das Zelt von innen kraftig befeuchtet. Kontrollpflanzen erhielten genau
die gleiche Behandlung wie die Versuchspflanzen, jedoch fehlten die Sporen im
Sprihansatz.

AnschlieRend stellte man die Pflanzen in die Phytokammer und belie® sie fur 16 h im
Dunkeln. Wahrend der Dunkelphase keimen die Uredosporen aus und ein grol3er Tell
erreicht die Spaltéffnungen. Dann wurden die Pflanzen wieder dem normalen
Licht/Dunkel-Rhythmus von16/8 h ausgesetzt. Mit dem Einsetzen der Lichtphase und
dem damit verbundenen Offnen der Stomata kann der Rostpilz die Blatter weitgehend
gleichmalig penetrieren. 2 h nach Beginn der Lichtphase wurde das Polyethylenzelt
entfernt.

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Primarblatter geerntet (1 - 7 d).
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2.13 Gerstenmehltau

Fir die Inokulation mit Gerstenmehltau Erysiphe graminis f. sp. hordei wurde die
Rasse A6 eingesetzt. Der Weizen ist nicht anfallig, zeigt nach der Behandlung jedoch
erhéhte LOX-Aktivitat.

2.13.1Inokulation mit dem Gerstenmehltau

Die Behandlung fand in einem speziellen Raum statt. Sieben Tage alte
Weizenpflanzen wurden zunachst mit Wasser bespruht und dann in ein
Inokulationszelt gestellt. Dann wurde ein stark mit Mehltau befallenes Gerstenblatt
uber den Weizenpflanzen kraftig geschuttelt, so dass eine gleichmafige Verteilung
der Sporen auf den Weizenblattern gewahrleistet war.

Schliel3lich kam eine Haube Uber die Pflanzentabletts. Anschlielend wurden die
Pflanzen wieder dem normalen Hell/Dunkel-Rhythmus ausgesetzt. Wahrend des
Versuchs mussten die Plastikhauben von innen feucht gehalten werden, um dem Pilz
optimale Bedingungen zu gewabhrleisten. Die Kontrollpflanzen wurden ebenso
behandelt, bis auf die Inokulation mit den Sporen.

Geerntet wurden wiederum nur die Primarblatter (24 h-6 d).

2.14 Induktion einer ,touched-induced” LOX (, Windbehandlung*)

Zur Induktion einer ,touched-induced® Lipoxygenase stellte man einen Ventilator so
vor die Pflanzen, dass diese einem heftigen Windzug ausgesetzt waren. Im
Gegensatz zu anderen Experimenten konnten fir RNA-Extraktionen alle Blatter
geerntet werden. Fur Proteinextrakte wurden auch hier ausschlieBlich die

Primarblatter verwendet. Probenentnahme erfolgte Uber einen Zeitraum von 4 h - 7 d.

2.15 Applikation von Testlésungen und Elicitoren

Zur Untersuchung von Methyljasmonat, dem Pgt-Elicitor und Wasser (Kontrollansatz)
hinsichtlich ihrer biologischen Wirksamkeit auf Weizenpflanzen wurden die Praparate
als wassrige Losungen mit einer Injektionszange (mechanische Werkstatt, Biologie,

RWTH Aachen) uber eine Distanz von 7 cm in den Interzellularraum der
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Weizenprimarblatter injiziert. Dazu fixierte man das jeweilige Blatt zwischen zwei
Silikonpolster am Ende der Injektionszange und infiltrierte die jeweilige Lésung. Das
Eindringen der Substanzen konnte durch eine Dunkelfarbung der infiltrierten
Blattbereiche verfolgt werden.

Far die BION®-BehandIung (Benzothiadiazol, BTH) bespruhte man die Pflanzen mit
einer 0,01%igen wassrigen Losung. Kontrollpflanzen wurden mit Wasser besprinht.
Fir einen Tag mussten die Pflanzen mit einer Haube abgedeckt werden, um ein
schnelles Verdunsten der Testlésung zu vermeiden. Geerntet wurde zwischen 3 h und
72 h.

2.15.1 Pgt-Elicitor

Aus den Zellwanden gekeimter Uredosporen des Rostpilzes wurde nach
Moerschbacher et al. (1986) eine Elicitor-Rohfraktion gewonnen und
freundlicherweise von G.E. Grambow, Aachen, zur Verfugung gestellt. Diese Fraktion
wurde mittels Anionenaustausch-Chromatographie (DEAE-Cellulose) gereinigt
(Beilimann 1990; Arz 1992). Die genaue Methode ist bei Loers (1999) beschrieben.

Die Konzentration der verwendeten wassrigen Losung betrug 25 ug/pl. Der Zeitraum

fur die Probenentnahme lag zwischen 4 h und 48 h nach Injektion.

2.15.2 Methyljasmonat

Die Signalsubstanz Methyljasmonat (Meja) entstent Uber den Hydroperoxid-
Dehydrogenase-Weg aus dem Lipoxygenase-Primarprodukt 13-
Hydroperoxylinolensaure und wird den Phytohormonen zugerechnet. Fur die
Behandlung von Weizenprimarblattern wurde eine wassrige Losung (50 pM) von
Methyljasmonat hergestellt. Uber einen Zeitraum von 4 h bis 24 h nach Infiltration

wurden Primarblatter geerntet.

2.15.3BION®

BION® (Benzothiadiazol, BHT) ist ein chemischer Induktor von SAR (Systemic
Acquired Resistance) und ein Aktivator der Expression von Resistenzgenen bei

Pflanzen. Es handelt sich um ein rein synthetisches Produkt, welches in der Natur
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nicht vorkommt.

2.16 Praparation von Proteinextrakten
2.16.1Blatt- und Zellkultur-Rohextrakte

Zwei 7 bzw. 8 cm (Infiltrationsexperimente/alle Ubrigen Ansatze) lange
Primarblattabschnitte wurden mit einer Schablone geerntet und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Alternativ wurden 150 mg Weizenzellen vom Kulturmedium getrennt
und ebenfalls in flissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur Nutzung wurden die Proben
jeweils bei —80 °C gelagert.

Die Aufarbeitung erfolgte in einem vorgekuhlten Morser mit 2 ml kaltem 0,1 M Kalium-
Phosphat-Puffer (pH 7,5), 1 mM EDTA, 25 mg Polyclar AT sowie 25 mg Quarzsand.
Nach 1minutigem Morsern wurden die Extrakte 20 min bei 27500 g und 4 °C
zentrifugiert.

Die Uberstande konnten fiir LOX-Aktivitatsbestimmungen, Proteinbestimmungen und

Gelelektrophoresen genutzt werden.

2.16.2 Partiell gereinigte Pflanzen- und Zellkulturextrakte zur Gelelektrophorese

Die unter Abschnitt 2.16.1 beschriebenen Extrakte konnten sofort mit dem 4fachen
Volumen Aceton gefallt, anschlief3end in 1x SDS-Probenpuffer (s. 2.20) geldst und zur
Denaturierung 2 min bei 95 °C erhitzt werden.

Zumeist wurden die Rohextrakte jedoch erst, wie bei Loers (1999) beschrieben, Uber
PD10-Saulen von Pharmacia gereinigt. Dann erfolgte die Fallung der Proteine, die
Aufnahme in 1x SDS-Probenpuffer und die Denaturierung.

Vor der Fallung wurde jeweils eine Proteinbestimmung durchgefuhrt, um eine

Konzentration von 1 ug Gesamtprotein/pl in den Proben herstellen zu kénnen.

2.16.3 LOX-Extrakte nach Induktion aus transformierten E. coli

Auler aus Weizenblattern und Weizenzellkulturen wurden auch aus transformierten

E.coli-M15-Kulturen Lipoxygenasen extrahiert.

Die Kulturen wurden bei 4 °C und 3500 rpm fur 15 min zentrifugiert. Die erhaltenen

Pellets mussten flir mindestens 2 h bei =20 °C eingefroren werden. Anschliel3end
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erfolgte die Aufnahme in 4,5 ml lonenaustauschchromatographie (IAC)-
Aufarbeitungspuffer (2.16.5), 55 mg Polyclar AT, 1 mM EDTA und 500 ul Lysozym-
Losung (10 mg/ml). Die Pellets wurden suspendiert und mindestens 30 min auf Eis
gelagert.

Mittels Ultraschall auf Eis bei 6x 10 s (10 s Pause zwischen den Durchgangen), einer
Leistung von 60 Watt und einer Pulsdauer von 0,5 s wurden die Zellen
aufgeschlossen. Hiernach zentrifugierte man die Proben 30 min bei 4 °C und 10000 g.
Die erhaltenen Uberstdnde (U1) wurden fiir LOX-Aktivititsmessungen,
Produktanalysen und Gelelektrophoreseneingesetzt.

Die Pellets wurden mit 5 ml eiskaltem IAC-Aufarbeitungspuffer, 60 mg Polyclar AT
und 60 mg Quarzsand gemorsert. Wiederum wurde fur 30 min, 4 °C und 10000 g
zentrifugiert. Die  Uberstande wurden fir LOX-Aktivititsmessungen und

Gelelektrophoresen genutzt.

2.16.4LOX-Extrakte nach zellfreier Expression mittels ,Rapid Translation
System RTS 500* (Roche, Mannheim)

Alternativ zur Expression in M15 wurde die LOX in einem zellfreien System (,Rapid
Translation System RTS 500, E. coli Circular Template Kit“, Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim) expremiert. Hierzu konnte der Vektor pIVEX 2.3 mit der cDNA als Insert
direkt zur Expression eingesetzt werden.

Das System besteht aus zwei Teilen, dem ,RTS 500 Instrument® -hier kann die
Reaktions-Dauer, -Temperatur sowie die Ruhrergeschwindigkeit eingestellt werden-
und einem durch eine semipermeable Membran geteilten Reaktionsgefall. Das
Reaktionsgefal® besteht aus dem ,reaction compartiment” mit einem Innenvolumen
von ca. 1 ml und dem ,feeding compartiment® mit ca. 10 ml Volumen. Zu beiden
gehort je ein Magnetrihrerstabchen.

Zuerst wurde das ,reaction compartiment® mit der nach Herstellerangaben
zusammengesetzten Reaktionslésung, inklusive ca. 10 pg der Plasmid-DNA,
luftblasenfrei befillt. Danach kamen 10 ml ,feeding solution“ (Zusammensetzung nach
Herstellerangaben) in das ,feeding compartiment® und das Reaktionsgefaly konnte in
das ,RTS 500 Instrument” eingesetzt werden. Dabei war darauf zu achten, dass die
Ruhrerstabchen sich auf dem Boden des jeweiligen GefalRes befanden. Es wurde

uber Nacht fir 18 Stunden bei 20 °C und 120 rpm gerthrt. Die Reaktionslésung
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enthielt das synthetisiete Enzym in gelGster

Form und konnte direkt flr

Gelelektrophoresen, Enzymaktivitatsbestimmungen und Produktanalysen eingesetzt

werden.

Schematisch ist die Funktionsweise des Systems in Abbildung. 2.1 dargestellt.
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Abb. 2.1
System RTS 500°

Translation System RTS, Roche Diagnostics)

2.16.5lonenaustauschchromatographie (IAC)

Schematische Darstellung der zellfreien Expression mittels ,Rapid Translation

(Roche, Mannheim; entnommen aus: Overview: The Rapid

Mittels lonenaustauschchromatographie (IAC) kdnnen Makromolekule aufgrund ihrer

Ladung getrennt werden. Die Trennung beruht dabei

auf der reversiblen Adsorption

der Moleklle an entgegengesetzt geladene Liganden, welche an einer Matrix

immobilisiert sind.
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Das Verfahren wurde sowohl fur LOX aus Weizenpflanzen als auch aus
Weizenzellkulturen genutzt:

HierfUr wurden jeweils 45 Primarblattsegmente bzw. 3 g Weizenzellen in einem
vorgekuhlten Morser mit 15 ml eiskaltem IAC-Aufarbeitungspuffer (50 mM
Natriumphosphat, pH 7,5), 175 mg Polyclar AT und 200 mg Quarzsand 3 min
gemorsert. Das erhaltene Homogenisat zentrifugierte man 20 min lang bei 4 °C und
27500 g. Dieser Uberstand (U1) wurde entsprechend dem U1 des LOX-Extrakts aus
E. coli (s. A.) weiterbehandelt und U2 ebenfalls tiber IAC aufgereinigt.

Das hier verwendete Saulenmaterial (Q Sepharose High Performance) besitzt eine
stark quervernetzte Agarose-Matrix (24 pm-Perlen) mit quartaren, positiv geladenen
Aminogruppen und zeichnet sich durch eine hohe Selektivitat und Trennleistung aus.
Eine Leer-Saule (XK 16/20, Pharmacia) wurde den Herstellerangaben entsprechend
gepackt, das Saulenbettvolumen betrug 11 ml. Die Chromatographie wurde mit einer
Anlage der Firma Pharmacia (Gradifrac™ System mit Pumpe P1, Uvicord SII mit
Lampe Typ 1, 2-Kanal-Schreiber LKB, Gradifrac™ Fraktionssammler) genutzt.
Vorbereitung:

Alle verwendeten Puffer wurden filtriert (FilterporengroRe 22 um) und entgast. Vor
dem Auftragen der Probe wurde die Saule 45 min bei einer Laufgeschwindigkeit von
1ml/min mit Puffer B (10 mM Natriumphosphat pH 7,5, 1 M NaCl) gespult. Dieser
Schritt dient der Regeneration des Saulenmaterials. AnschlieRend aquilibrierte man
die Saule durch 90minutiges Spulen mit Puffer A (10 mM Natriumphosphat, pH 7,5).
Nach dem Spiulen der Saule erfolgte die Aufgabe der Protein-Extrakte und die Elution

gebundener Proteine mit einem NaCl-Stufengradienten (s. Tabelle 2.3).
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Zeit |Puffer A|Puffer B |Probe'|Flussrate | Fraktionen Erlauterung
[min)| [%] [%] [%] | [ml/min] [ml]
0 0 0 100 1 9 Probenaufgabe,
73 0 0 100 1 9 Sammeln der
75 75 0 25 1 9 nichtbindenden
90 | 100 0 0 1 9 Fraktion
200 100 0 0 1 5 Elution und Sammeln
300 75 25 0 1 5 der Fraktionen
320 0 100 0 1 5 1-28
330 0 100 0 1 5
340 100 0 0 1 - Spulen der Saule
350 100 0 0 1 -

1) Alternativ musste die Probe wegen technischer Probleme iber Kanal B aufgetragen werden.

Tab. 2.3 Trennprogramm-Anionenaustausch-Chromatographie

Die LOX-Aktivitat und der Proteingehalt der erhaltenen Fraktionen wurde bestimmt.
Fir Gelelektrophoresen wurden Aliquots (20 - 40 pg) mit 4 Volumen eiskaltem Aceton
gefallt, zentrifugiert und in SDS-Probenpuffer gelést denaturiert.

Die Restvolumina der LOX-aktiven Fraktionen (Fraktionen 7 - 9) konnten jeweils
vereinigt und durch Ultrafiltration mit Centricon-50 Konzentratoren (Bohland 1997)
aufkonzentriert oder mit vier Volumen eiskaltem Aceton gefallt werden. Die Enzyme
lagerte man bei -20 °C. Fur Fingerprints, Sequenzierungen oder 2-D-
Gelelektrophoresen war eine weitere Konzentrierung der Proteinfraktionen notwendig
(2.20.1).

Durch 45minutiges Spulen mit Puffer B konnte das Saulenmaterial gleichzeitig von
stérenden Proteinen, Lipiden etc. befreit und regeneriert werden. Die Lagerung der
Saule fand in 20% (v/v) Ethanol statt.

Zusatzlich musste in regelmaligen Abstanden eine Grundreinigung des Materials
durchgefuhrt werden. Es kam hierbei das von Bohland und Balkenhohl entwickelte
Verfahren (1997) zum Einsatz.

2.17 LOX-Enzymaktivitatsbestimmungen

Die Lipoxygenase (LOX)-Aktivitat wurde sowohl photometrisch als auch
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polarographisch bestimmt.

2.17.1 Photometrische Enzymaktivitats-Messung

Wahrend der LOX-Reaktion kommt es zur Extinktionsanderung bei 234 nm aufgrund
des entstehenden  Systems  von konjugierten Doppelbindungen  der
Fettsaurehydroperoxide. Diese Extinktionsdnderung lasst sich photometrisch
feststellen. Zur Berechnung der enzymatischen Aktivitdt nutzt man den
Extinktionskoeffizient des Hydroperoxids mit ¢ = 2,5 x 10" cm?/mol (Kiihn et al. 1985).

Die Messungen der unterschiedlichen LOX-Extrakte fanden in Halbmikro-
Quarzkuvetten mit einem Spektralphotometer bei 30 °C statt. Dazu wurden 5 - 100 pl
Extrakt mit 1 ml 0,1 M Citratphosphat-Puffer (pH 6,2) gemischt, die Reaktion durch die
Zugabe von 100 pl Substrat (2,5 mM Linolsaure; 0,15% (v/v) Tween 20; pH 9,0)
gestartet und Uber einen Zeitraum von 10 min verfolgt. Ansatze ohne Enzym dienten

als Kontrolle.
2.17.2 Polarographische Enzymaktivitats-Messung

Um Fehlinterpretationen bei den gemessenen Extinktionsanderungen auszuschliel3en,
sind teilweise (vor allem bei der in E. coli expremierten LOX) Kontrollmessungen mit
der O,-Elektrode durchgefuhrt worden. Dazu wurden 20 — 100 pl des Enzymextrakts
mit luftgesattigtem Messpuffer und 100 ul Substratidsung (250 pl Linolsaureldsung) in
einem Gesamtvolumen von 1 ml bei 30 °C inkubiert. Als Kontrollen dienten
Blindmessungen bzw. die Extrakte von nicht transformierten E. coli-M15-Bakterien.

Da bei der Lipoxygenase-katalysierten Fettsaureoxidation molekularer Sauerstoff in
das Substrat eingebaut wird, kann als Mall fur die Enzymaktivitdt die
Sauerstoffabnahme genommen werden und mittels O,-Elektrode verfolgt werden. Der
Aufbau wurde ausflhrlich bei Bohland (1997) erklart.

Mit einem 2-Kanalschreiber (Pharmacia) wurde der O,-Verbrauch beobachtet. Die

Messung erfolgte wie bei Loers (1999) beschrieben.
2.17.3 Bestimmung des pH-Optimums

Das pH-Optimum rekombinanter LOX-Enzyme wurde mit Hilfe photometrischer LOX-
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Enzymaktivitatsbestimmungen bestimmt. (Die genaue Durchfuhrung ist unter 3.3.3

beschrieben.)

2.18 Proteinbestimmungen

Die meisten Proteinbestimmungen wurden mit dem Coomassie-Test durchgefuhrt, nur

in Ausnahmefallen kam der BCA-Test zum Einsatz.

Coomassie—Test

Dieser Test wurde in einer leicht modifizierten Form (Scopes 1988) durchgeflhrt. Die
Coomassie-Losung (0,06% Coomassie Brilliant Blue G-250 in 2% Perchlorsaure)
wurde wie bei Bohland (1997) beschrieben angesetzt.

Ein Messansatz, bestehend aus 500 pl mit H,O verdunnter Probe — es wurden
Verdlinnungen von 1:1 bis 1:500 gemessen — und 500 pl Coomassie-Losung, wurde
in einer Einmal-Plastikklvette gemischt. Nach 10 min bei RT war die Farbreaktion
abgeschlossen, der gebildete Farbkomplex blieb fir eine Stunde stabil. Bei 595 nm
erfolgte die Messung der Ansatze. Als Bezug diente eine BSA-Eichreiche von 0 — 14

Mg Protein.

BCA-Test
Die Bestimmung wurde gemal} den Herstellerangaben (BCA* Protein Assay, Pierce)

durchgefuhrt. Bezugsbasis war hier eine BSA-Eichreihe von 0 — 800 ug Protein/ml.

2.19 Isolierung von Chloroplasten

Um die genaue Lokalisation der Lipoxygenasen zu bestimmen, wurden Plastiden
isoliert und uUber SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden die SDS-Gele
geblottet und mit dem LOX-Antikdrper untersucht.

Fir die Praparation von Chloroplasten aus Weizen-Primarblattern wurden 7 Tage alte
Pflanzen eingesetzt. Zur Induktion der LOX wurden sie wie unter 2.12, 2.13, 2.14 und
2.15 beschrieben behandelt und nach 24 h unter Standardbedingungen weitere 24 h
im Dunkeln inkubiert. Damit wurde eine Verringerung der Starkeakkumulation erreicht
und somit die Beschadigung der Plastiden wahrend der Zentrifugation durch

Starkekorner vermindert.
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Die Isolation der Cloroplasten wurde wie bei Bohland (1997) und Furken (1999)
beschrieben durchgefihrt.

2.20 Gelelektrophoresen von Proteinen

Die weitere Auftrennung der unterschiedlich aufgereinigten Proteinfraktionen gelang
mithilfe von Gelelektrophoresen. Vor der Elektrophorese war in den meisten Fallen
eine zusatzliche Konzentrierung notwendig. Ein Teil der Proben wurde hieflr mit vier
Volumenanteilen Aceton gefallt, meist wurden die Proteine jedoch mittels Centricon-
50 Konzentratoren angereichert. Diese Methode ist besonders schonend, gleichzeitig
wird ein Teil der kleineren Moleklle abgetrennt. Jedoch kommt es immer auch zu
irreversiblen Bindungen der LOX-Proteine an die Membran. Diese unerwinschten
Phanomene werden bei zunehmender Aufkonzentrierung verstarkt, so dass diese
Methode schnell an ihre Grenzen stot. Fur einige Folgeexperimente, wie z. B.
Sequenzierungen (2.23) war jedoch eine besonders hohe Konzentration nétig. Dies

wurde mit den in 2.20.1 beschriebenen Methoden erreicht.

2.20.1 Weitere Anreicherung von LOX-Proteinen

Neben den bereits beschriebenen, kamen zwei weitere Verfahren zum Einsatz.
Ausgangsmaterial waren jeweils die aktiven LOX-IAC-Fraktionen nach Ultrafiltration

mit Centricon-50 Konzentratoren.

A. Anreicherung nach SDS-PAGE und Elektroelution

Diese Methode wurde eingesetzt, wenn die LOX-Proteine anschlieend sequenziert

werden sollten. Die Proteinlosung wurde mit der entsprechenden Menge 2x
Probenpuffer versetzt, kurz aufgekocht, in die vorbereiteten Taschen eines 1,5 mm
dicken SDS-Gels (7,5 %) gebracht und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Lauf
wurden die Proteine mittels einer Negativ-Farbung sichtbar gemacht (2.20.5.2) und
die zu untersuchenden Banden isoliert. Diese wurden gesammelt, bei 4 °C gelagert,
um spater mithilfe einer Elektroelution vereinigt und wieder in Losung gebracht zu
werden. Die Proteine wurden gefallt und wiederum einer SDS-PAGE unterworfen.
Anschlieend erfolgte der Transfer auf eine PVDF-Membran und die Anfarbung mit

Amidoschwarz. Die LOX-Bande wurde ausgeschnitten und zur Sequenzierung

37



Material und Methoden

genutzt.

Fur die Elektroelution wurde eine umgebaute horizontale Elektrophoresekammer
(mechanische Werkstatt, Biologie, RWTH Aachen) genutzt. Diese Kammer ist in der
Mitte durch eine Trennscheibe aus Plexiglas in zwei Halften geteilt. Darauf kam ein
Sammelgefal}, welches aus zwei unterschiedlich gro3en Auffangbehaltern besteht.
Diese Behalter besitzen auf der Unterseite eine Offnung, oben sind sie Uber eine Art
,Brucke” miteinander verbunden. Das Sammelgefal} wurde so auf die Trennscheibe
gelegt, dass die unteren Offnungen in den Puffer hineinragten. Zuvor wurden diese
mit einer Dialysemembran (Dialysis Tubing — Visking, Size 3 Inf Dia 20/32; Medicell)
verschlossen, um die eluierten Proteine aufzufangen.

Die Elektrophoresekammer wurde mit soviel SDS-Laufpuffer befullt, dass die
.Brucken“ der Sammelgefalle gerade mit Puffer bedeckt waren. Die ausgeschnittenen
Gelstuckchen kamen auf diese Stege und durch das Anlegen eines elektrischen
Feldes wanderten die negativ geladenen Proteine aus den Gelstlicken Richtung
Anode. Dabei positionierte man die SammelgefaRe so, dass die kleinere Offnung
Richtung Anode zeigte und die Proteine sich an der Dialysemembran sammeln
konnten. Die Elution fand bei 200 V fir 1 h statt. Dann wurde kurz umgepolt, damit
sich die eluierten Molekile von der Membran l6sten. Die Proteine wurden in ein 2 ml
Eppendorfgefall gegeben und mit Aceton gefalit.

B. Anreicherung durch die Kombination von Ultrafiltration und Fallung

Das oben genannte Verfahren war sehr aufwendig und fihrte zu Degradations-
Produkten. Als Alternative wurde hier nach der Konzentrierung durch die Centricon-
50-Konzentratoren eine Fallung der Proteine durchgefiihrt. Die Kombination dieser
Methoden ermoglichte es, das Probenvolumen erheblich zu verringern ohne
nennenswerte Verluste an Proteinmaterial.

Nach der Fallung wurden die Proteine uUber eine SDS-PAGE aufgetrennt, reversibel
gefarbt und auf PVDF-Membranen geblottet. AnschlieRend wurde wie unter Punkt A
verfahren.

Alternativ konnte auch die LOX-Bande direkt aus dem Gel ausgeschnitten und zur
Sequenzierung eingereicht werden. Diese Gelstickchen wurden auch fur das

Fingerprinting (2.20.4) verwendet.
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2.20.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer GrofRe. Es wurde in
Anlehnung an die Methode nach Lammli (1970) verfahren.

Da Lipoxygenasen normalerweise ein Molekulargewicht zwischen 80 und 100 kDa
aufweisen, wurden meist Trenngele mit einer Gesamtmonomerkonzentration von
7,5% genutzt. In einzelnen Versuchen kamen auch hoher konzentrierte Gele zum
Einsatz.

A. Minislab-Gele

Far die Standard-Untersuchungen wurden Minislab-Gele (Mighty Small™Il Slab Gel,

Hoefer) von 0,75 — 1,5 mm Dicke genutzt.

Die Zusammensetzung fur jeweils zwei 1 mm dicke Gele (Trenn- und Sammelgel) ist
in Tabelle 2.4 dargestellt, fir andere Gel-Grélken wurden die Mengen entsprechend
angepasst.

Zuerst wurde das Trenngel gegossen. Die bendtigte Menge Wasser, Acrylamidldsung
und Puffer wurden zusammengegeben, fir 5 min entgast, danach figte man SDS,
TEMED (Katalysator) und APS (Ammoniumpersulfat, Radikalbildner) hinzu, mischte
kurz und pipettierte die fertige Gellosung in die vorbereiteten Gelkammern. Nach der
Uberschichtung mit Wasser blieben die Gele bis zur vollstdndigen Polymerisation fiir
ca. 30 min stehen. Danach wurde das Wasser abgenommen, die mit APS und
TEMED versetzte Sammelgellésung auf das Trenngel gegeben und zur Ausbildung
von Probentaschen ein Kamm mit 10 bzw. 15 Zahnen eingesteckt.

Nach wiederum ca. 30 min war das Sammelgel auspolymerisiert, das Gel konnte

sofort genutzt oder feucht eingeschlagen bei 4 °C bis zu 10 Tagen gelagert werden.
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Sammmelgel| Trenngel Trenngel Trenngel

4,5% 7,5% 10% 12%
Sammelgelpuffer 1,5ml - - -
(0,5 M Tris/HCI pH 6,8)
Trenngelpuffer - 3,0 ml 3ml 3,0 ml
(1,5M Tris/HCI pH 8,8)
30,8%Acrylamid/Bisacrylamid 804 pl 3,0 ml 4,05 ml 4.8 ml
(ROTH)
A. reinst 3,6 ml 5,8 ml 5,95 ml 4,2 ml
SDS (10%, w/v) 60 pl 120 pl 120 pl 120ml
TEMED 6 pl 12 pl 12 pl 12 pl
APS (10%, w/v) 60 pl 60 pl 60ul 60 pl
Bromphenolblau, gesattigte 10 pi - - -
Lésung
Tab. 2.4 Zusammensetzung von SDS-Polyacrylamid-Gelen (Die angegebene Menge reicht

jeweils fur 2 Gele von 1 mm Dicke)

Die Proben wurden vor dem Auftragen in Probenpuffer geldst, durch 2mindtiges
Erhitzen auf 95 °C denaturiert, sofort in die vorbereiteten Geltaschen einpipettiert oder
-20
unterschiedliche Protein-Marker (2.2) zum Einsatz.

Bei 200 V, 6 °C bzw. RT wurden die Elektrophoresen in SDS-Laufpuffer (0,025 M Tris,
pH 8,3; 0,192 M Glycin; 0,1% SDS, w/v) durchgefuhrt. Die Dauer betrug ca. 75 min

(bis der Blaumarker Bromphenolblau die untere Gelkante erreichte).

bis zum Gebrauch bei °C gelagert. Zur GrofRenorientierung kamen

Die aufgetrennten Proteine wurden entweder im Gel angefarbt oder auf Nitrocellulose-
bzw. PVDF-Membranen geblottet. Nach dem Blot wurde meist eine Immunodetektion

durchgefuhrt, in Ausnahmefallen wurden die Blots auch mit Amidoschwarz gefarbt.

o 1x SDS-Probenpuffer

62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8

2% (w/v) SDS

10% (w/v) Glycerin

5% (viv) Mercaptoethanol

1 Spatelsp. Bromphenolblau (pro 1 ml 1x Puffer)
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o SDS-Laufpuffer (Lammli-Puffer)

0,025 M Tris, pH 8,3
0,192 M Glycin
0,1% (w/v) SDS

2.20.3 2-D-Elektrophorese

Diese Methode dient vor allem der ,Proteomanalyse®. Als Proteom bezeichnet man
die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt vom Genom einer
Zelle oder eines Organismus exprimiert werden (Wilkins and Williams 1997b). Das
Proteom ist somit nicht statisch, sondern verhalt sich im Gegensatz zum Genom
aulderst flexibel. Proteomanalysen sind daher als wichtige Erganzung zu
Genomanalysen anzusehen.

Auch wenn, wie hier, nur ein Teil des Proteoms untersucht werden soll, leistet die 2-D-
Elektrophorese gute Dienste, da Proteine gleicher Grdélke aber unterschiedlicher
Ladung, auch Isoenzyme, differenziert werden konnen. Die Auftrennung erfolgt nach
zwei Kriterien, dem isoelektrischen Punkt und der MolekulgroRRe. Die Trennleistung ist
daher um ein Vielfaches hoher als bei eindimensionalen Verfahren.

Samtliche Apparaturen und Gerate fir die 2-D-Elektrophorese waren von der Firma
Bio-Rad und wurden freundlicherweise vom Interdisziplinaren Zentrum fur klinische
Forschung (IZKF) Biomaterialien und Material-Gewebsinteraktion bei Implantaten

(BIOMAT, Aachen, Universitats-Klinikum) zur Verfigung gestellt.

A. Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Hier wurde mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG) gearbeitet. Dabei ist der pH-
Gradient fester Bestandteil des Gels, er unterscheidet sich daher grundsatzlich von
mit Tragerampholyten erzeugten Gelgradienten. Die genutzten Gele sind als Gel-
Streifen auf einer Tragerfolie stabilisiert in unterschiedlichen GroéRen und pH-
Bereichen fertig erhaltlich. Hier wurden IPG- Strips der Firma Bio-Rad (IPG-Ready
Strips, 17 cm, pH 4 - 7) verwendet.

FUr die Versuche wurden die aktiven, durch Ultrafiltration konzentrierten I1AC-
Fraktionen (2.16.5) eingesetzt. Unmittelbar vor dem Lauf wurden diese in
Rehydrierungspuffer gelost. Dabei durfte das Gesamtvolumen 600 pl (optimal ist ein

Volumen von 300 - 450 ul fir 17 cm lange Strips) nicht Gberschreiten.
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Es wurde folgendermalden vorgegangen:

Als erstes pipettierte man die in Rehydrierungspuffer geléste Probe in die Mitte des
Geltragers (PROTEAN® IEF-Cell, Bio-Rad). Danach wurde die Schutzfolie des Gel-
Streifens abgezogen und der IPG-Strip mit der Gelseite nach unten von der Mitte her
vorsichtig in den Geltrager abgerollt. Die Probenlésung verteilte sich so gleichmalig
und luftblasenfrei Uber das gesamte Gel. Man Uberschichtete es mit Mineral6l und
schloss den Geltrager an die Elektrophorese-Apparatur an. Es kdnnen gleichzeitig bis
zu zwoOIf 17 cm lange IPG-Steifen prozessiert werden. Die Elektrophorese lief nach

dem aus Tabelle 2.5 ersichtlichen Programm ab.

Schritt | Spannung | Dauer Temperatur Erlauterungen

1 ov 12 h 20 °C Rehydrierung mit gleichzeitiger
Probenaufgabe

2 150 V 45 min 20 °C Entsalzen

500V 1h 20 °C Konditionierung

4 1000 V 1h 20 °C Dieser Schritt dient der Erhdhung der
Spannung vor der Fokussierung

5 8000 V 6 h 20 °C Fokussierung

6 500 V 0 20 °C Ende, hier kann jederzeit unterbrochen
werden.

Tab. 2.5 Elektrophoreseprogramm fiir die Isoelektrische Fokussierung

o Rehydrierungspuffer

8 M Harnstoff

4% (wiv) CHAPS

10 mM DTT

0,2% (w/v) Ampholyte (Bio-Lyte 3/10, BioRad)
1 Spatelsp. Bromphenolbau (pro 25 ml Puffer)

Nach dem Lauf konnten die IPG-Strips bei —80 °C (bis zu 6 Monaten) gelagert oder
sofort fur die zweite Dimension verwendet werden.
B. Zweite Dimension: SDS-PAGE

Die zweite Dimension wurde als vertikale SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (12%ig)

durchgefuhrt. Im Unterschied zur herkdmmlichen SDS-PAGE wird kein Sammelgel
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bendtigt. Die zuvor aquilibrierten IPG-Streifen werden mittels heiler Agarose auf dem
SDS-Gel fixiert, daneben der Marker mit einem Filterpapierstreifen, falls gewtinscht.
Es wurde die Bio-Rad PROTEAN® Il Elektrophoresekammer fiir SDS-Gele im
Grol¥format (inkl. ,IPG-conversion kit“) benutzt. Zuerst mussten die fokussierten
Proteine mit SDS beladen werden. Dazu wurden der IPG-Strip 2 x 10 min in
Aquilibrierungspuffer geschiittelt (s. u.).

In der Zwischenzeit stellte man das SDS-Gel fertig (Zusammensetzung fur 2 Gele s.
Tab. 2.5). Es war darauf zu achten, dass fur die Aufnahme des Strips, Uber der
Geloberkante ein ca. 1 cm breiter Bereich frei blieb. Damit eine glatte horizontale
Auflageflache vorhanden war, musste das SDS-Gel bis zum Gebrauch mit
wassergesattigtem 2-Butanol Uberschichtet werden. Zur Entfernung des 2-Butanols
wurde mehrmals mit SDS-Laufpuffer gespult.

Nach den Aquilibrierungschritten lieR man Uberschiissigen Puffer von dem IPG-Strip
abtropfen und tauchte es kurz in Lammli-Puffer. Sodann wurde es mit zwei Pinzetten
luftblasenfrei auf das SDS-Gel gelegt und mit heiRer Agarose [0,5% (w/v) in Lammli-
Puffer] fixiert. (Bei Bedarf wurde ein Marker mit Hilfe eines speziellen
Filterpapierstreifens neben dem Gel platziert.) Nach dem Erstarren der Agarose
konnte das SDS-Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingesetzt und der Lauf
gestartet werden. Pro Gel wurde flir 20 min eine Stromstarke von 20 mA und
anschliel3end von 30 mA eingestellt. Die Trennung wurde solange fortgesetzt, bis die
Bromphenolblaufront das Ende des Trenngels erreichte, was nach ca. 5 - 6 h der Fall
war. Im Anschluss wurden die Gele gefarbt oder geblottet.

Aquilibrierung der IPG-Streifen

Die IPG-Streifen wurden 2 x 10 min in 10 ml Aquilibrierungslésung geschiittelt. Die
Lésung des ersten Aquilibrierungsschritts enthielt zuséatzlich 2% DTT (frisch zugefiigt),
die des zweiten Schritts 2,5% (w/v) lodoacetamid, um Streifenbildung nach der

Silberfarbung zu vermeiden.

. Aquilibrierungslésung
0,375 M Tris/HCI, pH 8,8
6M Harnstoff
2% (wiv) SDS
20% (viv) Glycerol
1 Spatelsp. Bromphenolblau (pro 25 ml)
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Trenngel 10% | Trenngel 12%

Trenngelpuffer 20 ml 20 ml

(1,5M Tris/HCI pH 8,8)

30,8% Acrylamid/Bisacrylamid 26,64 ml 33,4 ml

A. reinst 32,16 ml 25,4 ml

SDS (10%, w/v) 800 pl 800 pl

TEMED 50 pl 50 pl

APS (10%, wiv) 400 pl 400 pl
Tab. 2.6 Zusammensetzung von SDS-Gelen fur die 2-D-Elektrophorese

Die Menge ist ausreichend fiir zwei Gele (Bio-Rad Protean® Il Zelle)

2.20.4 Protein-Fingerprints

Hierbei handelt es sich um eine andere Form der 2-D-Elektrophorese. Zuerst findet
eine SDS-PAGE statt. Im Anschluss mussen die aufgetrennten Proteine mittels einer
reversiblen Farbung sichtbar gemacht werden. Die entsprechende Bande wird
ausgeschnitten, entfarbt und das Gelstlickchen auf ein zweites dickeres SDS-Gel in
vorbereitete Taschen gegeben. (Wegen der entstandenen Fragmente muss fur die
zweite Dimension ein hdher konzentriertes Gel genutzt werden.) Dazu werden
geeignete Proteasen pipettiert.

Nachdem die Proben ins Sammelgel (das Sammelgel sollte etwas langer als normal
sein) eingelaufen sind, wird der Lauf fur die Dauer des Verdaus (15 min — 1 h)
unterbrochen. Zum Schluss werden die Gele gefarbt. Anhand des sich bildenden
Fragmentmusters (Fingerprint) lassen sich Proteine gleicher GroRe unterscheiden.
Hier kam das ,Protein Fingerprinting System“ von Promega zur Anwendung. Um
genugend Ausgangsmaterial (LOX-Protein) zur Verfigung zu haben, wurde zunachst
eine Anreicherung (2.20.1B) vorgenommen. (Ansonsten waren nach dem Verdau die
kleineren Fragmente nicht mehr sichtbar gewesen.)

Nach der ersten Dimension (1 mm dicke Mini-Slap-Gele, 7,5%) erfolgte die
(reversible) Negativ-Farbung mit Zink-Imidazol (2.20.5.2) und das Ausschneiden der
Banden. Danach wurden die Proteine mittels SDS-Laufpuffer wieder mobilisiert. Die
Gelstuckchen kamen in die vorbereiteten Taschen eines 12 % SDS-PAGE-Gels (1,5
mm Dicke) und wurden mit 5 pl einer Uberschichtungslésung (Gel Slice Overlay

Solution, Promega) Uberschichtet. Hierauf gab man 5 pl der entsprechend den
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Herstellerangaben verdlinnten Enzymlésungen.

Nach dem Einlaufen der Proben ins Sammelgel wurde der Lauf fur 30 min gestoppt,
der Verdau konnte so ungehindert ablaufen. Die anschlielende Auftrennung der
Proteinfragmente wurde, bis der Blaumarker die untere Gelkante erreichte, fortgefuhrt.
Mittels Silberfarbung (,Silver Staining Kit Protein“, Plus One™, Pharmacia) konnten

die erhaltenen Fragmente sichtbar gemacht werden.

2.20.5 Proteinfarbemethoden im SDS-Gel

Es kamen sowohl Positiv- als auch Negativ-Farbemethoden zum Einsatz. Bei Positiv-
Farbung werden die aufgetrennten Proteinmolekile angefarbt. Dagegen farbt sich bei
Negativ-Farbung der Hintergrund und die Proteine bleiben als klare Banden
erkennbar. Weil die meisten Positiv-Farbemethoden die Proteine dauerhaft fixieren,
sind sie weniger geeignet, falls im Anschluss weitere Untersuchungen, wie z. B.
Sequenzierungen oder Western-Blots, geplant sind. In diesen Fallen haben sich

Negativ-Farbungen bewahrt.

2.20.5.1. Positiv-Farbungen

Silberfarbung

Das ,Silver Staining Kit Protein“, Plus One™ von Pharmacia wurde nach
Herstellerangaben eingesetzt.

Coomassie-Farbung

Es wurden zwei verschiedene Praktiken (A, B) angewendet. Die zweite schnellere
Methode fixiert die Proteine nicht so stark, so dass auch hier weitere Untersuchungen
folgen konnten.

A. stark fixierend

Das Gel wurde 1 — 2 h in Farbelésung (0,25%, w/v, Coomassie Brillant Blue R-250;

40%, v/v, Methanol; 7%, v/v, Essigsaure) unter leichtem Schatteln inkubiert, dann 1-2

h in Entfarbelésung | (40% Methanol, 7% Essigsdure) und schlieRlich in
Entfarbeldsung Il (5% Methanol, 7% Essigsaure) entfarbt. In 7% Essigsaure konnte
das Gel fir mehrere Wochen ohne Veranderungen bei 4 °C gelagert werden.

B. weniger stark fixierend

Diese Verfahrensweise ist erheblich kirzer als die vorherige. In 0,1% Coomassie

Brillant Blue R 250, 50% Methanol und 1% Essigsaure wurden die Proteine maximal
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eine Stunde gefarbt. Entfarbt wurde mit 50% Methanol nur wenige Minuten lang (bis
die Banden gut sichtbar waren).
Die niedrigere Konzentration an Coomassie und Essigsaure bewirkte eine

schwachere Fixierung der Molekule.

2.20.5.2 Negativ-Farbungen
Hier erscheinen die Proteine als farblose Banden in einem gefarbten Gel. Sie sind am
besten vor einem dunklen Hintergrund, z. B. blauer oder schwarzer Pappe, erkennbar.

Kupferchlorid-Farbung:

Das Gel wurde kurz in A. reinst gewaschen, unter leichtem Schitteln in
Kupferfarbeldsung (0,3 M CuCl; in A. reinst) fur 5 min gefarbt und darauf 2 — 3 min in
A. reinst gewaschen. In Wasser konnten die Gele bei 4 °C Uber einige Wochen stabil
gelagert werden.

Zink-Imidazol-Farbunag:

Zuerst wurde fur 30 - 60 s mit A. reinst gewaschen und 5 min (5-10%ige Gele) bzw.
15 min (héher konzentrierte Gele) in Imidazollésung (0,2 M Imidazol, 0,1% (w/v) SDS
in H,O) auf dem Schuttler aquilibriert. Dann wurde bis zum Erscheinen von klaren
Banden (15 — 60 s) gegen einen weil3gefarbten Hintergrund in Zinklésung (0,2 M
Zinksulfat, in A. reinst) leicht geschiuittelt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch
Waschen mit A. reinst fur 3 x 5 s.

Die Proteine sind nach der Farbung immobilisiert und kdnnen in Wasser uber mehrere

Monate bei 4 °C gelagert werden.

2.21 Westernblot-Analyse

Nach der Auftrennung der Proteine Uber SDS-PAGE erfolgte in vielen Fallen ihre
Ubertragung auf geeignete Tragermaterialien. Zumeist wurde dafiir eine
Nitrocellulose-Membran (Nitrocellulose BA 85, Schleicher & Schull) genutzt. Wenn die
Proteine sequenziert werden sollten, fand eine PVDF-Membran (PVDF Protein
Sequencing Membrane, BIO-RAD) Verwendung. Je nach Anwendung geschah dies
mittels Tank-Blotting (Mighty Small™ TransphoRTank Transfer-Einheit, Hoefer) oder
mit einer Semidry-Blotting-Apparatur (Multiphor I, Pharmacia).
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2.21.1 Tankblotting

Dieses Verfahren wurde am haufigsten angewandt. Der Blot wurde wie bei Bohland
(1997) beschrieben aufgebaut. Als Blottingpuffer wurde fur Nitrocellulose-Membranen
Towbin Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin und 20% (v/v) Ethanol) und fur PVDF-
Membranen CAPS-Puffer (10 mM CAPS; 10%, (v/v) Methanol; pH 11 mit NaOH)

eingesetzt. Der Transfer erfolgte bei 400 mA flr 75 min.

2.21.2 Semidry-Blotting

Wenn His-getaggte Proteine aufgetrennt wurden oder auch bei grol3eren Gelen (2-D-
Gele), wurde das Semidry-System von Pharmacia (Multiphor IlI) genutzt. Der Blotting-
Puffer (15,6 mM Tris, 120 mM Gilycin, 20% Ethanol) diente dem Befeuchten von
Membranen, Whatman-Papier und dem Gel. Ansonsten wurde kein Puffer bendétigt.

Der Blot wurde folgendermalen aufgebaut:

Oben (Kathode): 3 Lagen Whatman-Papier
Gel
Membran

Unten (Anode) 3 Lagen Whatman-Papier

Bei 0,8 mA/cm? Gelflache dauerte das Elektroblotting 75 min.

Nach dem Transfer wurde die Markerspur abgeschnitten und mit Amidoschwarz
gefarbt (Ausnahme: vorgefarbte Marker). Die Ubrigen Proteine wurden normalerweise
einer Immunodetektion unterworfen. Der Nachweis von His-getaggten Proteinen

erfolgte wie unter 2.5 beschrieben.

2.21.3 Immunodetektion von Proteinen

Die Schritte 1 — 6 wurden immer unter leichtem Schutteln durchgefihrt, unabhangig

von der gewahlten Nachweismethode.
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A. Immunodetektion als Farbreaktion mittels Phosphatase gekoppelter IgG's und

dem Farbreagenz BCIP/NBT

1.
2.
3.

Der Blot

10 min Waschen des Blots mit TBST bei RT

60 min Blockieren mit Blockierungslosung (3%)bei RT

Inkubation mit dem ersten Antikdrper (s. 2.8.1) in Blockierungslésung (3%)
bei 4 °C 0. N. oder fir 2 h bei RT

Waschen fur 6 x 5 min mit TBST bei RT

Inkubation mit dem zweiten Antikorper (s. 2.8.2) in TBST fur eine Stunde bei
37 °C

Waschen fur 6 x 5 min mit TBST bei RT

2 — 15 min Farbreaktion mit BCIP/NBT-LOsung bei RT im Dunkeln

Abstoppen der Farbreaktion mit A. reinst

wurde zwischen mehreren Lagen Blotting-Papier (Schleicher & Schull)

getrocknet und zwecks Dokumentation eingescannt.

B. Immunodetektion als Chemilumineszenz-Nachweis mittels Peroxidase gekoppelter

1aG's

1.
2.
3

B

10 min Waschen des Blots mit TBST bei RT

2 h Blockieren der Membran mit Blockierungslosung (10%) bei RT
Inkubation mit dem ersten Antikdrper (2.8.1) in Blockierungslésung (10%)
bei 4 °C u. N. oder fur 2 h bei RT

3 x 5 min Waschen mit TBST bei RT

Inkubation mit dem zweiten Antikorper (2.8.2) in TBST fur eine Stunde bei
RT

3 x 5 min Waschen mit TBST bei RT

Die Membran auf eine Klarsichtfolie geben, mit der fertigen ECL-Ldsung
benetzen, uberflissige ECL-L6sugung vorsichtig abstreichen und die
Membran mit der Folie bedecken

Rontgenfilm kurz auflegen (20 s — 15 min) und entwickeln (Dunkelkammer)

Die Hohe der Proteinmarker-Banden auf dem Film markieren

Der Film wurde ebenfalls zu Dokumentationszwecken eingescannt.
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2.21.4 Entfernen von Antikérpern von Membranen (, Strippen®)

Diese Methode konnte nur nach
Nachweis angewendet werden. Durch das ,Strippen“ wird sowohl der erste als auch

der zweite Antikérper wieder abgewaschen, jedoch schadigt dieses Verfahren die

Epitope.

1. Waschen der Membran in Blockierungslosung (5%)

2. Trocknen der Membranen auf Blotting-Papier (Schleicher & Schiill)

3. 30 min bei 60 °C in Erasing-Puffer schitteln

4. 2 x 10 min in TBST Waschen bei RT (Blot kann dann in Frischhaltefolie

eingeschlagen bei —20 °C gelagert werden.)

(fur weitere Immunodetektionen) 6 h Blockieren in Blockierungslosung (5%) bei

RT

5x TBS

50 mM Tris-HCI, pH 7,5

0,75M NaCl

TBST (11)

200 ml 5x TBS

800 ml A. reinst

500 pl Tween 20
Blockierungslésungen

3% (w/v) Magermilchpulver in TBST
5% (w/v) Magermilchpulver in TBST
10% (w/v) Magermilchpulver in TBST
BCIP/NBT

1 Tablette BCIP/NBT(Sigma Fast™, Sigma) in 10 ml A. reinst I6sen.
ECL-LOsung 1 (25 ml, bei 4 °C lagern)

125 pl 500 mM Luminol in DMSO
125 pl 26,3 mg/ml p-Cumarinsaure in DMSO
2,5ml 1 M Tris-HCI, pH 8,5

Mit A. reinst auf 25 ml auffullen.
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o ECL-LOsung 2 (25 ml, bei 4 °C lagern)

15 pl 30% (v/v) H20-

2,5ml 1 M Tris-HCI, pH 8,5

Mit A. reinst auf 25 ml aufflllen.
o Fertige ECL-LOsung

ECL-L6sung 1 und 2 im Verhaltnis 1 : 1 gemischt.
o Erasing-Puffer (100 ml, Lagerung bei 4°C)

6,25 ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8
10 ml 20% (w/v) SDS
0,7 mi B-Mercaptoethanol

Mit A. reinst auf 100 ml auffullen.

2.22 Positionsspezifitat (Produktanalyse) von Lipoxygenasen

Die Positionsspezifitat, also die Neigung, bevorzugt ein bestimmtes Hydroperoxid
(z.B. 9-HPOD oder 13-HPOD) herzustellen, gehort zu den charakteristischen
Eigenschaften von Lipoxygenasen.
Diese Untersuchungen sind sowohl mit den in E. coli exprimierten als auch mit
Lipoxygenasen aus Weizenpflanzen/Weizenzellkulturen, durchgefihrt worden. Als
Kontrollansatze dienten enzymfreie Ansatze, 9- und 13-HPOD-Standards sowie
Reaktionen mit Soja-LOX (Typ I.S, Sigma).
Pro Reaktionsansatz von 1,5 ml wurden 300 pl Photometersubstrat mit O,-gesattigtem
Puffer und 2 nkat LOX-L6sung (max. 500 pl), zum Starten der Reaktion, gemischt. Fur
Soja-LOX war 0,1 M Borat-Puffer, pH 9,0 und fur Weizen- und in E. coli exprimierte —
LOX 0,1 M Citratphosphat-Puffer, pH 6,2 eingesetzt worden. Die Reaktionen wurden
10 - 30 min bei 30 °C auf dem Eppendorf-Thermoschuttler in 2 ml Reaktionsgefal’en
geschuttelt. Die Kontrollansatze wurde immer parallel zu den jeweiligen
Versuchsansatzen durchgefuhrt. Die Reaktionszeiten waren identisch.
Nach dem Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 5 pl konz. HCI wurden die
Hydroperoxide mit 500 pl Chloroform extrahiert, zweimal mit 500 pl A. reinst
gewaschen und kurz mit N, begast. Die so erhaltenen Produkte konnten sofort zur
Messung eingesetzt werden, oder bei —20 (bis zu einer Woche) bzw. —70 °C (langere
Lagerung) unter N, gelagert werden.
Die Trennung der Produkte fand durch Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (sp-
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HPLC, Milton Roy CM4000 und SM4000; Schreiber SS-250 F, Sekonic) auf einer
Kieselgelsaule (Suprasphere-Si, 4 uyM PartikelgrofRe, 4,6 x 125 mm) statt. Die Elution
mit n-Hexan/Isopropanol/Acetonitril/Eisessig (98,3 : 1,5 : 0,1 : 0,1 v/v) erfolgte bei
einer Flussrate von 1 ml/min. Anhand der eingesetzten Standards konnten die

Lipoxygenase-Produkte bei 234 nm detektiert und identifiziert werden.

2.23 Sequenzierung von LOX-Proteinen

Flr Proteinsequenzierungen muss das zu untersuchende Protein als mdglichst
saubere Fraktion in ausreichendem Malle zur Verfigung stehen. Die
Sequenzierungen wurden von verschiedenen Laboren (Institut fUr Enzymtechnologie,
FH Jilich; Department of Biochemistry, Biozentrum of the University of Basel; Royal
Holloway School of Biological Sciences, University of London) als Auftragsarbeit
durchgefuhrt. Die Menge an reinem Protein, die bendétigt wird, schwankt je nach
angewendeter Methode.

Die Vorbereitungen der Proben entsprachen den Anforderungen der jeweiligen
Institute. Diese haben die LOX-Proteine mittels Edman-Abbau sequenziert. Wegen N-
terminaler Blockierung wurde teilweise vorher ein tryptischer Verdau und die
Auftrennung der entstandenen Fragmente tUber HPLC durchgefihrt.

In den Verfahren, die hier zur Verfugung standen, wurde relativ viel LOX-Protein
bendtigt. Da das zu untersuchende Enzym zwar hochst aktiv, jedoch nur in sehr
geringen Konzentrationen vorhanden ist, war nach der IAC (2.16) eine weitere

Anreicherung notwendig.

2.24 RNA-Extraktion

2.24.1 RNase freies Arbeiten

Beim Arbeiten mit RNA muss eine Kontamination mit Ribonukleasen (RNasen)
verhindert werden. Diese konnen einerseits als Verunreinigungen auf Geraten,
Verbrauchsmaterialien und Ldsungen vorkommen, andererseits werden beim
Zellaufschluss von pflanzlichem bzw. tierischem Material naturlich vorhandene
RNasen freigesetzt. Durch unterschiedliche Verfahren vor und wahrend dem Arbeiten

mit RNA konnen diese RNasen inhibiert bzw. zerstort werden.
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Voraussetzung fur RNase-freies Arbeiten ist zunachst die Nutzung von Handschuhen.
Des Weiteren mussen alle wassrigen Losungen mit DEPC-Wasser hergestellt werden
und autoklaviert sein. DEPC (Diethylpyrocarbonat) ist ein starker RNase-Inhibitor. Es
wird eine 0,1%ige Losung in A. reinst hergestellt, indem man die Lésung uber Nacht
unter dem Abzug ruhren lasst. Danach muss das DEPC (stark cancerogen)
autoklaviert und damit inaktiviert werden.

Reaktionsansatzen mit RNA, wie z. B. RT-PCR kann man zur Unterdrickung von
RNase-Aktivitat im Ansatz kaufliche RNase-Inhibitoren hinzufligen. Bei der Extraktion
von RNA nutzt man im Allgemeinen die denaturierenden Eigenschaften von Guanidin-
HCl und Guanidiniumthiocyanat und/oder die reduzierende Eigenschaft von -
Mercaptoethanol.

Gelagert wird RNA idealerweise bei einer Temperatur zwischen -80 und -70 °C. Auch

so werden RNasen in ihrer Aktivitat gehemmt.
2.24.2 Extraktion von Gesamt-RNA

FUr die Extraktion von Gesamt-RNA wurde das ,peqGold RNA Pure Kit* der Firma
Peqlab verwendet.

In einem mit Ny vorgekuhlten Morser wurden von den einzelnen Behandlungen je 5
Weizenprimarblattabschnitte (a 7 bzw. 8 cm Lange; s. 2.15.1) mit flussigem Stickstoff
so lange gemodrsert, bis man ein weillliches Pulver erhielt. Davon wurde ungefahr die
Halfte in ein 2 ml Eppendorfgefaly Gberfuhrt und sofort 1,5 ml pegGold RNA Pure
dazugegeben, kraftig gevortext und zunachst auf Eis gesammelt.

Die andere Halfte des Pulvers kam in ein weiteres Eppendorfgefal, wurde in
flissigem Stickstoff schockgefroren und konnte bei — 70 °C fur einen spateren
Gebrauch gelagert werden.

Nachdem alle Proben fertig gemdrsert waren, belie® man sie fur 5 min bei RT. Dann
gab man 0,3 ml Chloroform hinzu und mischte wiederum kraftig auf dem Vortex. Nach
weiteren 3 — 10 min bei RT wurden die Proben 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert und
die wassrige obere Phase kam in ein neues Gefald. Mit einem Vol. Isopropanol wurde
die RNA Uber Nacht bei 4 °C gefallt.

Nach der Fallung erfolgte eine Zentrifugation von 20 min bei 4 °C und 14000 rpm. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet mit 70% ETOH (DEPC) gewaschen,

getrocknet und in 50 yl DEPC-Wasser aufgenommen.
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Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt. Bis zu ihrer Verwendung
wurde die RNA bei —70 °C aufbewahrt.

2.25 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Bei 260 nm entspricht die Absorption von eins einer DNA-Menge von 50 pg/ml bzw.
einer RNA-Menge von 40 pg/ml. Der Quotient aus der Absorption bei 260 und 280 nm
Wellenlange gibt Hinweise auf die Qualitdt der gemessenen Nukleinsaure-Proben.
Normalerweise liegt er bei 2,0 fir RNA und 1,8 fur DNA. Abweichungen hiervon
weisen auf Verunreinigungen durch Proteine oder phenolische Substanzen hin. Bei
monokotylen Pflanzen weicht der Quotient jedoch von diesen ldealwerten ab, ohne

dass eine Verunreinigung vorliegt. Er liegt hier fir RNA meist zwischen 1,6 und 1,9.

2.26 Denaturierende Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese

Hierbei werden Ribonukleinsauren unter denaturierenden Bedingungen, d. h. unter
Auflésung ihrer Sekundarstruktur, im elektrischen Feld aufgetrennt.

Far 40 ml eines 1%igen Agarosegels wurden 0,4 g Agarose in 34 ml A. reinst und 4 ml
1x MOPS aufgekocht. Nach dem Abkuhlen auf 65 °C fugte man 2 ml Formaldehyd
(37%ige Losung) und Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,25 pg/ml) hinzu. Die
Agaroseldosung wurde kurz geschwenkt und dann in eine vorbereitete horizontale
Gelkassette unter dem Abzug gegossen. Wenn das Gel vollstandig erstarrt war, kam
es in die mit 1x MOPS beflllte Elektrophoresekammer.

Je 10 ug in DEPC-Wasser geldste RNA wurden mit DEPC-Wasser auf 10 ul aufgefullt
und in 15 pul RNA-Aufnahmepuffer aufgenommen. Bei 95 °C denaturierten die RNA-
Proben fur 4 min, dann wurden sie auf Eis abgekuhlt und kurz zentrifugiert.
Anschlie®end wurden sie in die Taschen des Agarosegels einpipettiert und bei 3 V/cm
ca. 1 Stunde (die Dauer hangt von der Grol3e des Gels ab) lang aufgetrennt. Zwecks
Grolenvergleich wurde z. T. ein RNA-Marker mit auf das Gel aufgetragen.

Das Ethidiumbromid im Gel interkaliert in Nukleinsaurestrukturen und ermoglicht so
deren Detektion unter UV Licht bei 302 nm.
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° 10x MOPS:

200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

pH 7,0 mit NaOH einstellen und autoklavieren.

o RNA-Aufnahmepuffer

720 pl Formamid
150 pl 10x MOPS
260 pl Formaldehyd
80 ul autoklaviertes Glycerol
80 ul gesattigte Bromphenolblauldésung

Mit DEPC-Wasser auf 1,5 ml auffillen.

2.27 Northernblot-Analyse

Mithilfe von Northernblot-Analysen kann man die Expression einzelner Gene zu einem
bestimmten Zeitpunkt untersuchen. Dazu trennt man RNA-Proben der zu
untersuchenden Zeitpunkte elektrophoretisch auf und immobilisiert sie anschlie3end
mittels Kapillartransfer auf einer positiv geladenen Nylonmembran.

FUr die spatere Dokumentation erweist sich nach dem Transfer die Farbung des
Filters mit Methylenblau als geeignet. Diese Farbung stort bei der anschliellienden
Hybridisierung nicht, ist aber auch nachtraglich durchfuhrbar. Der Blot wird hierbei fur
wenige Minuten in der Methylenblaulésung (0,4% Methylenblau in 0,5 M
Natriumacetat) gefarbt und anschlieBend unter leichtem Schatteln mit A. reinst
solange entfarbt, bis die Banden der ribosomalen RNA gut sichtbar werden.

Der Nachweis, ob ein Gen zum untersuchten Zeitpunkt aktiv ist, erfolgt mit einer
genspezifischen markierten Sonde (z. B. radioaktiv). Die Sonde erkennt
komplementare Sequenzen und bindet daran. Um unerwlinschte Reaktionen,
unspezifische Hybridisierungen der markierten Nukleinsduren oder deren Adsorption
an den Filter, zu verhindern, blockiert man diese Bindungsstellen mittels
Heringsperma-DNA oder anderer geeigneter Blockierungslosung. Nach der
Hybridisierung kann ein Rontgenfilm aufgelegt werden, positive Signale werden nach

der Autoradiographie als Schwarzungen auf dem Film sichtbar.
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2.27.1 Northernblot

Die im Gel aufgetrennte RNA wurde Uber Kapillartransfer auf eine Nylonmembran
geblottet.

Der Blot wurde folgendermalfen aufgebaut:

In eine grolRe Plastikschale kam in die Mitte eine viereckige Dose mit etwas hoherem
Rand als die Schale. Darauf wurde eine Glasscheibe gelegt. Nun wurde die grofliere
Schale mit Natriumphosphatpuffer (pH 6,4; 25 mM) befullt, so dass der Boden ca. 3
cm bedeckt war. Ein Streifen Whatmanfilterpapier (Whatman 3MM) wurde so
zugeschnitten, dass er eine Brlicke von der linken Seite der Schale Uber die
Glasplatte zur rechten Seite bilden konnte. Er wurde mit Puffer befeuchtet und
luftblasenfrei Uber die Glasplatte gebracht. Darauf kamen drei auf Gelgrolle
zugeschnittene, in Puffer getrankte Filterpapiere, ebenfalls luftblasenfrei.

Das RNA-Gel wurde, nach dem Abschneiden der Probentaschen, mit der Oberseite
nach unten auf das Filterpapier gelegt. Jetzt noch freiliegendes Filterpaper wurde mit
vier Parafilmstreifen abgedeckt, damit der Puffer nicht an den Seiten hoch diffundieren
konnte.

Eine positiv geladene, auf GelgroRe zurechtgeschnittene Nylonmembran (Hybond N,
Boehringer, Mannheim) wurde ebenfalls mit Puffer angefeuchtet und luftblasenfrei auf
das Gel aufgelegt. Es folgten weitere drei Lagen angefeuchtetes Filterpapier und
mehrere Lagen (ca. 10 cm hoch) trockenes Zellstoffpapier.

Den Abschluss bildeten eine Glasscheibe und ein etwa 600 g schweres Gewicht. Der

Transfer erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur.

2.27.2 Hybridisierung

FUr die Hybridisierung wurden radioaktiv markierte Sonden eingesetzt. Die Sonden
besallen eine hohe Homologie zu den untersuchten Genen. Sie mussten vor der
Nutzung denaturiert werden. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die
Blots zunachst im Hybridisierungspuffer unter Zugabe von denaturierter
Heringssperma-DNA prahybridisiert. Erst dann erfolgte die Hybridisierung mit der
gewulnschten Sonde. Durch stringente Waschschritte wurde unspezifisch gebundene
Sonde wieder abgewaschen. Zum Schluss kamen die Blots in Frischhaltefolie und ein

Rontgenfilm wurde aufgelegt, bei —80 - -70 °C exponiert und nach 1-14 Tagen
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entwickelt (abhangig von der Signalstarke).

Durchfihrung:

Nach dem Transfer wurde der Blot kurz getrocknet, dann unter UV , gecrosslinked"
(Ultra Violett Crosslinker, Amersham Life Science). Bis zum weiteren Gebrauch
konnten die Filter wahlweise bei RT oder —20 °C in Frischhaltefolie eingeschlagen
gelagert werden.

Die mit A. reinst angefeuchteten Blots wurden in Hybridisierungsrohren gegeben und
bei 58 °C fur eine Stunde mit 10 — 15 ml der Prahybridisierungslosung in einem
Rollerbrutschrank inkubiert.

Im Anschluss fligte man der Prahybridisierungslésung die markierte und denaturierte
Sonde zu. Die Hybridisierung erfolgte uber Nacht bei 58 °C.

Am nachsten Tag wurde die Losung in ein 50 ml Falcongefald abgegossen und bei —
20 °C bis zu einem spateren Gebrauch gelagert. Unspezifisch gebundene Sonde

entfernte man durch verschiedene Waschschritte:

1. 2x30 s mit6x SSC, 1% (w/v) SDS 58 °C
2. 2 x 30 min mit 2x SSC, 0,1% (w/v) SDS 58 °C
3. 1 x 30 min mit 0,2x SSC, 0,1% (w/v) SDS 58 °C
4. 1x30s mit0,2x SSC RT

Der letzte Schritt diente lediglich dem Auswaschen von Uberschissigem SDS.

. 20x SSC
3,0M NaCl
0,3M Natriumcitrat

pH 7,0 mit NaOH einstellen.
o Hybridisierungspuffer

10% (w/v) Dextransulfat
1M NaCl
1% (w/v) SDS

o Prahybridisierungslosung

Hybridisierungspuffer versetzt mit 100 pg/ml denaturierter Heringssperma-DNA.

Radioaktive Markierung der Sonde:

Hierfur wurde das ,DecalLabel™ DNA Labeling Kit“ der Firma MBI Fermentas nach

Herstellerangaben genutzt, wobei wahlweise [a-32P]-dATP oder [a-32P]-dCTP
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eingesetzt wurde. Nach dem Abstoppen der Reaktion wurde der Ansatz mit
autoklaviertem A. reinst auf 300 ul aufgeflllt. Pro Hybridisierungsréhre kamen 100 —

150 ul der denaturierten Sonde zum Einsatz.

2.28 Amplifizierung von cDNA mithilfe reverser Transkriptasen

Im Gegensatz zu den in Pro- und Eukaryonten vorkommenden DNA-Polymerasen,
welche DNA als Matrize brauchen, nutzen virale reverse Transkriptasen mRNA als
Template. Es entsteht eine DNA (,copy“ DNA = cDNA), die komplementar zur mRNA
ist. In der Molekularbiologie nutzt man reverse Transkriptasen, um die zu einem

bestimmten Zeitpunkt exprimierten Gene zu untersuchen.

2.28.1 Konstruktion einer Weizen-LOX-Sonde mittels degenerierter Primer Uber
RT-PCR

Fur die Konstruktion der Sonde wurde aus konservierten Sequenz-Bereichen vom 3’-
Ende her degenerierte Primer (s. 2.4) ausgewahlt. Mithilfe des ,Titan™ One Tube RT-
PCR System® von Boehringer, Mannheim konnte mit diesen Primern aus Gesamt-
RNA ein ca. 500 bp groRes DNA-Fragment isoliert werden.

Vorgehen:

Um die LOX-RNA-Synthese zu induzieren, wurden 7 Tage alte Weizenpflanzen mit
dem Pgt-Elicitor, Methyljasmonat, ,Wind“ oder Wasser (Kontrollansatz) behandelt und
die Primarblatter (bei ,Wind-Behandlung“ konnten alle Blatter genutzt werden) nach
12 - 24 h geerntet. Aus diesen Blattern isolierte man, wie unter 2.24.2 beschrieben,
die Gesamt-RNA.

Alle Ansatze mussten grundsatzlich auf Eis gelagert bzw. vorbereitet werden. Je 1 pl
Gesamt-RNA (1 pg) kam mit je einem pl ,upstream” und ,downstream® Primer (10 uM)
in ein 500 pl PCR-Gefall (= Ansatz RNA) und wurde zur Verminderung von
Sekundarstrukturen bei 95 °C fur 4 min denaturiert. In der Zwischenzeit wurden 2
Mastermixe (Mix 1 und 2, s. u.) hergestellt.

Zu Ansatz RNA pipettierte man 22 yl Mix 1 und 25 pl Mix 2, mischte kurz auf dem
Vortex und zentrifugierte sie anschlieRend. Im vortemperierten Thermocycler (The
DNA ENGINE Peltier Thermal Cycler, PTC 200, MJ Research Inc.) fand die cDNA-
Synthese bei 36 — 60 °C (abhangig von der Schmelztemperatur der Primer) fur 1,5 h
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statt. Anschliellend wurde eine PCR uber 35 Cyclen nach Herstellervorgaben
durchgefuhrt,  wobei die  Annealingtemperatur  immer der jeweiligen
Schmelztemperatur (1-2 °C niedriger) der verwendeten Primer angepasst wurde. Bei
Bedarf wurde eine weitere PCR mit ,nested” (innerhalb des zu amplifiziernden
Bereichs liegenden) Primern angeschlossen.

Die Proben wurden auf einem 1 %igen Agarosegel analysiert, positive PCR-Produkte
unter UV mit dem Skalpell ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert (2.35). Es folgte
die Klonierung (2.30.2) der Produkte in den pGEM®-T Easy Vector ()GEM®-T Easy
Vector System, Promega) und die Transformation in E. coli (2.33). Zur Isolierung des
gewulnschten Plasmids wurden die transformierten E. coli-Kulturen in einem LB-
Flissigmedium (2.32) 4. N. angezogen und am nachsten Tag geerntet. Nach
Praparation (2. 38) wurden die Plasmide mithilfe von Restriktionsverdauen analysiert,
positive Kandidaten wurden sequenziert.

Die gewonnenen DNA-Sonden wurden flr Northern-Analysen und zum Screening
einer cDNA-Bank genutzt. Aulerdem diente die Sequenz der Primerkonstruktion flr
die 3’- und 5’-RACE-Experimente.

o Mix 1: (ausreichend fur 3 Reaktionen)
12 Il ANTP (10 mM)
7,5yl DTT (100 mM)
7,5 ul RNasin® (Promega, “Ribonuclease Inhibitor’, 1U/ul, 1 : 10 verdiinnt)
39 ul DEPC-Wasser
o Mix 2: (ausreichend fur 3 Reaktionen)
30 pl 5x RT-PCR Puffer
3 ul Enzym Mix (Expand™ High Fidelity enzyme mix, reverse transcriptase,
AMV)

2.28.2Klonierung der 3'UT mittels 3'-RACE

Nach der Sequenzierung (2.39) wurde ein genspezifischer Primer konstruiert. Mithilfe
des , 3-RACE System for Rapid Amplification of cDNA ends” von Gibco konnte aus
Gesamt-RNA ein DNA-Fragment (inklusive einem Teil der 3'UT) amplifiziert und
kloniert werden.

Die 3’-RACE funktioniert nach folgendem Prinzip:
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A. Annealing eines Oligo (dT) Adapterprimers an das Poly-A-Ende der mRNA

Dieser Primer besitzt an seinem 3’-Ende einen moglichst langen Oligo-dT-,Schwanz®,
am anderen die Adaptersequenz. Letztere dient dem Annealing des Universal Primers
aus Schritt 3 sowie der spateren Klonierung, da zusatzliche Schnittstellen eingefugt
werden. Mittels Oligo dT-Ende wird die Poly-A-Plus-Sequenz am Ende der m-RNA
erkannt und an diese gebunden (Annealing).

B. .First Strand*-Synthese der cDNA

Nach dem Annealing des Primers erfolgt mittels einer reversen Transkriptase die

.First Strand“-cDNA-Synthese. Hiernach wird die RNA-Matrixe enzymatisch zerstort
(RNase H, reagiert spezifisch auf RNA:DNA-Duplexe). Dadurch wird der cDNA-
Erststrang frei und ist fur die weitere Synthese zuganglich.

C. Amplifizierung der Ziel-cDNA

Ein genspezifischer Primer, der innerhalb der amplifizierten cDNA liegt, und ein

Universalprimer, welcher den Adapter erkennt, werden flr diesen Schritt eingesetzt.
Es erfolgt eine normale PCR. Das entstandene Produkt kann direkt zur Klonierung
eingesetzt werden.

D. (Nicht obligatorisch) Zweite ,nested” Amplifizierung der cDNA

Aufgrund des eingesetzten unspezifischen Oligo-dT-Primers entstehen beim ersten
Schritt viele unterschiedliche Produkte, da alle polyadenylieten mRNAs als Matrize
genutzt werden. Daraus resultieren bei der anschlieRenden Amplifizierung haufig auch
etliche unspezifische Produkte. Eine zweite ,nested” PCR erhdht die Spezifitat der
amplifizierten Produkte.

E. Klonierung des PCR-Produkts

Die Grofie des PCR-Fragments wird auf einem Agarose-Gel kontrolliert. Stimmt diese

mit der erwarteten Grolde Uberein, so kann das Fragment aufgereinigt und
anschlieRend in einen geeigneten Vektor (hier pGEM® T-Easy, Vector Promega)
kloniert (2.31.1) werden. Dabei bedient man sich haufig der zusatzlich eingeflugten
Restriktionsschnittstellen.

F. Transformation von E. coli

E. coli wird mit dem neu entstandenen Plasmid transformiert (2.33). Dann erfolgt die

Vermehrung des Plasmids fur weitere Untersuchungen.

Das ,3-RACE System for Rapid Amplification of cDNA ends“ wurde nach
Herstellerangaben eingesetzt. Fur die Amplifizierung der Ziel-DNA wurden der
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Abridged Universal Amplification Primer (AUAP, Gibco) sowie zwei genspezifische

Primer verwendet.

2.28.3 5'-RACE

Es wurde das ,5-RACE System for Rapid Amplifikation of cDNA Ends, Version 2.0
von Gibco eingesetzt. Das Prinzip ist ahnlich wie bei einer 3’-RACE, jedoch gibt es
einige wichtige Unterschiede, die in den Punkten A - D kurz beschrieben werden. Alle
anderen Schritte bleiben gleich.

A. Annealing eines genspezifischen Primers an die mRNA

Statt eines Oligo-dT-Primers wird hier ein ,antisense” genspezifischer Primer benotigt.
B. First Strand“-Synthese der cDNA

Die mRNA wird mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben, dann die RNA-

Matrize mit RNase abgebaut und alle Bruchstucke, Primerreste etc. von der cDNA
abgetrennt (hier: GlassMAX Spin Cartridge, Gibco).
C. ,1ailing“ (mit dCTP) der gereinigten cDNA und Amplifizierung der Ziel-cDNA

An das 3’Ende des cDNA-Strangs wird ein Poly-C-Schwanz (mittels einer Terminalen

Deoxynucleotidyl Transferase) angehangt, dieser dient als Erkennungssequenz flr
den Anker-Primer (hier: Abridged Anchor Primer, Gibco). Mit diesem Primer und
einem zweiten (,nested”) genspezifischen Primer kann Uber PCR ein DNA-
Doppelstrang amplifiziert werden.

D. Zweite (,nested”) PCR

Ein dritter (,nested”) genspezifischer Primer und ein Universal Primer (welcher die

~LAnkersequenz® erkennt, hier: AUAP oder UAP von Gibco werden fur diese PCR

gebraucht. Dieses Produkt kann in wiederum geeignete Vektoren kloniert werden.

2.29 Klonierung einer LOX-cDNA

Die Klonierung der cDNA erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurde eine
weizenspezifische cDNA-Sonde konstruiert. Diese wiederum kam flir das Screening
einer cDNA-Bank zur Isolation einer vollstandigen Weizen-LOX-cDNA zum Einsatz.

Mit Hilfe eines viralen Enzyms einer reversen Transkriptase kann eine komplementare
DNA (cDNA = copy DNA) zu einer mRNA synthetisiert werden. Man erhalt so die

Maoglichkeit, die zu einem bestimmten Zeitpunkt exprimierten Gene zu untersuchen.
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Fir die Konstruktion einer cDNA-Bank wird die cDNA in einen geeigneten Vektor
verpackt. Eine haufig angewandte Methode ist das y-ZAP Klonierungssystem von
Stratagene. Hierbei wird die cDNA in einen y-Phagen kloniert. Durch ,in vivo Excision®
konnen die cDNA-Inserts mittels eines Helfer-Phagen in Plasmide umgewandelt
werden. Die Vermehrung der cDNA erfolgt in infizierten E. coli Bakterien.

In diesem Fall wurde mit dem ZAP-cDNA® SYNTHESIS KIT von Stratagene
hergestellte cDNA-Bank aus Weizen (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von R.
Dudler, Zurich) gearbeitet. Zur RNA-Induktion waren die Weizenpflanzen mit
Gerstenmehltau infiziert worden. Fur das Screening kam die unter 2.29.1
beschriebene Sonde zum Einsatz.

Vorgehen:

A. Bestimmung: des Phagentiters

Zunachst musste der Titer der Phagenbank bestimmt werden. Uber Nacht wurde eine
Vorkultur von XL1-Blue MRF" (Wirtsbakterien) in LB Medium mit 0,2% (w/v) Maltose
und 10 mM MgSO, bei 37 °C angezogen und damit eine Flussigkultur in 50 ml LB
[0,2% (w/v) Maltose; 10 mM MgSO,] angeimpft. Bis zur ODggp von 0,6 — 1,0 inkubierte
man die Bakterien auf dem Schuttler bei 37 °C. Dann wurden sie bei 1000 g fur 10
Minuten zentrifugiert, das Pellet in ca. 20 ml 10 mM MgSO, geldst und eine ODggo von
1,0 eingestellt. Von den Phagen wurde mit SM Puffer eine Verdunnungsreihe (1 : 100
— 1 :10% vorbereitet. Die jeweilige Menge an Phagenverdiinnung wurde 15 Minuten
mit 200 pl Wirtsbakterien (in 10 mM MgSOs4; ODgye = 1,0) in einem sterilen
Reagenzglas bei 37 °C inkubiert. Dazu kamen 3,5 ml auf 48 °C vorgewarmte NZY-
Top-Agarose. Man mischte kurz und gab diese auf vorgewarmte NZY-Platten. Im 37
°C Brutschrank wurden die Platten u. N. bebritet.

Am nachsten Tag wurden die Phagenplaques auf den Platten gezahlt und der Titer in
pfu/ml bestimmt.

B. Erstes Screening:

Vorbereitung der Filter:

Es wurden 150 mm NZY Platten genutzt. Die Phagenkonzentration wurde so
eingestellt, dass pro Platte 20.000 — 50.000 Phagenplaques zu erwarten waren.
Aufzucht und Verdunnung der Wirtsbakterien sowie das Ausplattieren der Phagen-
Bakterienmischung mit Top-Agarose entsprach der Vorgehensweise beim Bestimmen
des Titers. Jedoch wurden, wegen der groReren Platten, die Phagen mit je 500 pl

Bakterienldsung und 8 ml vorgewarmter NZY-Top-Agarose ausgegossen. Uber Nacht
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entstand ein dichter Plaque-Rasen.

Die Platten kamen am nachsten Tag fur ca. 1 h in den Kuhlschrank, dann wurden
Nitrocellulosemembranen (Optitran BA-S 85, Schleicher & Schull) fur 2 s luftblasenfrei
aufgelegt, mit einer Nadel und schwarzer Tinte markiert und dann wieder abgezogen.
Die an den Filter gebundene Phagen-DNA wurde 2 min mit 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl
denaturiert, mit 1 M Tris-HCI, pH 8,0 neutralisiert und anschlieend auf der Laborbank
getrocknet. Zur Immobilisierung der DNA wurden die Filter 30 min bei 80 °C in einem
Vakuumofen gebacken. Die Membranen konnten sofort fur die Hybridisierung

eingesetzt werden oder bei — 20 °C gelagert werden.

Hybridisierung:
Zunachst wurde eine Prahybridisierung in 5x Denhardts, 6x SSPE, 1 % (w/v) SDS
sowie 100 pg/ml denaturierter Heringssperma-DNA und 25 mg/ml denaturierter y-DNA
bei 65 °C fur 60 min durchgefihrt.
Dann setzte man der Prahybridisierungslosung 150 ul der denaturierten radioaktiv
markierten Sonde (vgl. 2.29.2) hinzu und hybridisierte U. N. bei 65 °C. Die Membranen
wurden folgendermalden gewaschen:
1. 2 x 30 s mitt 6x SSPE, 1% (w/v) SDS; 65 °C
2. 1 -2 x10 min mit 2x SSPE, 1 % (w/v) SDS; 65 °C, (bis Waschflissigkeit +
frei von Radioaktivitat)
1 x 15 min mit 0,2x SSPE, 0,1 % (w/v) SDS, 65 °C
4. 1 x 30 s mit 0,2x SSPE RT

Die Membranen wurden in Frischhaltefolie eingeschlagen, in eine Filmkassette
gebracht und ein Rontgenfilm aufgelegt. Die Exposition fand bei —80 °C fur 4 — 8 h
oder bei schwacheren Signalen u. N. statt.

Nach der Entwicklung des Films wurden die Phagen-Plaques, deren DNA ein starkes
Signal zeigten, mit einer abgeschnittenen 1 ml Plastikpipettenspitze isoliert und in ein
mit 500 pl SM Puffer befulltes Eppendorfgefal® gegeben. Dazu kamen nach kraftigem
Mixen 20 pl Chloroform zum Abtoten der Bakterien. Es wurde ein weiteres Mal
gevortext. Die Phagen befanden sich nun im Puffer, jedoch waren wegen der hohen
Phagendichte noch keine einzelnen Klone isoliert worden. Dazu waren ein zweites

und drittes Screening notwendig.
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C. Zweites und drittes Screening:

Das zweite und dritte Screening verlief im Prinzip wie das erste, mit nur wenigen
Unterschieden. Es wurden kleinere Petrischalen gebraucht. Die Phagenkonzentration
(der positiven Klone vom vorangegangenen Screening) wurde reduziert, so dass
einzelne Plaques gut sichtbar und auch problemlos isolierbar waren. Optimal ist eine
Phagendichte von 50 bis maximal 450 pro Platte. Die positiven Klone isolierte man,
um sie fur weitere Screenings einzusetzen. Nach dem dritten Screening lagerte man
die isolierten Phagenklone bis zur in vivo Excision bei 4 °C.

D. In vivo Excision des Bluescript Phagemids:

Uber Nacht wurde je eine Vorkultur von XL1 Blue MRF’ (Wirtsbakterium fir die
isolierten Phagen) und XLOR in LB mit 0,2% Maltose und 10 mM MgSQO,4 angezogen,

diese wurden dann jeweils in einen 50 ml Kolben Uberimpft und bei 37 °C inkubiert.

XL1-Blue-MRF" lie man bis zu einer ODgyp zwischen 0,2 — 0,5 wachsen,
zentrifugierte die Zellen anschliel3end bei 1500 g und nahm sie in 10 mM MgSQO4 auf
(ODgoo = 1). Dann gab man 200 ul der XL1-Blue-MRF", 250 pl des isolierten Phagens
und 1 pl des Helferphagens (ExAssist-Helper-Phage, Stratagene) in ein 50 ml
Falcongefal® und inkubierte dieses 15 min bei 37 °C. Danach fugte man 3 ml NZY
Medium hinzu und inkubierte 2,5 — 3 h auf dem Schdattler bei 37 °C. Hinterher wurden
die Bakterien bei 65 — 70 °C (20 min) abgetotet. Dann zentrifugierte man 15 min bei
3500 rpm. Der Uberstand enthielt filamentése Phagenpartikel mit dem Plasmid. Dieser
Phagemid Vektor ist bei 4 °C 1 - 2 Monate stabil.

In der Zwischenzeit konnten die anderen Bakterien (XLOR) zu einer ODggp von 0,6 —
1,0 heranwachsen. Man zentrifugierte sie 15 min bei 3500 rpm und 16 °C und stellte
anschliellend die ODgpo auf ca. 1,0 mit 10 mM MgSQO, ein. Dann gab man in zwei
Eppendorfgefalie (A und B) jeweils 200 pl XLOR. Zu Ansatz A pipettierte man 10 pl
und zu B 100 ul des Phagemid Vektors. Die beiden Ansatze inkubierte man 15 min bei
37 °C, dann gab man 300 yl NZY Medium hinzu und schittelte die Bakterien 45 min
bei 37 °C. Zum Schluss plattierte man je 200 pl auf LBamp Platten aus. Die Platten
kamen uber Nacht in den 37 °C Brutschrank.

E. Uberpriifung der InsertgroRen:

Einzelne Kolonien wurden in 3 ml LBam, Flissigmedium angeimpft, 4. N. angezogen

und in der spaten log-Phase geerntet. Die Plasmide (Bluescript Phagemid) wurden

prapariert (2.38) und einem/mehreren Restriktionsverdau(s) (s. 2.37) unterworfen.

Aufgrund der Gro3e der entstandenen Fragmente konnten nicht positive Klone sicher
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ausgeschlossen werden. Aullerdem konnten positive Klone mittels PCR und Primern
aus konservierten Bereichen getestet werden. Die zu erwartenden GroélRen der

Produkte waren bekannt und konnten leicht kontrolliert werden.

o NZY Medium (flussig, 11)

59 NaCl

29 MgSO4 x 7 H,0
5¢ Hefeextrakt

10¢ Casein Hydrolysat

pH 7,5 mit NaOH
o NZY Medium (fest)
15 g Agarll dem NZY Medium zufligen
. NZY Top Agar
0,7% (w/v) Agarose dem NZY Medium zuflugen

o SM Puffer (11)

5,89 NaCl
29 MgSO4 x H20

50 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
5 mi 2% (w/v) Gelatine
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o LB Medium (flussig, 11)

10¢ NaCl
1049 Trypton
5¢ Hefe Extrakt

pH 7,0 mit NaOH
o LB Medium (fest)

15 g/l Agar dem LB Medium zufligen
. 20x SSPE (11)
3,6 M NaCl
0.2M NaH,PO,
0,02 M EDTA, pH 7,7
. 50x Denhardts
1% (wWiv) Ficoll™
1% (w/v) PVP (Polyvinylpyrrolidon)
1% (w/v) BSA (Rinder Serum Albumin)

o Antibiotika
Die Antibiotika wurden jeweils als Stocklésungen angesetzt, sterilfiltriert und den
Medien nach Abklhlung auf 65 °C zugeflhrt.
Kanamycin wurde zur Aufzucht von XLOR dem LB Medium in einer Konzentration
von 50 ug/ml zugesetzt, Tetracyclin fir XL1-Blue MRF" in einer Konzentration von

12 pg/ml. Die transformierten XLOR wurden in LBamp [100 pg/ml] angezogen.

o Denaturierungslésung
0,5N NaOH
1,5M NaCl
o Neutralisierungslosung
1M Tris-HCI, pH 8,0

2.30 Ligationen

FUr Ligationen ist es vorteilhaft, wenn das Insert gegenuber dem Vektor in 3fach
molarem Uberschuss vorhanden ist. Die jeweils einzusetzenden Mengen lassen sich

aus folgender Formel berechnen:

Menge Vektor x Lange Insert/Lange Vektor x 3 = Menge Insert
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2.30.1Ligation von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit dem PGEM®-T Easy Vector System von Promega in den
zugehorigen Vektor kloniert.

Die Ligation wird hier mittels 3-T-Uberhénge an der Insertionsstelle der Plasmide
erleichtert. (PCR-Produkte haben meist einen 3’-A-Uberhang, ansonsten kann ein ,A-
Tailing"“ angeschlossen werden.)

Um die Klonierung unspezifischer Produkte zu vermeiden, wurden PCR-Produkte erst
uber ein Agarosegel aufgetrennt, die entsprechende Bande ausgeschnitten und eluiert
(2.35). Es folgte die Standard A Tailing Prozedur nach Herstellerangaben.

Die Ligationen wurden wie in der Anleitung angegeben durchgefuhrt. Abweichend
hiervon setzte man jedoch nur 25 ng Vektor pro Ansatz ein. Die Reaktionen fanden Q.
N. bei 4 °C statt.

2.30.2Klonierung der LOX cDNA in den Expressions-Vektor pIVEX 2.3

Die LOX-cDNA integrierte nach der in vivo Expression als Insert im Vektor
pBluescript® SK +/- (Stratagene). Fiir weitere Untersuchungen war die Subklonierung
in einen Expressionsvektor notwendig. Hierfir wurde pIVEX 2.3 aus dem ,Rapid
Translation System RTS 500“ von Roche genutzt. Dieses Plasmid hat den Vorteil,
dass es sowohl fur die Expression in E. coli als auch im zellfreien System geeignet ist.
Die Ligation erfolgte Uber ,sticky ends®, so erreichte man eine gerichtete Klonierung.
Ansonsten ware die spatere Expression nicht moglich.

Die Klonierungsstrategie ist im Ergebnisteil ausfuhrlich beschrieben.

2.31 Expression der LOX-cDNA

2.31.1 Expression in E. coli

Die E. coli Stamme M15 [pREP4] und SG 13009 [pREP4] (beide aus dem QlAexpress
Kit, Qiagen) wurden als Wirtsbakterien eingesetzt. Die Bakterien wurden mit der cDNA
transformiert (s. 2.33) und die entstandenen Klone mittels Restriktionsanalysen sowie
Sequenzierungen Uberpruft.

Damit wurden im kleinen Mal3stab Vorversuche durchgefuhrt. Man impfte aus einer

Ubernachtvorkultur 10 ml LB Mediumampkan (iNkl. 25 pg Kanamycin/ml, 100 pg
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Ampicillin/ml) an und lie3 die Zellen bis zur einer ODgy von 0,5 — 0,7 bei 37 °C

heranwachsen.

Nach Induktion durch IPTG (Endkonzentration 1 mM) fand die weitere Kultivierung u.
N. bei niedrigeren Temperaturen statt. Es wurden Temperaturen zwischen 15 und 26
°C getestet. Zusatzlich wurde Uberprift, ob die Zufuhr von Ethanol eine positive

Auswirkung auf die Expression hatte.

Die praparativen Ansatze wurden in einem gro3eren Malistab vorgenommen. Fur die
Vorkulturen wurden 50 ml, fur die Hauptkulturen (mehrere) Kolben mit 250 ml genutzt.
Die Anzucht nach Induktion fand mit einer leicht verringerten IPTG Konzentration (ca.
0,95 mM) bei 15 °C statt.

Kontrollansatze waren einerseits nicht transformierte M15 bzw. SG13009 Kulturen
(angezogen in LBkan, mit 25 pg Kanamycin/ml) andererseits nicht induzierte Kulturen.
Die Kontrollansatze wurden ohne IPTG-Induktion unter ansonsten identischen

Bedingungen wie die Testansatze angezogen.

Die Aufarbeitung der LOX fand wie unter 2.16.3 beschrieben statt.

2.31.2 Zellfreie Expression

Das ,Rapid Translation System RTS 500, E. coli Circular Template Kit* von Roche
kam hierbei zum Einsatz. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet. Die
Kontrollansatze wurden entsprechend behandelt, nur wurde hier der untransformierte

Vektor genutzt. Die ausfuhrliche Durchflihrung ist unter 2.16.4 beschrieben.

2.32 Aufzucht von E. coli

Die Kultivierung von E. coli fand, wenn nicht anders beschrieben, in LB- Medium
(2.32) bei 37 °C statt. Zur Selektion war die bendtige Konzentration des jeweiligen
Antibiotikums zugefiigt worden. Flussigkulturen wurden auf dem Schittler,

Festkulturen im Brutschrank angezogen.

Zusatzlich zu den unter 2.32 beschriebenen Medien kam bei Transformationen mit

ultrakompetenten Zellen SOC-Medium zum Einsatz:
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SOC Medium

209 Trypton

0,5¢ Hefe Extrakt

1,0 mi 1 M NaCl

0,25 ml 1 M KCI

Autoklavieren, dann Zugabe von:

1,0 ml 2 M Mg?* Stock, sterilfiltriert

1,0 mi 2 M Glukose, sterilfiltriert
. 2M Mg?* Stock, 100 ml

20,33 g MgCl, x 6H20

24,65 g MgSO4 x 7 H20

Mit A. dest. auf 100 ml auffullen und sterilfiltrieren.
Die fertige Losung wurde in ein steriles Gefal} filtriert, bei —20 °C gelagert und immer

nur bei Bedarf aufgetaut.

Anlegen von Glycerinkulturen:

Glycerinkulturen kénnen bei —70 °C nahezu unbegrenzt gelagert werden. 800 pl einer
Vorkultur wurden mit 200 upyl 99% (v/v) Glycerin in einem verschraubbaren
Eppendorfgefall gemischt und bei — 70 °C gelagert.

2.33 Transformation von E. coli

Fir die Transformation wurden meist selbst hergestellte kompetente E. coli genutzt,
fur einige Ansatze (Ligationen mit nur wenig Ausgangsmaterial) jedoch

ultrakompetente Zellen vom Typ JM 109 Competent Cells, High Efficiency, Promega.

2.33.1 Herstellung kompetenter Zellen

Eine Ubernachtkultur des jeweiligen Bakterienstamms wurde in 250 ml frisches
Medium Uberimpft und bis zu einer ODgoo von ungefahr 0,5 (dem Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase) bei 37 °C auf dem Schittler inkubiert. Man
zentrifugierte die Bakterien 10 min bei 4000 rpm und resuspendierte das Pellet in 75
ml kaltem TFBI. Nach 10-minutiger Inkubation auf Eis wurde abermals 10 min bei
4000 rpm (GS-3-Rotor) zentrifugiert. Das Pellet suspendierte man in 10 ml kaltem
TFBII. Die Bakterien wurden in Aliquots von 200 pl in vorgekihlten Eppendorfgefalien
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in flissigen Stickstoff schockgefroren und bei — 70 °C gelagert.

° TFB |
100 mM RbCI
45 mM MnCl
35 mM Kaliumacetat
10 mM CaCly
0,5 mM LiCl
15%, viv Glycerin
pH 5,8 mit 0,2 M Essigsaure einstellen
. TFB Il
10 mM MOPS
75 mM CaCly
10 mM RbCl
15%, viv Glycerin

pH 7,0 mit 0,1 M NaOH einstellen

2.33.2 Transformation

A. Transformation der E. coli Stdmme DH5a, M15 und SG 13009

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, anschlie®end mit dem

jeweiligen Plasmid (ca. 100 ng) oder der Ligation vorsichtig gemischt und 30 min auf
Eis inkubiert. Danach erfolgte ein 2minutiger Hitzeschock von 42 °C und eine weitere
Inkubation auf Eis von 2 min. Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium wurden die Zellen
zwecks Regeneration 1 h bei 37 °C auf dem Thermoschattler inkubiert. AnschlieRend
plattierte man die Zellen auf Selektionsmedium aus.

B. Transformation von JM 109 ultrakompetenten Zellen

Pro Ligation wurden 2 pl in einem 1,5 ml Eppendorfgefald auf Eis vorgelegt. Die
kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und je 50 pl zu den vorbereiteten Tubes
gegeben. Man mischte vorsichtig und inkubierte die Transformationsansatze 20 min
auf Eis. Es folgte ein Hitzeschock von 45 — 50 s auf 42 °C, dann eine weitere
Inkubation auf Eis fur 2 min. Zur Regeneration gab man 950 pyl SOC Medium zu den
Zellen und beliel sie fur 1,5 h auf dem Schuttler bei 37 °C. Die Transformanten

wurden auf Selektionsmedium ausplattiert.
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2.34 DNA Gelelektrophorese

Die Auftrennung der zu untersuchenden DNA erfolgte im Allgemeinen durch
Elektrophorese in 0,6 — 2, 0% (w/v) Agarosegelen. Die Agarose wurde durch
Aufkochen in 1 x TAE Puffer gelost, nach Abkuhlung auf 65 °C mit Ethidiumbromid
(Endkonzentration 25 — 5 pg/ml) versetzt und in den vorbereiteten Geltrager (inkl.
Kamm) gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde es in eine mit 1XTAE Puffer
beflllte Elektrophoresekammer Uberflihrt und der Kamm entfernt. Die in 1x ,Loading-
Solution® vorbereiteten DNA-Proben wurden in die entstandenen Taschen pipettiert.
Die Elektrophorese erfolgte bei 40 — 150 V fur 0,5 — 4 h, je nach Gelgréke und
erwunschter Auftrennung. Zur Groflen- und Konzentrations-Kontrolle wurden

geeignete Marker aufgetragen (2.2).

o 20x TAE
800 mM Tris-HCI, pH 7,9
400 mM Natriumacetat
40 mM EDTA, pH 7,9

o 10x Loading Solution
10% (w/v) Ficoll
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylenxyanol
0,25 M EDTA, pH 8,0

2.35 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

2.35.1 Extraktion von DNA mithilfe silanisierter Glaswolle

Die zu isolierenden Fragmente wurden nach der Agarosegelelektrophorese unter UV-
Licht mit einem Skalpell vorsichtig ausgeschnitten. Sie wurden in Eppendorfgefalie
uberfuhrt, welche bis zum Konus mit silanisierter Glaswolle gefullt waren, unten im

Boden der Gefalle war ein kleines Loch gebohrt worden. Man setzte ein weiteres
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Reaktionsgefal® zum Auffangen der isolierten DNA darunter und zentrifugierte 5 — 10
min bei 13000 rpm. Die DNA gelangte als wassrige Lésung in das Auffanggefal® und
wurde mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,6) und 2 Vol. Ethanol abs. gefallt (mind.
20 min, -20 °C). Die DNA pelletierte durch Zentrifugation (20 min, 13000 rpm), wurde

mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und anschlieRend in TE aufgenommen.

o TE
10 mM Tris-HCI, pH 7,6
1 mM EDTA, pH 7,6

2.35.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen mit dem QIAEX Il Gel Extraction
Kit

Hierbei wird die DNA bei niedrigem pH und hoher Salzkonzentration an Silica-Partikel
gebunden. Durch mehrere Waschschritte werden Agarose, Salze und Ethidiumbromid
entfernt. Die DNA eluiert bei niedriger Salzkonzentration und neutralem bis leicht
alkalischem pH.

Das QIAEX II-Kit, (Qiagen) wurde nach Herstellerangaben verwendet. Die DNA wurde

mit nukleasefreiem Wasser eluiert.

2.36 Amplifikation von DNA mittels PCR

Die ,Polymerase Chain Reaktion (PCR) ist eine Methode, um bestimmte DNA-
Abschnitte in vitro zu vermehren. Bendtigt werden eine DNA Matrize (Template) und
zwei Oligonukleotide (Primer) mit der jeweils komplementaren Sequenz zum Plus-
bzw. Minus-Strang des Templates.

Die Primer dienen als Startmolekile fir eine Reihe (Zyklen) von enzymatisch
gesteuerten Reaktionen, wobei jeder Zyklus aus drei Teilschritten besteht. Im ersten
erfolgt die Denaturierung der Template-DNA durch Hitze (94 °C), dann das
»LAnnealing“ der Primer, d.h. die Hybridisierung der Primer an die komplementaren
Sequenzen der Template-DNA. Eine thermostabile DNA-Polymerase beginnt im
dritten Schritt mit der Synthese (Extension) der neuen DNA.

Durch die Wiederholung dieser drei Schritte entsteht, da die neu entstandenen

Fragmente ebenfalls wieder als Matrize dienen, ein DNA-Doppelstrang, welcher an
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seinen Enden von den Sequenzen der eingesetzten Primer flankiert wird. Es kommt
so zu einer exponentiellen Amplifikation des gewlinschten Teilsticks.

Da sowohl die PCR-Reaktionsansatze als auch die benottigten PCR-Programme in
Abhangigkeit von der jeweiligen Aufgabenstellung und der eingesetzten Primer stark

variieren kdnnen, sind hier nur beispielhaft je ein Programm/Reaktionsansatz genannt.

o PCR Standardansatz fur Plasmide
1,0 pl Template DNA (100 ng)
1,0 pl dNTP-Mix (0,2 mM je Nukleotid)
5,0 ul 10x Polymerase Puffer
2,5 ul MgCl; (25 mM)
1,0 pl Polymerase
1,0 pl Lupstream® Primer (10 mM)
1,0 ul ,downstream” Primer
12,5 ul A. reinst
o PCR Programm zur Amplifikation von Plasmiden
1x Denaturieren 94 °C 2 min
30 x Denaturieren 94 °C 30s
~<Annealing” 50 —65 °C" 30s
Synthese 72 °C 45s
1Xx LFill in” 72 °C 7 min

" ~Annealing”-Temperatur ist abhangig von den Schmelztemperaturen der Primer.

2.37 Restriktionsverdau von DNA

Analytische Untersuchungen wurden gemal dem unten stehenden Standardansatz

durchgefuhrt. FUr praparative Arbeiten wurden die Mengen entsprechend angepasst.

o Restriktionsansatz
5 ul DNA (ca. 100 ng)
1 ul 10x Puffer?
0,2 pl Restriktionsenzym
3,8 ul A. reinst

? Falls vom Hersteller keine andere Konzentration vorgeschrieben wurde.
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2.38 Plasmidpraparationen

Es wurden nur Miniplasmidpraparationen durchgefuhrt. Fur rein analytische Versuche
wurden STET-Minipraparationen, fur alle anderen Untersuchungen die Mini-
Plasmidkits der Firmen Genomed und Promega (,JETstar Mini“; ,Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System®) genutzt.

2.38.1 STET-Miniplasmidpréaparationen

1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorfgefal tberfiihrt und 3 min bei
1300 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 110 yl STET-Puffer resuspendiert, 30 s in
einem kochenden Wasserbad inkubiert und anschlieBend 15 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Mit einem sterilen Zahnstocher entfernte man das Pellet und fallte die
DNA mit 110 pl Isopropanol. Es wurde wiederum fir 15 min bei 13000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet kurz getrocknet. Man nahm es in
50 pl TE und 0,5 pl RNase (10 mg/ml) auf. Die Plasmide konnten bei -20 °C gelagert
werden.

e STET-Puffer

Saccharose 8%
Triton X-100 5%
EDTA 50 mM
Tris/HCI (pH 8,0) 50 mM

Unmittelbar vor Gebrauch wurde dem Puffer Lysozym (Endkonzentration 0,5mg/ml)

zugesetzt.

2.38.2 Miniplasmidpraparationen fir Sequenzierungen

Fur viele Anwendungen, z. B. fur Sequenzierungen, war Plasmid-DNA von hoher
Reinheit notwendig. Diese wurde mit dem ,JETstar Mini“-Kit von Genomed oder mit
dem ,Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System® von Promega isoliert.

Die Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben.
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2.39 Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden grofitenteils mit dem ,Automated Laser Fluorescent "‘ALF -
DNA-Sequencer” von PHARMACIA BIOTECH durchgefluhrt, die Reaktionen mit dem
.1hermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-
dGTP*“ von Amersham Pharmacia Biotech.

Einige der Sequenzierungen gingen als Auftragsarbeit an die Firma SeqglLab in
Gattingen.

Vorgehen:

Ausfluhrlich beschrieben wurden die einzelnen Arbeitsschritte bereits bei Seiler (1995).

Abweichungen werden im Einzelnen unten aufgefihrt.

o 6% Polyacrylamid-Sequenziergel
30g Harnstoff
22 ml A. reinst (nicht autoklaviert)
10,4 mi Polyacrylamididsung. (Rotiphorese® Autoseq., 29:1, Roth)
6 ml NF-TBE-Puffer (Roth)

Der Ansatz wurde geruhrt, bis sich alles geldst hatte und dann steriffiltriert. Der
L6sung wurden 25 pyl TEMED und 200 pl 10% (w/v) APS zugefuhrt. Man mischte kurz
und goss die Gellosung in die vorbereitete Apparatur. Wahrend das Gel

polymerisierte, konnten die Sequenzierreaktionen vorbereitet werden:

° , Premix”
2 ug Plasmid-DNA
1l fluoreszenzmarkierter Sequenzierprimer (0,5 pmol/ul)
X Ml A. reinst (ad. 24 pl; nicht autoklaviert)
o ,Cycle Sequencing” Reaktionsansatz (In je ein 200 pl Gefal} eines PCR-

Stripes vorbereiten.)
2 ul A/C/G/T-Reagenz
6 ul ~Premix”
Zum Schluss wurde der Ansatz mit 20 ul Mineraldl Uberschichtet. Es wurde das

folgende PCR-Programm eingesetzt.
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e Standard PCR Programm

1x Denaturieren 94 °C 5 min

30 x Denaturieren 94 °C 30s
,Annealing” 50 —65°C" 30s
Synthese 72 °C 45 s

1x ,Fill in” 72 °C 5 min

"Die »+Annealing”-Temperatur ist abhangig von den Schmelztemperaturen der Primer.

Nach der PCR wurden die Reaktionen mit je 4 yl Ladungspuffer versetzt und kurz vor
dem Auftragen denaturiert. Pro Gel-Spur wurden 6 — 8 ul eingesetzt. Die
Laufparameter waren 1500 V, 38 mA, 34 W, 40 °C und 2 s Sampling Interval. Ein Lauf

dauerte zwischen 6 und 10 Stunden.

2.40 Computergestitzte Auswertung der Daten

Die genutzten Programme und Datenbanken werden ausfuhrlich im Ergebnisteil

beschrieben.
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3 Ergebnisse

Lipoxygenasen (LOX) sind nicht-Ham-Eisen-haltige Dioxygenasen, welche die
Oxygenierung von mehrfach  ungesattigten  Fettsauren  mit  cis,cis-1,4-
Pentadienstruktur katalysieren. Sie sind sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich

weit verbreitet (1.2).

Waéhrend die S&uger-LOX bereits recht gut charakterisiert sind, ist das bei den
pflanzlichen LOX nicht der Fall, obwohl auch hier bereits eine Vielzahl von LOX-
Enzymen beschrieben wurde. LOX treten bei fast allen wichtigen Prozessen des
pflanzlichen Lebens in Erscheinung. lhnen wird z. B. eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung, Differenzierung und bei Reaktionen auf biotischen sowie abiotischen
Stress zugeschrieben. Dabei scheint ein Zusammenhang zwischen der hohen Anzahl
von LOX-Isoenzymen und den unterschiedlichen physiologischen Aufgaben zu
bestehen. Als Substrat kommen freie Fettsauren, vor allem Linol- und Linolenséure,
sowie membrangebundene Fettsdureester in Frage (Grechkin 1998). Die LOX-
Produkte werden als Oxylipine bezeichnet. ,,Oxylipine” steht dabei als Oberbegriff fur

alle Oxidations-Produkte ungesattigter Fettsduren (Grechkin 1998).

In Weizen-Blattern und Weizen-Suspensionskulturen wurden von Bohland (1997) und
Loers (1999) unterschiedliche induzierbare LOX detektiert. Im Vordergrund beider
Arbeiten stand die biochemische Untersuchung einer 92 kDa grof3en LOX (LOX-92),
welche als Folge von Pathogenbefall (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici,
Weizenschwarzrost, ,Infektion®) bzw. Elicitierung (Pgt-Elicitor, ,Pgt* = Puccinia

graminis Pers. f. sp. tritici-Elicitor) induziert wird.

Diese Arbeit schliet an die vorangegangenen Untersuchungen an, wobei die
Moglichkeiten der rein biochemischen Methoden zur Charakterisierung der LOX-
Spezies nahezu erschopft waren. Um ein vollstandigeres Bild zu erhalten, wurde in
dieser Arbeit Wert auf die Verknipfung zwischen diesen und molekularbiologischen

Arbeiten gelegt.
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Im ersten Teil (Kapitel 3.1) werden die Daten der protein-biochemischen
Charakterisierung der im Weizen natirlich vorkommenden LOX zusammengefasst
und ergénzt. Im Vordergrund stand die weitere Analyse der pathogen- und elicitor-
induzierbaren LOX. Dazu wurden u. a. Protein-Fingerprinting-Experimente und 2-D-

Gelelektrophoresen eingesetzt.

Kapitel 3.2 beschaftigt sich mit rein molekularbiologischen Untersuchungen. Uber RT-
PCR und 3-RACE konnten mit degenerierten Primern genspezifische Sonden
konstruiert werden, welche fir Expressionsanalysen sowie fur die Isolierung einer
vollstandigen Weizen-LOX-cDNA (LOX2 Tal) genutzt wurden.

Auf die Ergebnisse der Expression dieser cDNA sowohl in E. coli als auch im
zellfreien System wird im vorletzten Kapitel 3.3 eingegangen. Hier standen wiederum
biochemische Untersuchungen, wie Enzymaktivititsmessungen, Western-Analysen

und Positionsspezifitdt-Untersuchungen im Vordergrund.
Im letzten Kapitel (3.4) werden die erhaltenen Daten computergestitzt aufgearbeitet.

Die Vergleiche mit anderen beschriebenen pflanzlichen LOX erbrachten weitere
Erkenntnisse uber die mogliche Funktion dieser LOX (LOX2 Tal):
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3.1 Pathogen- und Elicitor-induzierbare LOX in Weizen: Protein-

biochemische Arbeiten

3.1.1 Induzierbare Weizen-LOX im Rohextrakt - Zusammenfassung

vorliegender Daten in Erganzung mit neuen Ergebnissen

3111 Immunodetektion

Wie bereits oben beschrieben reagieren Weizen-Pflanzen sowohl nach Elicitierung
(Pgt-Elicitor, Meja; s. 2.15) als auch nach Infektion mit dem Weizenschwarzrost
(Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici) wahrend der inkompatiblen Interaktion mit einer
Erh6hung der LOX-Enzymaktivitat. Diese Reaktion ist jedoch nur in Weizen-Pflanzen,
nicht aber in den entsprechenden Weizen- Suspensionskulturen zu beobachten. In
diesem Modell-System bewegt sich die LOX-Enzymaktivitat wahrend der gesamten
Kulturperiode auf einem vergleichsweise hohen Level. Eine weitere Steigerung der

Aktivitat als Reaktion auf Elicitierung ist nicht erreicht worden (Bohland 1997).

In den Westernblot-Analysen (2.21) der Rohextrakte (2.16.1) aus Weizen-Pflanzen
und den Suspensionskulturen wurden bereits von Bohland (1997) mit Anti-LOX-
Antikorpern unterschiedliche LOX-Proteine detektiert. Zur Einfihrung in das Thema
sind in Tabelle 3.1 einige der im Rohextrakt nachgewiesenen LOX zusammengefasst
(Bohland 1997; Bohland et al. 1997; Loers 1999). Wichtig ist der Zusammenhang
zwischen der Signalstarke bei der Immunodetektion und der korrespondierenden
Enzymaktivitat. Meist besteht ein direkter Zusammenhang zwischen diesen beiden
Grollen. Um die Tabelle mdglichst Gbersichtlich zu gestalten, wird auf die Auffuhrung
aller bisher detektierten LOX bewusst verzichtet. U. a. fehlt eine 110 kDa LOX in
dieser Aufzahlung, da diesem Protein in Folgeexperimenten keinerlei Enzymaktivitat
zugeordnet werden konnte (Bohland 1997), obwohl mittels Immunodetektion ein
deutliches Signal erkennbar war.
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Im Rohextrakt von Weizen-Blattern und Weizen-Zellkulturen detektierte LOX

System Detektierte LOX-Spezies in Korreliert die Signalstarke
kDa und deren Signalstéarke mit der LOX-Enzym-
im Immunoblot Aktivitat?
92 100 103
Blatter Pgt Gt +® o Ja (LOX-92), dagegen fur

LOX-103 nicht nachweisbar

Blatter Meja - ++ - Ja, aber nur bis 12 h, danach

fallt die Aktivitat wieder ab,

trotz Signalverstarkung

Blatter Kontrolle H,O +/- 9 + +/-D Ja

Blatter Infektion + +

2)

+/- Ja (LOX-92), fur LOX-103

nicht nachweisbar

Blatter Kontrolle Freon +/-9 + +-9 Ja
Zellkulturen unbehandelt ++ - - Ja
Tab. 3.1 Induzierbare LOX im Rohextrakt von Weizen-Blattern und Weizen-Zellkulturen

(Zusammenfassung der Resultate von Bohland und Loers, welche in der vorliegenden

Arbeit bestétigt wurden.)

Erlauterungen:

Pgt = Injektion des Pgt-Elitors [25ug/ul], Meja = Injektion von Methyljasmonat [50 uM],

Kontrolle A. reinst = Kontrollansatz (Injektion von A. reinst) fiir Pgt und Meja, ,Infektion”

= Inokulation mit Uredosporen des Weizenschwarzrostes, Kontrolle Freon

(Tragersubstanz fur Uredosporen) = Kontrollansatz zu ,Infektion*; Zellkulturen =

unbehandelte Suspensionskulturen

@) Das Signal wird schwéacher (im Vergleich zum Kontrollansatz).

1) Die 92er bzw. 103er Banden konnten bei den Kontrollansatzen nicht
regelmaRig und lediglich mit einem speziellen Antikdrper (Anti-Reis-LOX-

Antikorper) nachgewiesen werden. Auch waren die erhaltenen Signale sehr

schwach.
2) Das Signal bleibt gleich stark im Vergleich zum Kontrollansatz.
3) Hier waren die Signale, unabhangig vom verwendeten Antikdrper, nur sehr

schwach. Zeitweise war kein Signal erkennbar.
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In obiger Tabelle werden drei induzierbare LOX-Spezies vorgestellt. Dabei handelt es
sich um eine 92 kDa LOX (LOX-92), welche in den Weizen-Zellkulturen konstitutiv und
in den Weizen-Pflanzen nach Induktion durch den Pgt-Elicitor (Pgt) und nach
Inokulation mit dem Weizenschwarzrost (,Infektion“) gebildet wird; eine 103 kDa LOX
(LOX-103), ebenfalls Pgt-induziert, sowie eine 100 kDa LOX (LOX-100), die durch
Behandlung mit dem Signalmolekil Methyljasmonat (Meja) verstarkt wird. Die beiden
letztgenannten Spezies wurden auch in Chloroplasten-Fraktionen (Bohland 1997)
nachgewiesen. Im Laufe dieser Arbeit gewann die mutmalllich in den Plastiden
lokalisierte LOX-103 immer mehr an Bedeutung. Es wird daher auch auf die

subzellulare Lokalisation von Lipoxygenasen im Weizen eingegangen (3.1.2.3.1).

Hervorzuheben ist der folgende Sachverhalt: Die Signalstarke der im Rohextrakt
detektierbaren 92er LOX-Bande korreliert immer mit der LOX-Gesamtenzym-Aktivitat,
d. h. eine Verstarkung des Signals im Westernblot stand auch immer einer Zunahme

der LOX-Enzymaktivitat gegenuber.

Ganz anders ist jedoch die Situation nach Meja-Injektion: Hier wird im Rohextrakt die
Induktion einer LOX-100 nachgewiesen. Wéahrend der ersten 12 h beobachtet man
auch hier eine direkte Abhangigkeit von LOX-(Gesamt)-Enzymaktivitat und der
Signalstarke der 100er Bande im Westernblot (Bohland 1997). Nach 12 h ist die LOX-
Enzymaktivitat wieder rucklaufig, wahrend das Antikorper-Signal der 100er Bande
weiter verstarkt wird (Bohland 1997). Damit drangt sich die Vermutung auf, dass die
Erh6éhung der LOX-Enzymaktivitat nach Injektion von Methyljasmonat (Meja) nicht
bzw. nicht allein auf die im Rohextrakt detektierten LOX-100 zurtickzufuihren ist. Die
spatere Anreicherung der LOX Uber Anionenaustausch-Chromatograhie (IAC; 2.16)
scheint den Verdacht zu bestatigen, dass fur die LOX-Enzym-Aktivitditszunahme nach
Meja-Injektion hauptsachlich ein anderes LOX-Protein, ndmlich ebenfalls eine LOX-
92, verantwortlich ist. In Abschnitt 3.1.2.1 wird auf die Klarung dieser Frage naher

eingegangen.

3.1.1.2 Enzymaktivitat

Zuerst stand aber die weitere Analyse der Enzym-Aktivitdit der Rohextrakte im

Vordergrund. Es wurden neben den von Loers und Bohland durchgefiihrten Tests
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zwei weitere Behandlungen zur Induktion von Lipoxygenasen in die Untersuchungen
mit einbezogen:

e Von Mauch et al. (1997) wurde die Induktion einer ,touched-induced* LOX in
Weizenpflanzen der Sorte 75141 durch ,Wind“ (s. 2.1.3) beschrieben. Die
Induktion dieser LOX war auch in Enzymrohextrakten des vorliegenden
Pflanzenmaterials (Triticum aestivum L. Prelude-Sr5) nachweisbar. Die
zugehdrige Weizen-LOX-cDNA (wci-2) der ,touched-induced-LOX war von
Prof. Dr. F. Mauch, (Dept. of Biol., Plant Biology, Univ. Fribourg, Schweiz)
freundlicherweise flr molekularbiologische Untersuchungen zur Verfiigung
gestellt worden. Die Enzymaktivitatstests waren u. a. fir die Bewertung der im
Kapitel B beschriebenen Northern-Analysen unverzichtbar.

e Des Weiteren wurde im Verlauf der molekularbiologischen Arbeiten mit einer
Weizen-LOX-cDNA-Bank (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Prof.
Dr. R. Dudler, (Inst. f. Pflanzenbiologie, Univ. Zlrich, Schweiz) gearbeitet,
welche nach Inokulation mit Sporen des Gerstenmehltaus konstruiert wurde. In
diesem Fall musste vor den Arbeiten mit dieser cDNA-Bank sichergestellt
werden, dass nach Inokulation mit Sporen des Gerstenmehltaus eine LOX-
Induktion stattfindet. Folglich waren auch hier Enzymaktivitdtsbestimmungen

notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse von Bohland (1997) und Loers
(1999) ansonsten bestatigt und durch die beiden letztgenannten Untersuchungen
erganzt. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Aktivititsmessungen

dargestellt.
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Abb. 3.1 Spezifische LOX-Enzymaktivitdt (nkat/mg) in Rohextrakten von Weizen-

Zellkulturen (a) und -Blattern (b + c) (Fortfilhrung der Legende s. nachste Seite)
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Abb. 3.1 Spezifische LOX-Enzymaktivitat (nkat/mg) in Rohextrakten von Weizen-

Zellkulturen (a) und -Blattern (b + c)

Erlauterungen:
a) ZK: Zellkulturen, unbehandelt (2.11)

b) A. reinst: Kontrollansatz (H,O, Wasserkontrolle) fur Pgt und Meja (2.15); Pgt:
Behandlung mit dem Pgt-Elicitor [25ug/ul]; Meja: Injektion von Methyljasmonat
[50 uM], ube: unbehandelte Pflanzen, Kontrolle fur ,Wind“; ,wWind“: Induktion
einer ,touched-induced” LOX (2.14)

C) .Rost*, ,Mehl*: Inokulation mit dem Weizenschwarzrost (2.12) bzw.
Gerstenmehltau (2.13); Freon: Kontrollansatz fir die Rostpilz-Inokulation;
Haube: Kontrollansatz fiir Mehltau-Inokulation (2.12; 2.13)

Fiur die Rohextrakte wurden jeweils zwei Weizen-Primarblattabschnitten bzw. 0,06 g
Weizen-Zellkulturen aufgearbeitet (2.16.1). Es wurden pro Messzeitpunkt jeweils vier

Proben in die Auswertung aufgenommen.

Ausnahmen: Die Rohextrakte nach ,Wind“-Induktion bzw. Inokulation mit dem
Gerstenmehltau dienten nur als Kontrollansétze fur Northern-Analysen (3.2.3) eine

statistische Auswertung fehlt daher.

Die Darstellung zeigt, dass die maximale Enzymaktivitatssteigerung in Abhangigkeit
von den vorangegangenen Behandlungen zu z. T. sehr unterschiedlichen Zeitpunkten
erreicht wird. Nach Methyljasmonat-(Meja-)Injektion wurde die hdchste Aktivitat z. B.
schon nach 10 h, nach Rostpilz-Inokulation dagegen erst nach 7 Tagen gemessen.
Bei den gewahlten Beispielen wird daneben auch eine grof3e Differenz in den

absoluten Maximal-Werten ersichtlich.

Auch bei gleich behandelten Pflanzen kam es zeitweise zu erheblichen
Schwankungen der LOX-Enzymaktivitat. Hier konnte eine Abh&ngigkeit von nicht
immer stabilen &uReren Faktoren, wie z. B. der Charge der Einheitserde (s. Abb. 3.2),
der gewahlten Phytokammer (obwohl die Einstellungen der genutzten Kammern
identisch waren) und sogar vom Standort der Pflanzen in der jeweiligen Kammer,
beobachtet werden.

Beispielhaft fir dieses Phanomen ist in Abbildung 3.2 die LOX-Enzymaktivitat in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen Chargen der genutzten Einheitserde
dargestellt. Die Anséatze (pro Versuchsansatz wurden 12 Blatter geerntet) fir diese
Versuchsreihe wurden zeitgleich auf einem Tablett angezogen, d. h., alle anderen
Bedingungen waren identisch. Dieses Beispiel zeigt, dass ein direkter Vergleich der
absoluten Messwerte nur mit den jeweiligen parallel angesetzten Kontrollen
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gerechtfertigt ist. Die statistische Relevanz der Enzymmessungen bleibt davon jedoch

unbeeintrachtigt.
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Abb. 3.2 Beispiel fur die Abhé&ngigkeit der LOX-Enzymaktivitat von aufReren Faktoren

Demonstration der starken Schwankungen der LOX-Enzymaktivitat in Abhangigkeit von
einem auBeren Faktor (hier: unterschiedliche Chargen der Einheitserde), alle anderen
Bedingungen wurden stabil gehalten. Pro Messpunkt wurden 6 Proben gemessen
(entspricht 12 Weizenpriméarblattern) und der Mittelwert gebildet. Es wurden 5

verschiedene Chargen der Einheitserde zeitgleich getestet (Erde 1 — 5).

Erlauterungen:
Pgt: Injektion des Pgt-Elicitors, 25ug/ml, 48 h; A. reinst: Injektion von H,O
Kontrollansatz, 48 h

3.1.2 Anreicherung, Immunodetektion und Differenzierung induzierbarer
Weizen-LOX

3.1.2.1 Anreicherung mittels Anionenaustausch-Chromatographie (IAC)

Die Reinigung der Rohextrakte wurde tber Anionenaustausch-Chromatographie (IAC,
S. 2.16) vorgenommen. Hierfur wurden je 3 g Zellkulturen (3 d) bzw. 45
Primarblattabschnitte  aufgearbeitet.  Die  einzelnen = Behandlungen  bzw.

Kontrollansatze sind im Methodenteil (2.11- 2.15) beschrieben.

Der Verlauf einer Anionenaustauschchromatographie ist in Abb. 3.3 beispielhaft fur
die Anreicherung von LOX nach Behandlung mit dem Signalmolekil Methyljasmonat
(Meja, 12 h) und den entsprechenden (Wasser-) Kontrollansatzen (A. reinst, 12 h)

dargestellt. Die IAC wurde zur Gewinnung von ausreichendem Proteinmaterial
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routinemaRig durchgefihrt, d. h. dass insgesamt mehr als 100 IAC-Laufe

(verschiedene Behandlungen) vorgenommen wurden.
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Abb. 3.3 Anionenaustauschchromatographie (IAC) nach Behandlung mit Methyljasmonat

(Meja)

Rohextrakte von mit Meja ([50uM], 12 h) bzw. mit A. reinst (Wasserkontrolle, 12 h)
behandelten Weizenpriméarblattern wurden Uber IAC fraktioniert. Von den einzelnen
Fraktionen wurden Protein- und Enzymaktivitats-Messungen durchgefuhrt.

Die IAC wurde standardmafig zur Reinigung von LOX-Proteinen durchgefiihrt. Diese

Darstellung steht daher beispielhaft fir ca. 30 IAC nach Meja-Behandlung.

Bohland (1997) beschrankte seine Untersuchungen der induzierbaren Weizen-LOX im
Wesentlichen auf die Untersuchung der durch den Pgt-Elicitor und Rostpilzinfektion
induzierbare LOX-92. Nach Anreicherung Uber IAC fand er 80 % der LOX-
Enzymaktivitat immer in den Fraktionen 6 — 8. Mittels Immunodetektion mit einem
Anti-Bohnen-LOX-Antikdrper war in diesen Fraktionen immer eine 92 kDa grof3e LOX
(LOX-92) nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt wurde angenommen, dass die LOX-92 in
Weizen-Blattern nur nach Induktion durch Injektion des Pgt-Elicitors bzw. durch
Inokulation mit Uredospren des Weizenschwarzrostes vorkommt. Der Grund fir diese
Annahme war, dass nur hier die LOX-92 im Rohextrakt nachweisbar war.

Loers machte dagegen 1999 die Beobachtung, dass in den LOX-aktiven IAC-
Fraktionen nach Meja-Induktion ebenfalls eine LOX-92 fir rund 80 % der Gesamt-

LOX-Enzymaktivitat verantwortlich ist, hat dies aber nicht weiter verfolgt.
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Interessant ist der Nachweis einer Meja-induzierten LOX-92 deshalb, weil diese im
Rohextrakt (also ohne Anreicherung Uber IAC) mittels Antikdrpernachweis nicht
detektierbar ist. Dagegen kann man die Verstarkung des Signals einer 100 kDa LOX
(LOX-100) im Rohextrakt nach Meja-Behandlung feststellen. Nach Anreicherung Uber
IAC kann dieser LOX jedoch keine Enzymaktivitdt zugeordnet werden (Loers 1999).
Es ist daher davon auszugehen, dass auch nach Meja-Behandlung eine LOX-92 flr
die Steigerung der Enzymaktivitdt verantwortlich ist und nicht wie anfangs

angenommen eine LOX-100.
3.1.2.2 Immunodetektion der LOX-aktiven Fraktionen

In der vorliegenden Arbeit wurde nun untersucht, inwieweit die LOX-92 auch nach
anderen Behandlungen fir eine Steigerung der Enzymaktivitat verantwortlich ist.
Tatsachlich entfiel 80 — 90 % der LOX-Ausgangsaktivitat nach Anreicherung der
Rohextrakte Uber IAC bei allen untersuchten Proben (unabhangig von der voran
gegangenen Behandlung) auf die Fraktionen 6 — 8, bzw. 7 — 9. In diesen Fraktionen
wurde immer eine 92er LOX-Bande detektiert. Wichtig ist in diesem Zusammenhang
auch der Nachweis einer 92er LOX in den Kontrollansatzen (A. reinst s. Abb. 3.4).

Die Immunodetektion der aktiven Fraktionen (mit jeweils mindestens 80 % der LOX-
Enzymaktivitat) ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Es fehlt die Darstellung nach Rostpilz-
Inokulation, da dies bereits ausfiihrlich von Bohland (1997) und Loers (1999)
behandelt wurde. Auch hier wurde eine 92 kDa LOX detektiert.
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Abb. 3.4 Immunodetektion von LOX-Proteinen nach IAC (2.1.6)

Dargestellt sind jeweils die Fraktionen mit mindestens 80 % der Gesamt-Lipoxygenase-

Aktivitat. (Fortfihrung der Legende s. folgende Seite)
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Abb. 3.4

Immunodetektion von LOX-Proteinen nach IAC (2.1.6)

Erlduterungen:

M = Marker, 97 kDa; Behandlung: Pgt = Pgt-Elicitor, 48 h; Meja = Methyljasmonat, 12
h; ,Wind* = ,touched induced*-LOX, induziert durch Wind, 48 h; A. reinst =
Kontrollansatz, 48 h; ZK = Zellkulturen, 3 Tage; 6, 7, 8, 9 = Fraktionen 6, 7, 8, 9;
(s.2.10; 2.1.3; 2. 14). Die Ergebnisse beruhen jeweils auf mindestens vier unabhangige

Versuche.

Enzymmessungen zeigten, dass die LOX-92, je nach voran gegangener Behandlung,

sehr unterschiedliche spezifische LOX-Enzym-Aktivitat aufweisen (s. Abb. 3.5).
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Abb. 3.5

Die spezifische LOX-Enzymaktivitat der aktiven IAC-Fraktionen

Extrakte aus behandelten Weizen-Blattern und aus unbehandelten 3 Tage alten
Zellkulturen (2.10; 2.11; 2.13; 2.14) wurden uber IAC (2.16) fraktioniert. Die Fraktionen
mit insgesamt 80 — 90 % der Aktivitat (Fraktionen 6 — 8 bzw. 7 — 9) vereinigt und die
spezifische Aktivitat [nkat/mg] bestimmt. Hierbei handelt es sich um die Mittelwerte von

je 6 unabhangigen Versuchen.

Erlauterungen:

Meja Injektion von Methyljasmonat [50 ug]

Pgt Injektion des Pgt-Elicitors [25ug/ul];

A. reinst Wasser- Kontrollansatz

»Wind“ Induktion einer ,touched-induced" LOX, Ernte nach 24 h bzw. 48 h

ZK 3d Enzymextrakt aus unbehandelten Zellkulturen, drei Tage nach
Uberimpfung
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3.1.2.3 Versuche zur Differenzierung der induzierbaren Weizen-LOX

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die einzelnen LOX-92 identisch sind
oder ob es sich um unterschiedliche LOX-Spezies handelt, die zufallig die molekulare
Masse besitzen. Zu diesem Zeitpunkt gab es bereits mehrere Hinweise, dass mehr als
eine 92 kDa grol3e LOX-Spezies im Weizen existiert:

1. Der Nachweis einer LOX-92 nach Meja-Injektion (im Westernblot), welche in
Rohextrakten nicht detektierbar ist, aber auf jeden Fall fur tGber 80 % der
Gesamtaktivitat nach Induktion verantwortlich ist.

2. Der Nachweis einer LOX-92 in den Kontrollansatzen, auch hier ist in den
Rohextrakten keine LOX-92 detektierbar.

3. Im IEF-Gel der aktiven LOX-IAC-Fraktionen (LOX-92) detektierte Bohland
(1997, Abb. 3.22) mehr als eine LOX-Bande nach der Immunodetektion mit
Anti-LOX-Antikorpern.

Im nachfolgenden Text wird daher allgemein von den LOX-92 (Plural) gesprochen,
nicht mehr von der LOX-92.

Eine Differenzierung einzelner LOX-92-Spezies war im Westernblot (Abb. 3.5) nicht
maoglich. Es musste daher nach alternativen Moglichkeiten gesucht werden. Als erstes

wurde die subzellulare Lokalisation der induzierbaren Weizen-LOX untersucht.

3.1.2.3.1 Subzellulare Lokalisation von Lipoxygenasen in Weizen

Viele der bekannten pflanzlichen Lipoxygenasen sind in den Chloroplasten lokalisiert
(FeuR3ner and Kihn 1995; Blee and Joyard 1996; Heitz et al. 1997; Vords et al. 1998)
Auch in Weizen-Pflanzen wurden von Bohland (1997) unterschiedliche Chloroplasten-
LOX beschrieben. Im Wesentlichen sind bisher jedoch nur die LOX-Spezies nach Pgt-
Elicitierung im Vergleich zur Kontrolle betrachtet worden. Die Untersuchungen sollten
ausgeweitet werden, um einen Vergleich zu den im Rohextrakt detektierten
induzierbaren Lipoxygenaseproteinen zu ermoéglichen. Diese Versuche wurden
grodtenteils von Henrike Furken im Rahmen ihrer Staatsexamensarbeit (1999)
durchgefuhrt. Die erhaltenen Ergebnisse werden hier daher nur noch tabellarisch
zusammengefasst. In Tabelle 3.2 sind die in der Chloroplasten-Fraktion und im

Rohextrakt von Weizenprimarblattern detektierten LOX-Proteine dargestellt.
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Induzierbare LOX im Rohextrakt und in Chloroplastenfraktionen

LOX-Spezies (kDa) im Rohextrakt (R) bzw. in Chloroplasten (Chl)
Behandlung 92 97 100 103 110
R Chl R Chl R Chl R Chl R Chl
Unbehandelt - - - - + - - - + +
A.reinst 24 h - - - + + + - - + +
A.reinst48 h - - - + + + - - + +
Pgt 48h + - - + + + + + + +
Meja 24 h - - - - + + - + + +
Tab. 3.2 LOX-Proteine in Rohextrakten und Chloroplastenfraktionen

Erlduerungen:
R: Rohextrakt; Chl: Chloroplastenfraktion; A. reinst 24 h/48 h: Kontrollansatze mit A.

reinst behandelte Blatter nach 24 h/48 h; Pgt 48 h: mit dem Pgt-Elicitor behandelte
Pflanzen nach 48 h; Meja 24 h: mit Methyljasmonat behandelte Pflanzen nach 24 h

Insgesamt konnten 4 verschiedene LOX-Spezies in Weizenchloroplasten-Fraktionen
detektiert werden und zwar 97 kDa, 100 kDa, 103 kDa sowie 110 kDa grof3. Wahrend
die anderen putativen Chloroplasten-LOX auch in den Kontrollansétzen nachweisbar
sind, ist die 103 kDa LOX-Bande als einzige nur nach Elicitierung durch
Methyljasmonat und Pgt-Elicitor sichtbar und sollte daher weiter untersucht werden.
Die 92 kDa LOX ist dagegen nicht in den Chloroplasten nachweisbar, auch diese

LOX-Spezies bleibt daher besonders interessant.

3.1.2.3.2 2-D-Elektrophorese

Die folgenden Arbeiten wurden mir freundlicherweise am Interdisziplinaren Zentrum
fur Kklinische Forschung ,Biomaterialien und Material-Gewebeinteraktion bei
Implantaten” (IZKF ,BIOMAT") des Universitatsklinikums Aachen unter der Leitung

von Herrn Prof. Dr. Willi Jahnen-Dechent ermdglicht.

Wie bereits im Methodenteil (2.20.3) beschrieben, dient die 2-D-Elektrophorese vor
allem der Proteomanalyse. Als Proteom bezeichnet man die Gesamtheit aller
Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt vom Genom einer Zelle oder eines
Organismus exprimiert werden (Wilkins and Williams 1997). Das Proteom ist im
Gegensatz zum Genom nicht statisch, sondern standiger Veranderung unterworfen.

Proteomanalysen sind daher als wichtige Erganzung zu Genomanalysen anzusehen.
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Hier sollte nur ein Teil des Proteoms untersucht werden, namlich die zu einem
bestimmten Zeitpunkt in Weizen-Blattern und Weizen-Zellkulturen aktiven LOX-
Spezies. Speziell sollte herausgefunden werden, inwieweit Unterschiede bei den nach
IAC im Western-Blot klassifizierten ,LOX-92"-Fraktionen bestehen. Da die
Trennleistung um ein Vielfaches hoher als bei eindimensionalen Verfahren ist, ist im
Prinzip auch die Differenzierung von Isoenzymen moglich. Dazu wurden jeweils die
aktiven IAC-Fraktionen (2.16) eines Laufs vereinigt und mittels Ultrafiltration
(Centricon-50-Konzentratoren; Bohland 1997) eingeengt und fir je ein Gel genutzt. Da
das native Protein fir die Untersuchungen benétigt wurde, waren die fir die Protein-
Sequenzierung genutzten Methoden zur weiteren Anreicherung des Proteins nicht

geeignet.

Durch Vorversuche (Bohland 1997; Loers 1999) war bekannt, dass der isoelektrische
Punkt (IEP) der aktiven LOX-Fraktionen zwischen pH 4 — 7 liegt. Fir die erste
Dimension (2.20.3.A.) wurden daher IPG-Strips (IPG-Ready Strips 17 cm, Bio-Rad)
mit pH 4 —7 eingesetzt. Das sind Gele mit immobilisiertem pH-Gradienten (IPG). Die
zweite Dimension (2.20.3.B.) fand als vertikale SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (12
%) statt. Die fertigen Gele wurden entweder auf Nitrocellulose geblottet und einer
Immunodetektion unterzogen oder direkt gefarbt. Anhand der entstandenen Muster
sollten die LOX-Enzyme unterschieden werden. Es kamen dabei unterschiedliche

Nachweismethoden zum Einsatz: (Abb. 3.6)

1. Die Silberfarbung der SDS-Gele (Positiv-Farbung; Gele a, b, e, f, g). Diese

Farbemethode ist sehr sensitiv aber auch stark fixierend. Silbergefarbte Gele
kénnen nicht mehr fir einen Western-Blot und so auch nicht mehr fur die
anschlieBende Immunodetektion eingesetzt werden.

2. Die Zink-Imidazol-Farbung (Negativ-Farbung; nur Gel c). Diese Farbemethode

ist nicht so sensitiv, wie die Silberfarbung, hat jedoch den Vorteil, dass die
gefarbten Gele geblottet werden kénnen und die Proteine anschlieend fur eine
Immunodetektion zuganglich sind. Diese Methode wurde bei Gel ¢ eingesetzt.
Dieses Gel wurde zunachst mit Zink-Imidazol gefarbt, fotografiert und
anschlieBend auf Nitrocellulose geblottet. AnschlieBend erfolgte die dritte
eingesetzte Nachweismethode.
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3. Die Immunodetektion mit einem Anti-Bohnen-LOX-Antikorper Gel d).

In allen sieben Gelen ist eine gute Trennleistung erkennbar. Aufgrund der vielen
unterschiedlichen Spots ist die Identifizierung der LOX-92 erschwert. Daher war es
zunéchst notwendig, mehrere Gele mit gleichbehandeltem Ausgangsmaterial (gemeint
sind die Gele a, c, und g, jeweils nach Induktion durch den Pgt-Elicitor) miteinander zu
vergleichen. Zusatzlich wurde eines dieser Gele (Gel c, Pgt 2) nach der (reversiblen)
Zink-Imidazol-Farbung zuerst dokumentiert und dann auf eine Nitrocellulose-Membran
geblottet. AnschlieBend fand die Immunodetektion mittels Anti-Bohnen-LOX-
Antikorper statt. Es wurden insgesamt 6 Signale detektiert, wobei hervorgehoben
werden muss, dass sie allesamt recht schwach waren: Zwei starkere Signale lagen
auf der Hohe von 92 kDa. Daneben war ein weitaus schwacheres Signal ebenfalls auf
Hohe von 92 kDa erkennbar. Oberhalb von 92 kDa bei 103 kDa konnten zwei weitere
Signale detektiert werden. Auch hier war ein drittes sehr schwaches Signal
detektierbar. AnschlieRend wurde versucht, den Signalen der Immunodetekton

einzelne Spots zuzuordnen (zur Orientierung Pfeile)
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b) A. reinst

d) Pgt2

g) Pgt 3

Abb. 3.6 2-D-Elektrophorese -Legende s. nachste Seite —
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Abb. 3.6 2-D-Elektrophorese
Dargestellt sind die gefarbten 2-D-Gele (a, b, ¢, d, f, g) der LOX-aktiven IAC-Fraktionen

(s. 2.16) nach Pgt-, Meja- und Wasser-Behandlung bzw. von unbehandelten 3 Tage

alten Zellkulturen sowie der Immunoblot von Gel ¢ (d).

a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Silbergefarbtes 2-D-Gel von LOX-aktiven IAC-Fraktionen (7 — 9; LOX-92) nach

Pgt-Behandlung Pgt 1

Silbergefarbtes 2-D-Gel von LOX-aktiven IAC-Fraktionen (7 — 9; LOX-92) nach
Wasser-Behandlung (,Kontrolle®) A. reinst

Zink-lmidazol-gefarbtes 2-D-Gel von LOX-aktiven IAC-Fraktionen (7 — 9; LOX-
92) nach Pgt-Behandlung Pgt 2

Immunoblot von Gel d Pgt 2

Silbergefarbtes 2-D-Gel von LOX-aktiven IAC-Fraktionen (7 — 9; LOX-92) nach
Meja-Behandlung Meja

Silbergefarbtes 2-D-Gel von LOX-aktiven IAC-Fraktionen (7 — 9; LOX-92) von
unbehandelten Zellkulturen (3 d) ZK

Weiteres silbergefarbtes 2-D-Gel von LOX-aktiven IAC-Fraktionen (7 — 9; LOX-
92) nach Pgt-Behandlung Pgt 3

Erlauterungen: (Zur besseren Orientierung wurden Pfeile in die Abbildungen integriert:)

=l Die kleinen dicken (griinen) Pfeile markieren die Hohe von 92 kDa.

Die schwarzen Pfeile entsprechen der H6he der LOX-Signale nach der
Immunodetektion von Pgt 1(e).

E| Die gréRReren dicken (roten) Pfeile weisen auf Spots hin, welche nach Meja-

Behandlung bzw. in den Zellkultur-Fraktionen besonders stark sichtbar waren.

Die Auswertung dieser Versuchsreihe wurde durch die folgenden Tatsachen stark

erschwert:

e Es stand sehr wenig Ausgangsmaterial an LOX-Protein pro Gel zur Verfigung:

Trotz eindeutiger Signale im Western-Blot (Abb. 3.6d) sind auf dieser Hohe des

Zink-Imidazol-gefarbten Gels (Abb. 3.6¢) keine Spots erkennbar.

e Eine gleichmaRige Beladung der Gele war ebenfalls nicht mdglich. Pro Gel

wurde jeweils die Gesamtausbeute der aktiven Fraktionen eines IAC-Laufs

aufgetragen.

Ahnliche Probleme mit 2-D-Gelen wurden auch von anderen Arbeitsgruppen

beschrieben (Feul3ner, personliche Mitteilung). Deswegen erfolgt Ublicherweise die

Auswertung derart komplexer 2-D-Gele mit Hilfe von computergestitzten

Auswertungsprogrammen (Miller 1989; Dunn 1992). Mit diesen Programmen lassen

sich versuchsbedingte Unterschiede der Beladung wieder ,herausrechnen®. Leider
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stand ein derartiges Programm nicht zur Verfigung. Rein visuell ist nur mit Hilfe der
Immunodetektion eine Unterscheidung von einzelnen LOX-92 sowie von LOX-103
erkennbar.

Deutlich sichtbar sind jedoch Unterschiede weiterer Komponenten (Proteine?) sowohl
bezuglich ihrer Verteilung (vgl. ,rote* Pfeile (=] ) als auch ihrer Gesamtmenge.
Auffallig ist auch, dass die Menge und Verteilung dieser unbekannten Komponenten
auch bei gleichbehandelten Proben (hier: Pgt 1 — 3) nicht einheitlich ist. Eine
Zuordnung dieser unbekannten Molekile war leider nicht mdglich. Es wére jedoch
interessant, herauszufinden, inwieweit diese Komponenten fir die LOX-Reaktion von
Bedeutung sind, bzw. ob ein Fehlen dieser Komponenten die Aktivitat der LOX-92
beeintrachtigt. Solange ein Abtrennen nicht erfolgreich ist (ohne gleichzeitig die native
Struktur der LOX-92 zu zerstoren), kann diese Frage im Weizen-System nicht
beantwortet werden. Die Expression einer Weizen-LOX-cDNA in E. coli (s. Kapitel 3.3)
gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Stabilitdt der LOX in Abwesenheit bestimmter
(allerdings noch nicht spezifizierter) nattrlicher ,Begleit- Komponenten® nicht
gewahrleistet ist. Weil die rekombinante LOX nur eine sehr geringe Enzym-Aktivitat
und Stabilitdt zeigen, fehlen in diesem System mdglicherweise gerade diese nicht
identifizierten Faktoren. Daraus erklart sich vielleicht auch, warum die ,Begleit-

Komponenten* im natirlichen System so schwer abtrennbar sind.

Als wichtiges Ergebnis dieser Versuche gilt der Nachweis sowohl von mindestens

zwei unterschiedlichen LOX-92 als auch von mindestens zwei LOX-103.

3.1.2.3.3 Protein-Fingerprints

Protein-Fingerprints dienen der Unterscheidung von Molekilen gleicher Grol3e. Es
handelt sich hierbei um eine andere Form der 2-D-Elektrophorese. Die erste
Dimension findet als herkdmmliche SDS-PAGE statt. Es folgt eine zweite SDS-PAGE,
in deren Verlauf die zu untersuchenden Proteine enzymatisch gespalten und die
entstehenden Fragmente ihrer Grof3e nach im Gel aufgetrennt werden. Anhand des
sich bildenden Fragmentmusters (,Fingerprint*) lassen sich Proteine gleicher Grol3e
differenzieren. Weil sich einige Proteine, z. B. Isoenzyme, nur in kleinen Bereichen
unterscheiden und die entstehenden Fragmente recht klein sein kdnnen, wére auch

hier eine computergestiitzte Bearbeitung der Ergebnisse von Vorteil.
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Da die Analyse wiederum nur visuell durchgefiihrt werden konnte, musste fur diese
Versuche eine relativ groRe Menge an LOX-Protein zur Verfigung stehen. Dies wurde
mit dem unter 2.20.1.B beschriebenen Verfahren erreicht. Die erste Dimension
erfolgte in einem normalen SDS-Gel (7,5 %). Die 92er Banden wurden ausgeschnitten
und fur die zweite Dimension (12 %) eingesetzt. Es kamen zwei unterschiedliche

Enzyme (Endoproteinase LysC, Endoproteinase GIluC) zum Einsatz.

In Abbildung 3.7 sind die silbergefarbten Protein-Fingerprints (a-d) von LOX-92 aus
unbehandelten Weizen-Zellkulturen sowie aus Pgt-, Meja-, ,Wind-* und Wasser-
behandelten Weizenprimarblattern abgebildet (Ausnahme Gel 3.7 e). Hier sind die
Protein-Fingerprints von LOX-92 mit der Negativ-Farbemethode Zink-Imidazol

dargestellt. Dieses Gel wurde anschlie3end wieder entfarbt und silbergefarbt (Abb. 3.7

C).
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Abb. 3.7

a)
GlucC
c)
LysC
M Z Z Z Wi Wi M M H H Z zZ P P
, ' ! z e)
H h
LysC

Fingerprinting der 92er LOX

Dargestellt sind die silbergefarbten Gele (a-d) nach der zweiten Dimension. Es wurden
2 Endoproteinasen verwendet, Endoproteinase GlucC (a, b) und Endoproteinase LysC
(c, d). Zum Vergleich ist unter e) die Zink-Imidazol-Farbung von Gel ¢ zu sehen
Erlduterungen:

Behandlungen: P = Pgt-Elicitor, 25ug/ul; Z = Zellkulturen, unbehandelt, 3d; H = A.
reinst (Wasserkontrolle); Wi = ,Wind“, M = Methyljasmonat, 50 puM) AufRen links und
rechts wurden Protein- Marker aufgetragen.
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Die Verdaus waren in allen Experimenten erfolgreich. In Abhangigkeit von der
verwendeten Endoproteinase war bei allen Ansatzen ein LOX-typisches
Fragmentmuster erkennbar. Es konnten keine qualitativen Unterschiede zwischen den
einzelnen aktiven LOX-92-Spezies festgestellt werden. Quantitative Unterschiede der
neu entstandenen Banden waren dagegen deutlich erkennbar, was jedoch wiederum
auf die unterschiedlichen Ausgangsmengen an Gesamt-Protein zuriickzufuhren ist.
Dies liel3 sich wegen der bereits beschriebenen Probleme leider nicht vermeiden. Die
scheinbare Divergenz im Fragmentmuster nach Verdau mit der Endoproteinase LysC
entstand aufgrund der ungleichen Beladung der Gele. Somit konnte auch hier nicht
eindeutig geklart werden, ob es sich bei den aktiven LOX-92 um ein einziges oder um

unterschiedliche LOX-Enzyme mit zuféllig &hnlichen Eigenschaften handelt.

Insgesamt lassen die Daten den Schluss zu, dass im Weizen mindestens zwei
unterschiedliche LOX-92-Spezies vorkommen. Trotzdem bleibt die Frage offen,
welche dieser LOX-Spezies fir die Haupt-Enzymaktivitat verantwortlich ist. Gibt es
hierbei Unterschiede je nach vorangegangener Behandlung? Oder ist immer dieselbe
LOX-92 fur die Haupt-LOX-Enzymaktivitat der untersuchten Vorgange verantwortlich?
Da im visuellen Vergleich der Protein-Fingerprints unterschiedlich behandelter
Weizen-Blatter keine Abweichungen erkennbar sind, besteht zumindest die
Mdoglichkeit, dass die Haupt-LOX-Enzymaktivitdt immer von demselben Protein

getragen wird.

3.1.2.3.4 Versuche zur Sequenzierung der aktiven LOX-92-Spezies - Weitere
Reinigung und Anreicherung der LOX-92
Nach den eher enttauschenden Resultaten der im vorangegangenen Kapitel
beschriebenen Untersuchungen war endgiltig klar, dass die weitere Analyse der
induzierbaren Weizen-LOX mit protein-biochemischen Methoden nicht zu
bewerkstelligen ist. Konsequenterweise sollten daher molekularbiologische Strategien
eingesetzt werden (3.2 — 3.3) Als erstes sollte die Klonierung von induzierbaren
Weizen-Lipoxygenasen mittels cDNA-Screening in Angriff genommen werden. Da
eine geeignete Weizen-LOX-Sonde nicht zur Verfligung stand, sollte diese mithilfe der
RT-PCR (,Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction”) isoliert werden.
Hierfir wurden Sequenzinformationen fir die Konstruktionen von degenerierten
Primern fur die RT-PCR bendtigt. Als Vorbereitung der molekularbiologischen
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Untersuchungen wurde daher die Sequenzierung der aktiven LOX-92-Spezies
angestrebt. Ziel dieser Versuche war die Gewinnung von Sequenzinformationen zur
Konstruktion degenerierter Primer.

Da unser Labor fur Proteinsequenzierungen nicht ausgerustet ist, mussten diese als
Auftragsarbeiten vergeben werden.

Die Proben wurden entsprechend der Vorgaben der beauftragten Institute (Institut fur
Enzymtechnologie, FH Jilich; Department of Biochemistry, Biozentrum of the
University of Basel, Royal Holloway School of Biological Sciences, University of
London) vorbereitet. Hier werden daher nur diese Arbeiten sowie die Ergebnisse der
Sequenzierversuche beschrieben. Fir alle Ansatze war eine relativ grof3e Menge an
Enzym angefordert worden. Das wurde mit unterschiedlichen Ansatzen erreicht, die
ausfuihrliche Beschreibung erfolgte bereits im Methodenteil unter 2.20.1.

Es muss jedoch auf die Probleme, die bei der Vorbereitung (Anreicherung) der LOX-
92 auftraten, eingegangen werden: Wie bereits im vorangegangenen Text erwéhnt,
verfugen die LOX-92-Fraktionen uber eine sehrt hohe spezifische Enzymaktivitat.
Quantitativ betrachtet findet man jedoch nur wenig an Enzym-Menge in den einzelnen
Fraktionen.

Als Beispiel zur Verdeutlichung der ungtinstigen Mengensituation an LOX-Protein wird
die Sachlage nach Meja-Behandlung genutzt (Abb. 3.8). Obwohl die 92er LOX fur
Uber 80 % der Gesamtaktivitdt von Meja-behandelten Pflanzen verantwortlich sind, ist
kein Protein im Rohextrakt mit dem Anti-LOX-Antikorper auf der Hohe von 92 kDa
detektierbar. Selbst nach Anreicherung zeigt sich zwar bei der Immunodetektion ein
starkes Signal, bei unspezifischer Farbung mit Amidoschwarz ist dieselbe Menge
jedoch nicht bzw. nur schwach erkennbar. Dagegen ist eine ansonsten nicht weiter
identifizierte Bande unterhalb der LOX-92 bei der Immunodetektion genauso stark
sichtbar wie nach Amidoschwarzfarbung, d. h. die Starke des Antikdrper-Signals
entspricht hier der unspezifischen Farbung. In diesem Fall kann daher von einer
unspezifischen Reaktion des Anti-LOX-Antikdrpers ausgegangen werden. Wegen
dem nur sehr schwachen Antikorper-Signal im Vergleich zur Amidoschwarzfarbung ist
es zwar unwahrscheinlich, dass es sich bei diesem Protein ebenfalls um ein LOX-

Protein handelt, aus zuschliel3en ist dies jedoch nicht.
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Abb. 3.8

Vergleich von Immunodetektion und Amidoschwarzfarbung der aktiven IAC-
Fraktionen

Die aktiven Fraktionen 7 — 8 einer Anionenaustauschchromatographie (Meja 12 h)
wurden vereinigt. Die Fraktionen wurden mittels Centricon-50-Konzentratoren, (2.16)
aufkonzentriert, denaturiert und davon je 15 pg Gesamtprotein in Spur 1 und 2
aufgetragen. Anschlielend wurden sie gelelektrophoretisch aufgetrennt und geblottet.
Spur 1 ist je zur Hélfte Amidoschwarz-geféarbt bzw. fir die Immunodetektion mit einem
Anti-LOX-Antikorper eingesetzt worden. Spur 2 wurde ausschlielBlich der
Immunodetekion unterworfen. Der Pfeil markiert die Position der 92er Bande (LOX-92).
Auffallig ist, dass die LOX-92 in dieser Konzentration mittels Amidoschwarzfarbung nicht
detektierbar ist. Unterhalb dieser Bande sieht man ein weiteres erheblich schwécheres

Signal auf den Antikdrper.

Der Anteil der LOX-92 am Gesamtprotein in den aktiven IAC-Fraktionen ist tatsachlich

sehr gering (Abb. 3.9). Ein Grof3teil wird von anderen unbekannten Proteinen

bestimmt.

Abb. 3.9

EmE )|

1 2

Zink-Imidazol-Farbung (Negativ-Farbung) der LOX-aktiven IAC-Fraktionen 7 — 9

nach Pgt-Behandlung (48 h) (Legende s. nachste Seite)
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Abb. 3.9 Zink-Imidazol-Farbung (Negativ-Farbung) der LOX-aktiven IAC-Fraktionen 7 — 9
nach Pgt-Behandlung (48 h)
Die aktiven Fraktionen 7 — 9 einer Anionenaustauschchromatographie (Pgt 48 h; 2.16)
wurden vereinigt. Die Fraktionen wurden mittels Centricon-50-Konzentratoren
aufkonzentriert und denaturiert. Davon wurde 12 pg Gesamtprotein in Spur 1 und 3 pg
Gesamtprotein in Spur 2 aufgetragen. Anschlieend wurden sie gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Zink-Imidazol gefarbt (2.20.5; Negativfarbung). Die Hohe der LOX-92
ist mit einem Pfeil markiert. In dieser Konzentration ist mit der gewahlten Farbemethode
die LOX-92 nur schwach bzw. nicht sichtbar. Weil das Gel vor einem dunkelblauen
Hintergrund fotografiert wurde, erscheinen die Proteinbanden dunkelblau vor einem

hellblauen Hintergrund.

Die Abtrennung der Fremd-Proteine gelingt mit der Anionenaustausch-
Chromatographie nicht. Fir die folgenden Untersuchungen war es jedoch
unerlasslich, das Enzym in héherer Quantitat und weitgehend frei von begleitenden

Proteinen zu erhalten. Die Arbeiten hierzu sind im folgenden Abschnitt beschrieben.

Mit klassischen Methoden der Enzymreinigung wie z. B. der hydrophoben
Interaktionschromatographie oder der Gelfiltration (Knauf, 1996; Bohland, persénliche
Mitteilung) gelang es nicht, stbrende Fremdproteine zu entfernen. Eine hdhere
Konzentrierung mittels Centricon-50-Konzentratoren war ebenfalls nicht erfolgreich,
da es zu irreversiblen Bindungen der LOX an die Membran kam. Es musste daher

nach alternativen Mdglichkeiten gesucht werden.

Brash et al. (1996) beschrieben &hnliche Probleme bei der Aufreinigung einer
Korallen-LOX. Sie konnten durch die Zugabe von 0,1 % Triton-X bei der IAC eine
verbesserte Anreicherung des LOX-Proteins erreichen.

In der vorliegenden Arbeit mit der Weizen-LOX-92 fuhrten jedoch Veranderungen des
IAC-Programms regelmaf3ig zu einem erheblichen Verlust sowohl an spezifischer
LOX-Enzymaktivitat (Abb. 3.10), als auch an LOX-Protein (Abb. 3.11). Im Extremfall
kam es zu Totalausfallen. Ebenfalls misslang der Versuch, die aktiven Fraktionen in
einer zweiten IAC weiter zu reinigen. Auch unter diesen Bedingungen kam es zu
deutlichen Verlusten an LOX-92. In den Abbildungen 3.10 und 3.11 sind die Verluste
an LOX-Enzymaktivitat bzw. an -Protein beispielhaft flr einige Aufreinigungsversuche

dargestellt.
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Abb. 3.10

Abb. 3.11

a0 1
g0 7
70
G0
a0
40 +
30 1

20 7

Spezifische LOX-Aktivitat [nkat/n

10 7

————

1AC 1

1AC 1 + 0,1% Triton- 18 2 1AC 2+ 0,1%
X Triton-X

Verlust der LOX-Enzymaktivitat nach weiteren Aufreinigungen der LOX-92

Gezeigt sind die Aktivitatsverluste nach IAC von Enzymextrakten aus unbehandelten

drei Tage alten Zellkulturen unter veranderten Bedingungen. Zum Vergleich ist die
spezifische LOX-Enzymaktivitat nach Standard-Protokoll abgebildet (IAC1).

Erlauterungen:
IAC 1

IAC 1 + 0,1 % Triton-X

IAC 2

IAC 2 + 0,1 % Triton-X

LOX-Enzymaktivitat der Fraktionen 7 —9 nach
Standard-1AC (2.16.1)

LOX-Enzymaktivitat der Fraktionen 7 — 9 nach IAC
unter Zugabe von 0,1 % Triton X (2.16.2)
LOX-Enzymaktivitat der Fraktionen 7 -9 nach zweiter
IAC unter Standardbedingungen (2.16.1)
LOX-Enzymaktivitat der Fraktionen 7 -9 nach zweiter
IAC unter veranderten Bedingungen (Zugabe von 0,1%
Triton-X zur zweiten Runde (2.16.2), die erste Runde

fand unter normalen Bedingungen statt).

o

Fr.2 F8.2 F9.2

Marker F7.1 F8.1 F9.1

Verlust an LOX-Protein nach zweiter IAC

Man sieht die Immunodetektion der aktiven Fraktionen 7 — 9 (F7.1 — F9.1 bzw. F7.2 —
F9.2) aus Zellkulturen (drei Tage nach Subkultivierung) nach IAC 1 (F7.1 — F9.1) und
nach zweiter IAC (F7.2 — F9.2). Pro Spur wurden 10 pg der jeweiligen Fraktion gefallt

und in 1x Probenpuffer geldst eingesetzt. Wurde der IAC 0,1% Triton-X zugesetzt, so

war nach Immunodetektion mit dem Farbreagenz BCIP/NBT kein Signal detektierbar

(Daten nicht gezeigt).
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Da die weitere Anreicherung der LOX mithilfe chromatographischer Methoden nicht
mdglich war, wurden alternative Strategien versucht, diese sind im folgenden Text
aufgefihrt. In allen Fallen wurde wegen der besseren Handhabung und

Proteinausbeute mit Enzymextrakten aus drei Tage alten Zellkulturen gearbeitet.

A. Anreicherung nach SDS-PAGE und Elektroelution

Hier wurden die 92er Banden von mehreren IAC-Laufen (jeweils 8 — 10 Laufe fur eine
Spur) nach Auftrennung Uber SDS-PAGE ausgeschnitten und gesammelt. Dann
wurden die Proteine mittels Elektroelution (s. 2.20) wieder in Loésung gebracht, gefallt,
in 1x Probenpuffer aufgenommen und einer zweiten SDS-PAGE unterworfen. Die
Gele wurden geblottet (s. 2.21) und die mit Amidoschwarz angefarbten Banden der
LOX-92 zur N-terminalen Sequenzierung eingeschickt (Institut fur Enzymtechnologie,
FH Jdlich).

Das gewahlte Verfahren zur Anreicherung ist jedoch sehr aufwendig und flhrte

aul3erdem zu Degradierungsprodukten (Abb. 3.12).

Abb. 3.12 Degradierungsprodukte der LOX-92 nach Elektroelution (2.20.1)
Aufgetragen ist die LOX-92 aus Zellkulturen vor (Spur 1) und nach Elektroelution
(Spuren 2 und 3). Auffallig sind zusétzlich entstandene Banden nach der Elektroelution.

Erlauterungen:
Spur 1 Vor der Elektroelution: 5 pg Gesamt-Protein

Spur 2 Nach der Elektroelution: 5 ug Gesamt-Protein
Spur 3 Nach der Elektroelution: die Menge Gesamt-Protein, die gerade noch in 15 pl

1x Puffer 16slich ist.

Die Sequenzierungsversuche der mit Amidoschwarz gefarbten geblotteten LOX-92-
Bande durch das Institut fur Enzymtechnologie der FH Jilich waren leider erfolglos,
da eine N-terminale Blockierung vorlag (pers. Mitteilung Frau Dagmar Mdaller). Mit
einem tryptischen Verdau auf der PVDF-Membran hatte man das Problem vielleicht

umgehen konnen. Am Institut fir Enzymtechnologie der FH Jilich war dies aus
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technischen Grinden jedoch nicht mdglich. Die Sequenzierung der zusatzlich
entstandenen Banden (Degradationsprodukte) gelang ebenfalls nicht. In diesem Fall
war die verbliebene Protein-Menge fir eine Sequenzierung nicht ausreichend (pers.
Mitteilung Frau Dagmar Miller).

B. Anreicherung durch die Kombination von Ultrafiltration und Fallung

Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die Blockierung erst durch die recht
drastische Art der Vorbehandlung (Degradationsprodukte) entstanden war, wurde die
unter 2.20.1.B beschriebene Kombination von Ultrafiltration und Fallung angewendet.
Auch hier waren fir eine Spur die aktiven Fraktionen von 8 — 10 IAC-Laufen
notwendig. Beispielhaft ist in Abb. 3.13 der Westernblot mit der LOX-92 aus 3 Tage
alten unbehandelten Zellkulturen dargestellt. Im Unterschied zu der zuvor
beschriebenen Methode sind hier im Westernblot keine Degradationsprodukte
erkennbar.

Fur die Sequenzierung wurden die Proteine nach der Féllung Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen geblottet. Anschlielend fand wiederum eine
Farbung mit Amidoschwarz statt. Die Bande der LOX-92 wurde ausgeschnitten und

fur eine N-terminale Sequenzierung eingesetzt.

e

1 2

Abb. 3.13 Westernblot einer LOX-92 aus Zellkulturen nach Anreicherung mittels
Ultrafiltration und Fallung
Man sieht die Immunodetektion vor (Spur 1) und nach (Spur 2) der Fallung (s. 2.20.1
B). Aufgetragen sind jeweils die in 5 pl 1x Probenpuffer l6sbare Menge an Protein. Man
erkennt die deutliche Anreicherung der LOX-92. Degradationsprodukte sind nicht

erkennbar.

Obwohl diese Methode schonender war, gelang die Sequenzierung wiederum

aufgrund der N-terminalen Blockierung (pers. Mitteilung: Prof. Dr. Paul Bolwel, Royal
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Holloway, University of London) der LOX-92 nicht. Daher sollte nun vor der
Sequenzierung ein tryptischer Verdau mit anschlieBender HPLC-Reinigung der
entstandenen Fragmente stattfinden. Herr Dr. Paul Jend vom Department of
Biochemistry, Biozentrum der Universitat Basel, erklarte sich freundlicherweise bereit,

diese Untersuchungen fur uns durchzuftihren.

Ein wichtiger Unterschied (fur die Vorbereitungen) zu den vorangegangenen
Sequenzierungsversuchen war, dass in diesem Fall lediglich das (Coomassie-)
gefarbte Gelstiick mit der LOX-92 angefordert wurde. Somit entfiel das Blotten auf die
PVDF-Membran und die anschlieRende Farbung. Protein-Verluste bzw. -
unbeabsichtigte Modifikationen (z. B. N-terminale Blockierung) vor der eigentlichen

Untersuchung konnten somit reduziert werden.

Die Proteine der aktiven Fraktionen aus drei Tage alten Zellkulturen von 8 — 10 IAC-
Laufen (fir eine Spur) wurden nach der Konzentrierung (Ultrafiltration) tber SDS-Gele
aufgetrennt. Nach der Auftrennung erfolgte die Farbung der Proteine, die LOX-
Banden wurden ausgeschnitten und in Basel fUr einen tryptischen Verdau eingesetzt.
Zunachst scheiterten diese Versuche bereits daran, dass die LOX-92 nach der
empfohlenen Farbung (Coomassie)fur den Verdau nicht mehr zuganglich war. Abhilfe
war durch die Anwendung einer anderen weniger fixierenden Farbemethode (Zink-
Imidazol) gegeben (Fernandez-Patron et al. 1995). Dabei handelt es sich um eine
reversible Negativ-Farbung. Beispiele fur Zink-Imidazol gefarbte Gele sind u. a. in den
Abbildungen 3.7 und 3.9 zu sehen.

Alle restlichen Arbeiten (tryptischer Verdau, Auftrennung der Fragmente tber HPLC
[high pressure liquid chromatography] und die anschlieliende Sequenzierung) wurden

in Basel routinemafig durchgefuhrt.

Nach dem tryptischen Verdau kam es jedoch zu erheblichen Mengenverlusten, die
anscheinend auf (irreversible) Bindungen der entstandenen Fragmente an die
verwendeten Gefal3e bzw. Apparaturen (HPLC-Apparatur) zurtckzufihren waren. Die
Quantitat der rickgewonnenen Proteinfragmente nach der HPLC war so gering, dass

eine Sequenzierung wiederum nicht gelang (Paul Jen6, personliche Mitteilung).

Abschlie3end musste leider festgestellt werden, dass die Versuche, das LOX-Protein

Zu sequenzieren, allesamt fehlgeschlagen sind.
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Auch wenn eine Klassifizierung der untersuchten LOX-92-Spezies damit nicht méglich

war, ist sicher, dass im Weizen mehr als eine 92er LOX zu finden ist. Die Argumente

hierfir werden im Folgenden kurz zusammengefasst:

Im Rohextrakt von Meja- und Wasser-behandelten Weizen-Blattern ist keine
LOX-92 detektierbar. Nach Anreicherung uber IAC findet sich in den Fraktionen
mit 80 —90 % der LOX-Anfangs-Aktivitat jedoch immer eine gut detektierbare
LOX-92 (s. 3.1.3).

Nicht zu vergessen ist, dass sowohl Bohland (1997) als auch Loers (1999)
nach isoelektrischer Fokussierung der LOX-aktiven Fraktionen (entsprechend
Peak 1) im Immunoblot mehr als nur eine LOX-Bande detektierten. Leider war
mit dieser Methode die Grélienzuordnung der detektierten Moleklle nicht
moglich.

Letzteres gelang durch die Auftrennung der LOX-aktiven IAC-Fraktionen tber
2-D-Elektrophorese. Hier konnten erstmals auf Hohe von 92 kDa zwei LOX-
Spezies mit offensichtlich unterschiedlichem IEP (isoelektrischem Punkt)
nachgewiesen werden (s. Abb. 3.7).

Auch das Scheitern der zahlreichen Versuche, das 92er LOX-Protein zu
sequenzieren lasst sich in diesem Zusammenhang leichter erklaren. Da sich
auf der Hohe von 92 kDa tatsédchlich (mindestens) zwei LOX-Proteine
verbergen, war die Sequenzierung mit den zur Verfigung stehenden Methoden

wegen mangelnder Reinheit nicht zu bewerkstelligen.

Hiermit wurden die bio- und proteinchemischen Versuche von Weizen-Pflanzen und

Weizen-Zellkulturen (vorerst) abgeschlossen und die Charakterisierung der Weizen-

Lipoxygenasen mit molekularbiologischen Arbeitsweisen fortgesetzt.
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Zusammenfassung des Kapitels 3.1

Am Anfang der Untersuchungen waren mindestens drei induzierbare, im
Rohextrakt detektierbare, Weizen-LOX-Spezies bekannt: LOX-92, LOX-100
und LOX-103.

Die Aufreinigung der Enzymextrakte tber IAC zeigte, dass fir rund 80 % der
Gesamtaktivitat immer LOX-92 verantwortlich sind. Interessant ist die
Beobachtung, dass dies auch fir Kontrollansatze und nach Meja-Induktion gilt,
da in den entsprechenden Rohextrakten in diesen Ansatze keine LOX-92
detektierbar waren.

Ungeklart bleibt, ob immer dieselbe LOX-92 fiir diese Aktivitdt verantwortlich
sind, oder ob es sich um unterschiedliche LOX-Spezies handelt. Sowohl 2-D-
Elektrophorese- als auch Protein-Fingerprinting-Experimente brachten wegen
fehlender Auswertungssoftware kaum neue Erkenntnisse.

Dagegen konnte mit Hilfe der 2-D-Elektrophorese die Existenz von wenigstens
zwei unterschiedlichen LOX-92 gezeigt werden. Ebenfalls war der Nachweis
zweier LOX-103 mdoglich. Festzuhalten bleibt hier, dass mindestens eine der
LOX-103 in den Chloroplasten-Fraktionen nachweisbar ist und Elicitor-
induzierbar ist.

Die Unmdglichkeit, nicht identifizierte ,Begleit-Komponenten“ (Proteine?) in den
aktiven IAC-Fraktionen vom nativen Molekul zu trennen, verhinderten zwar die
erfolgreiche Sequenzierung des LOX-Proteins, weisen aber vielleicht auf die
Bedeutung dieser Komponenten fir aktive Weizen-LOX-Spezies hin. Diese
Frage wird in Kapitel 3.3 wieder aufgenommen.

Da der LOX-100 keine Enzym-Aktivitat zugeordnet werden konnte,
konzentrierten sich die folgenden Untersuchungen auf die Charakterisierung
der beiden anderen induzierbaren LOX-Spezies, den LOX-92 und den LOX-
103.
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3.2 Molekularbiologische Strategien zur Analytik von LOX-Spezies in

Weizen

Nach Abschluss der protein-biochemischen Arbeiten erfolgte die weitere
Charakterisierung von induzierbaren Weizen-LOX mit molekularbiologischen
Methoden.

Insbesondere sollte die Expression von Weizen-LOX auf RNA-Ebene erfasst werden.
Fur weitergehende Experimente (s. auch Kapitel 3.3) war die Isolierung einer
kompletten (,full-length“) Weizen-LOX-cDNA geplant, zumal zu diesem Zeitpunkt noch
kein vollstandiger Weizen-LOX-cDNA Klon existierte.

3.2.1 Konstruktion der Sonden

Um die Expression der Weizen-LOX zu untersuchen, wurden Northern-Analysen
durchgefuhrt. Die Sonden fur diese Experimente wurden mittels RT-PCR bzw. 3'-
RACE unter Induktionsbedingungen (Pgt-Elicitierung) isoliert (2.28). Als Template
wurde Gesamt-RNA (2.24.2) aus Pgt-behandelten und zum Vergleich aus Wasser -
behandelten (A. reinst) bzw. unbehandelten Weizenblattern sowie aus Zellkulturen
(zwei Tage nach Subkultivierung) eingesetzt.

Es kamen degenerierte Primer aus konservierten Bereichen anderer bekannter LOX-
Spezies zum Einsatz, da spezifische Sequenzinformationen aufgrund der
gescheiterten Proteinsequenzierungen der Weizen-LOX (Kapitel 3.1) nicht zur
Verfugung standen. Die Sequenzen der genutzten Primer sind dem Methodenteil zu
entnehmen (Tab. 2.1). Fur alle Ansatze war 1 ug Gesamt-RNA als Template genutzt
worden. Die Klonierungsstrategien fur die einzelnen Sonden sind in Abbildung 3.14
schematisch dargestellt. Das genaue Prozedere ist bereits im Methodenteil (2.29)

beschrieben.
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a) RT-PCR: One Step RT-PCR Uber zwei Runden

RNA

5!

Primer:,HAA" Primer:,DT

I

PCR-Produkt

5l
INRRRERRNEENENI e e i

Primer:,HAA" l Nested Primer:,GIPN“

5 PCR-Produkt 3

,L.500“

b) RT-PCR: One Step RT-PCR mit spezifischen

Primern (nur eine Runde)

RNA

5!

LU L 2 2 2 222 ]
Primer:,HAA*® Primer:,GIPN*

: H500 3

¢) 3' RACE Uber zwei Runden

RNA

[ EEEE
l Adapter Primer ,AP*
5|
ET T T [
Primer:,VOCA* Primer:, AUAP*

I

PCR-Produkt ,L3UT*

1. Runde

“One Step RT-PCR”:
Template: Gesamt-RNA
aus Pgt-behandelten
Blattern

Primer: ,DT*, ,HAA®

2. Runde

Standard PCR:

Template: PCR-Produkt aus
Runde 1

Primer: ,GIPN®, ,HAA"

1. Runde

“One Step RT-PCR”:
Template: Gesamt-RNA
aus Zellkulturen bzw.
unbehandelten/A. reinst-
behandelten Blattern
Primer: ,,GIPN®, ,HAA®

1. Runde

“First strand cDNA-
Synthese”:

Template: Gesamt-RNA
aus Pgt-behandelten
Blattern

Primer: Adapter Primer
AP

2. Runde

Standard PCR:

Template: PCR-Produkt aus
Runde 1 (First strand cDNA)
Primer: ,VOCA®, ,AUAP*

Abb. 3.15 Klonierungsstrategien der Weizen-LOX-Sonden (Legende s. folgende Seite )
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Abb. 3.15 Klonierungsstrategien der Weizen-LOX-Sonden

a) Konstruktion der Sonde , L 500" (2.28.1)
Mittels ,One Step RT-PCR‘(Titan" One Tube RT-PCR System, Boehringer,
Mannheim) wurde mit einem Oligo-DT-Primer (,DT“) und einem degenerierten
(genspezifischen) Primer (,HAA“) und Gesamt-RNA aus Pgt-behandelten
Weizen-Blattern ein erstes PCR-Produkt gewonnen. Dieses Produkt wurde fir
eine zweite PCR mit dem Primer ,HAA®“ und dem ,nested“ (genspezifischen)
Primer ,GIPN“ eingesetzt. Das Produkt (,L 500“) wurde anschlieRend in den
Vektor pGEM®-T-Easy von Promega kloniert.

b) Konstruktion der Sonden , ZK 500", ,, Ube 500“ und ,,H 500" (2.28.1)
Die Gesamt-RNA aus unbehandelten/A. reinst-behandelten Weizen-Blattern
(,Ube 500%/,H 500%), bzw. unbehandelten zwei Tage alten Zellkulturen (,ZK
500) wurde als Template genutzt. Fiir die ,One Step RT-PCR® (Titan" One
Tube RT-PCR System, Boehringer, Mannheim) wurden die degenerierten
(genspezifischen) Primer ,GIPN*“ und , HAA® eingesetzt. Die PCR-Produkte
(,ZK 500, ,Ube 500“ und ,H 500“) wurden anschlieRend in den Vektor pGEM®-
T-Easy von Promega kloniert.

c) Konstruktion der Sonde , L 3UT*"
Nach der ,First Strand Synthese® (3'-RACE System for Rapid Amplification of
cDNA ends, Gibco; mit Gesamt-RNA aus Pgt-behandelten Blattern als
Template und dem Adapter Primer ,AP“ (2.1, Gibco), folgte Uber eine normale
PCR mit dem genspezifischen Primer ,VOCA® und dem Univerversal-Primer
LAUAP* (Gibco). Das Produkt wurde in Vektor pGEM®-T-Easy von Promega

kloniert.

Mittels RT-PCR (2.29) konnten vier Weizen-LOX cDNA-Sonden (,L 500% ,H 500¢
,Ube 500% ZK 500 jeweils 435 bp) kloniert werden. Als Template war Gesamt-RNA
aus behandelten (,L 500 Pgt-Injektion; ,H 500 A. reinst-Injektion) und
unbehandelten (,Ube 500“) Weizenblattern bzw. Zellkulturen (,ZK 500“) genutzt
worden. Wie sich nach der Sequenzierung herausstellte, sind die Sequenzen von ,L
5004 ,ZK 5009 ,Ube 500" und ,H 500“ absolut identisch. Unterschiede waren nur in
der Ausbeute an PCR-Produkten (s. Abb. 3.16) erkennbar.

Uber 3'-,RACE“ (Rapid Amplification of cDNA Ends, 2.29.2) wurde anschlieRend ein
Teil der 3' UT dieser Weizen-LOX cDNA amplifiziert (,L 3UT", 341 bp). In dem
uberlappenden Teil (157 bp) zu den vorher klonierten Sonden besteht eine 100%ige
Ubereinstimmung der Sequenz.

In Abbildung 3.15 sind die PCR-Produkte mit degenerierten Primern beispielhaft fur
die Sonden L 500, Ube 500, H 500 und ZK 500 dargestelit.
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a) b)
RT-PCR: 1. Runde ,.nested*
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Abb. 3.15 RT-PCR Produkte mit degenerierten Primern

Als Template wurde jeweils 1 uyg Gesamt-RNA eingesetzt. Pro Spur sind je 5 yl eines

Y 2T isuRy v

50 yl Gesamtansatzes aufgetragen worden.

a) RT-PCR mit Gesamt-RNA aus Pgt-behandelten Blattern, 12 h bzw. 16 h nach
Behandlung geerntet. In der ersten Runde kamen die Primer ,DT“ und ,HAA"
zum Einsatz. Angeschlossen wurde eine ,nested“ PCR mit ,GIPN“ und ,HAA*®
Das PCR-Produkt der zweiten Runde (Pgt 12 h) wurde in den Vektor pGEM®-T-
Easy von Promega kloniert.

b) RT-PCR mit Gesamt-RNA aus Zellkulturen (1 Tag nach Subkultivierung),
unbehandelten Weizenblattern und aus A. reinst- bzw. Pgt-behandelten
Weizenblattern (12 h). Als Primer wurden ,GIPN“ und ,HAA® eingesetzt. Die
PCR-Produkte (obere Banden) wurden in den Vektor pGEM®-T-Easy von
Promega kloniert.

Obwohl jeweils genau je 1 ug Gesamt-RNA als Template fur die einzelnen Ansatze
eingesetzt wurde, war die Produktausbeute der RT-PCR unterschiedlich. Bei Pgt-
behandelten Blattern ist die Menge an PCR-Produkt 12 h nach Injektion deutlich hoher
als nach 16 h. Dies deutet darauf hin, dass bereits 16 h nach Injektion des Pgt-
Elicitors die LOX-Induktion wieder abnimmt. Auf Enzymaktivitatsebene ist diese
Abnahme erst nach 48 h zu verzeichnen (Abb. 3.1).

Auch die Art der Behandlung hat, wie erwartet, einen Einfluss auf die
Produktausbeute der RT-PCR. Man erkennt z. B. 12 h nach Pgt-Elicitierung eine
deutlich starkere Bande als 12 h nach Injektion von A. reinst (Abb.3.15 b), wogegen
die Bande des PCR-Produktes aus unbehandelten Zellkulturen fast gleich stark wie
die Bande nach Pgt-Elicitierung (12 h, Abb. 3.15 b) der Weizenblatter ist. Letzteres
war aufgrund der Ergebnisse der vorangegangenen biochemischen Untersuchungen
erwartet worden, da die LOX-Enzymaktivitat in den Weizenzellkulturen durchweg

relativ hoch ist. Aus unbehandelten Weizenblattern ist die Menge an PCR-Produkt
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indes so gering, dass auf dem Agarosegel die entsprechende Bande kaum sichtbar
ist. Dies weist darauf hin, dass schon die Injektions-Behandlung alleine, unabhangig
vom injizierten Wirkstoff, fur die Weizenpflanzen eine Stresssituation bedeutet, welche
eine erhdhte LOX-Induktion bewirkt.

Bei all diesen Beobachtungen muss jedoch bertcksichtigt werden, dass die PCR-
Ansatze nur halbquantitativ (ohne internen Standard) erfolgten. Zur genauen
Untersuchung der LOX-Expression wurden daher Northern-Analysen durchgefuhrt (s.
3.2.3).

Alle PCR-Produkte wurden in den pGEM®-T Easy Vector von Promega kloniert. Die
resultierenden Plasmide wurden P L500; P Ube500, P ZK500, P H500 und P L3UT
genannt. Die Konstrukte wurden fur die Transformation (2.43.29) von E. coli DH5a
(Stratagene) bzw. von E. coli JM 109 (Promega) eingesetzt und Glycerinstocks (s.
2.33) der Klone bei -70 °C gelagert. Samtliche Plasmide wurden sequenziert
[,Automated Laser Fluorescent-(ALF)-DNA-Sequencer”, Pharmacia Biotech; ,Thermo
Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP*,

Amersham Pharmacia Biotech; s. 2.39].

Die Plasmidkarten von P L500 (identisch mit P H500, P ZK 500 und P Ube500) und P
L3UT sind in Abbildung 3.16 dargestellt. In Abbildung 3.17 ist die Sequenz dieser
cDNA-Fragmente, die daraus abgeleitete Aminosauren-Sequenz in Abbildung 3.18
aufgeflihrt. In den Uberlappenden Bereichen sind die beiden Fragmente absolut
identisch.

Die  Sequenzierungsstrategie der Fragmente ist gemeinsam mit der

Sequenzierungsstrategie der Gesamt-cDNA in Abbildung 3.24 abgebildet.
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Abb. 3.16 Die Plasmidkarten von PL 500 (a) und PL 3UT (b)
Die Plasmide haben einen Teil einer Weizen-LOX cDNA als Insert. Als Vektor wurde
jeweils pGEM®-T-Easy von Promega genutzt.

1 GTGAACTTCG GGCAGTACCA TTACGCCGGG TACTTCCCCA ACCGTCCGAC
51 GGTGGTGCGG AAGAACATCC CGGTGGAAGA AAACCGGGAC GATGAGATGA
101  AGAAGTTCAT GGCAAGGCCA GAGGAGGTGC TGCTGCAGAG CCTCCCCTCG
151 CAGATGCAGG CCATCAAGGT GATGGCGACG CTGGACATCC TCTCCTCACA
201 CTCCCCCGAC GAGGAGTACA TGGGAGAGTA CGCGGACCGG CGTGGCTGGC

¥

251 AGAGCCATGG TGAAGGCGGC ATTCGAGAAG TTCAGTGGCA GACTGAAGGA
301 GGTGGAGGGC CCATCGACCA GCGAAACAAC AACCCGGAGA ACAAGAACAG
351 GTGTGGGCCC GGCATCGTGC CGTACGAGCT GCTCAAGCCG TTCTCAGAAC
401 CAGGGGTCAC TGGGAGGGGC ATCCCCAACA GCATATCCAT CIGAATGTGG
451 CCCCAGGATA AGTTATCATT GCATGTAGGA TTAGGAATAA GATGTGCACC
501 ATGTACGCAC CCAGCAGCGA TTGCTCCCGT CCCGTGCATG ACAGGGGCCA
551 GGAGAGGCAT CTACTAGTGT GTTCCCGCTA TTGTATGCCG TGAATTAGCA
601 GTACTAATAA GGTTATTTGA

Abb. 3.17 Die Sequenzen von L 500 und L 3UT

Die Sequenz von L 500 ist farbig unterlegt. Das 5'-Ende von L 3UT ist durch einen Pfeil
markiert. Das Stop-Codon (TGA) ist unterstrichen. Die Sequenz von L 500 ist identisch

mit H 500, Meja 500, Wind 500 und Ube 500.
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1 VNFGQYHYAG YFPNRPTVVR KNIPVEENRD DEMKKFMARP EEVLLQSLPS
51 QMQAIKVMAT LDILSSHSPD EEYMGEYADR RGWQSHGEGG IREVQWQTEG

101 GGGPIDQRNN NPENKNRCGP GIVPYELLKP FSEPGVTGRG |IPNSISI

Abb. 3.18 Die abgeleitete Aminosauren-Sequenz aus den cDNA-Fragmenten L 500 und L
3UT

Stark konservierte LOX-typische Sequenzmotive sind grau unterlegt.

Des Weiteren wurde versucht, mittels 5'-RACE (2.29.3) das fehlende 5'-Ende zu
isolieren. Da das 5'-Ende im Vergleich zum 3'-Ende kaum konserviert ist, konnten
keine geeigneten Primer konstruiert werden. Die Amplifikation des 5'-Endes war daher
nicht moglich. Um trotzdem eine vollstandige Weizen-LOX-cDNA zu erhalten, wurde
L500 fir das Screening einer Weizen-cDNA-Bank genutzt (3.2.2).

3.2.2 Screening einer Weizen-cDNA-Bank

Von Herrn Prof. Dr. R. Dudler, (Inst. f. Pflanzenbiologie, Univ. Zirich, Schweiz) war
freundlicherweise eine Weizen-cDNA-Bank, hergestellt nach Inokulation von
Weizenpflanzen mit dem Gerstenmehltau (Rasse A6), zur Verfugung gestellt worden.
Zunachst musste getestet werden, ob diese cDNA-Bank fur das Screening Uberhaupt
geeignet ist, d.h. ob die Weizen-LOX unter diesen Bedingungen (also nach Inokulation
mit dem  Gerstenmehltau) induziert werden. Daher wurden zunachst
Enzymaktivitatsmessungen (vgl. Abb. 3.1) der Rohextrakte aus mit Gerstenmehltau
inokulierten Weizenblattern durchgefihrt. Nachdem auf diesem Wege eine LOX-
Induktion durch den Gerstenmehltau nachgewiesen werden konnte, erfolgten
anschlieRend Northern-Analysen (2.27) mit Gesamt-RNA aus mit Gerstenmehltau
inokulierten Pflanzen (s. Abb. 3.19). Hierfur war Gesamt-RNA (2.25.2) 10 h — 6 d nach
Inokulation aufgearbeitet worden. Gesamt-RNA aus Pgt-behandelten Priméarblattern
diente bei diesem Ansatz als Positivkontrolle. Die RNA wurde unter denaturierenden
Bedingungen gelelektrophoretisch (2.26) aufgetrennt, anschlielend auf eine
Nylonmembran geblottet (2.27.1) und die Northern-Analyse (2.27) mit der radioaktiv-
markierten ([a-32P]-dATP, 2.28) Sonde L3UT durchgefuhrt. Das Autoradiogramm ist
in Abbildung 3.19 zu sehen.
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Abb. 3.19
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Induktion von Weizen-Lipoxygenasen nach Inokulation mit dem Gerstenmehltau
Autoradiogramm der Northern-Analyse mit der Sonde L3UT. Aufgetragen ist Gesamt-
RNA aus Weizenprimarblattern. 7 Tage alte Weizenpflanzen waren mit dem
Gerstenmehltau inokuliert worden und die Gesamt-RNA nach 10 h, 24 h, 48 h, 72 h und
6d(M10, M 24, M 48, M 6d) aufgearbeitet worden. Zum Vergleich (Positivkontrolle) ist
auch RNA nach Pgt-Behandlung (4 h, 10 h, 16 h, 24 h und 48 h) aufgetragen worden.
Zwecks Ladungskontrolle (EtBr) ist das Foto des Ethidiumbromid-gefarbten
Agarosegels (1,2% w/v) gezeigt.

Im Autoradiogramm der Northern-Analyse mit der Sonde L3UT ist in allen Spuren ein

Signal erkennbar, was auf eine Expression der LOX schliel3en lasst. Da sowohl bei

den Enzym-Messungen (s. 3.1) als auch bei den Northern-Analysen eine LOX-

Induktion durch den Gerstenmehltau nachgewiesen konnte, schien die cDNA-Bank

(Phagenbank) fur das Screening geeignet zu sein. Hierfir wurde die Phagenbank, wie

unter 2.30 beschrieben, verdunnt.

Eine schematische Ubersicht Uber den Verlauf des Screenings und der Isolierung

einer vollstandigen Weizen-LOX-cDNA ist in den folgenden beiden Seiten dargestellt
(s. Abb. 3.20).
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1. Screening

Signalstarke Isolierte Klone
+/- 1,4,6,8,9, 11, 12, 13, 14 — Lagerung bei 4 °C

++ 2,3,5 }
+++ 7,10 ]

v

2. Screening

|

Signalstarke Isolierte Klone
+/- 7.1,2.1,3.1,51 Lagerung
++ 10.1, 10.2, 10.3, 10.10 }—’ bei 4 °C
+++ 10.4, 10.5, 10.6, 10.7, 10.8,| —
10.9
3. ScreIning

Signalstarke Isolierte Klone Umbenannt in |, Minipraps*

+Ht 10.4.1 | L2 7\

+++ 10-4.2 Il 3,4

+++ 10.5.1 I 56

+++ 10.5.2 v 7,8

+++ 10.6.1 \Y 9

- 10.6.2 VI 10 \_

+++ 10.7.1 VI 11 /

+++ 10.7.2 Vil 12

+++ 10.8.1 IX 13

+++ 10.8.2 X 14

+++ 10.9.1 Xl 15

+++ 10.9.2 XIi 16 j

v

Restriktionsanalyse
(Fortfuhrung s. folgende Seite)
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Restriktionsanalyse

|

Fragmentmuster ,Minipraps*
A 2,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 15
B 1 — > verwerfen
C 3
D 13 — "verwerfen
E 14 }
F 16
v
PCR-Analyse
l
Fragmentmuster/Mini-Prap |[PCR 1 PCR 2 PCR 3
A“Mini” 7 + - + — Lox2Tal
C/ “Mini 3 + - Primer -
E/ “Mini” 14 + - ungeeignet -
F/“Mini” 16 + - -
Abb. 3.20 Screening einer Weizen-cDNA-Bank und Isolierung einer vollstdndigen Weizen-

LOX-cDNA (LOX2 Tal)

Das cDNA-Screening verlief ber 3 Runden. Das Ergebnis waren 12 Klone (I - XIl) mit
sehr starkem Signal. Mithilfe von Restriktionsanalysen konnten diese Klone in 6
Klassen (Fragmentmuster A - F) eingeteilt werden, zwei davon (B, D) konnten bereits
zu diesem Zeitpunkt (zusatzliche Banden, s. Abb. 3.21) ausgeschlossen werden. Mit
den verbliebenen vier Kandidaten wurden PCR-Analysen durchgefiihrt, womit weitere
drei Kandidaten ausgeschlossen werden konnten. Die isolierte LOX-cDNA (aus Klon
IV) wurde gemafR neueren Nomenklatur-Regeln in LOX2 Tal umbenannt. Zur besseren

Orientierung ist der gesuchte cDNA-Klon grau unterlegt.

Nach dem ersten Screening waren insgesamt 14 Signale zu sehen, verteilt auf funf
Platten mit einem Phagentiter von je 20000 — 50000 phu/Platte. Davon waren zwei
Signale sehr stark (Klon 7, 10), drei stark (Klon 2, 3, 5) und die restlichen eher
schwach. Die Phagen mit den funf starksten Signalen wurden isoliert und die Klone 7,

10, 2, 3 und 5 fir das weitere Screening eingesetzt. Nach dem zweiten Screening
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waren nur auf den Membranen der Platten mit Klon 10 starke Signale zu sehen. Es
wurden 10 Klone (10.1 —10.10) isoliert und wiederum nur die mit den starksten
Signalen (10.4, 10.5, 10.6, 10.7, 10.8, 10.9) fur das dritte Screening eingesetzt. Dafur
wurden die Phagen so stark verdinnt, dass die einzelnen Plaques gut sichtbar waren.
Von allen sechs Klonen (10.4 — 10. 9) wurden je zwei (10.4.1, 10.4.2, 10.5.1, 10.5.2
etc.; spater unbenannt in Klon | = 10.4.1 — Klon Xll = 10.9.2) aufgearbeitet (,In vivo
Excision®, s. 2.29).

Von diesen Klonen wurden insgesamt 16 (1 — 16; wobei 1 und 2 von Klon I; 3, 4 von
II; 5,6 von lll; 7, 8 von IV; 9 von V; 10 von VI; 11 von VII; 12 von VIII, 13 von IX, 14
von X; 15 von Xl und 16 von XI stammen), willkirlich ausgewahlte Miniplasmid-
Praparationen (2.38.1) aufgearbeitet. Zwecks Uberpriifung der InsertgréRen wurden
Restriktionsanalysen (Abb. 3.21) mit diesen Plasmiden durchgefihrt. Es wurden 3
unterschiedliche Restriktionsanalysen angesetzt, a) Pvu Il, b) EcoR | + Xho | und c),
Pst | + Xho | (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21 Restriktionsanalyse von Klon I- Xll (a—c¢)
Von den zwolf Klonen wurden insgesamt 16 Miniplasmid-Praparationen hergestellt und
damit je drei Restriktionsanalysen durchgefiihrt. Dabei wurden die aufgeflihrten

Restriktionsenzyme genutzt:

a) Pvu ll
b) EcoR | + Xho |
c) Pst |+ Xho I.

Man erkennt sechs verschiedene Fragmentmuster (A —F)
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Bei allen drei Ansatzen sollte das Insert komplett herausgeschnitten werden. Aus
Vergleichen mit bekannten LOX-Genen (Daten nicht gezeigt) konnte von einer Insert-
Grofde von rund 2500 — 3000 bp ausgegangen werden, falls eine vollstandige cDNA
kloniert worden war. Zusammen mit einem Vektoranteil von ebenfalls rund 3000 bp
sollte die GesamtgroRe von ca. 5500 — 6000 bp betragen. Zudem wurde in dem
streng konservierten Bereich des 3'-Endes aufgrund der Sequenzinformationen der
genutzten Sonde fur das Screening (,L 500“) mit einer Pst I-Schnittstelle gerechnet.

Die Klonierungsrichtung war aufgrund der Konstruktion der cDNA-Bank (s. ZAP-

cDNA® Synthesis Kit, instruction manual for Lot #UC124, Stratagene) bekannt.

In der nachfolgenden Tabelle sind die erwarteten Fragmente und alle tatsachlich

detektierten einander gegenubergestellt.

Verdau Erwartete Fragmente Erhaltene Fragmente
Pvu Il mind. 2 Banden: 3 Banden:
2500 bp (Vektor), ca. 2900 —| 2500 bp, ca. 2100 bp, und
3400 bp (Insert + 400 bp|1000 — 1300 bp (meist 1300
Vektor) bp)
Pst I, Xho | mind. 3 Banden: 4 bzw. 6 Banden:
3000 bp (Vektor), 400 — 500 | ca. 3000 bp, ca. 1600 bp, 500
bp (bekannte Pst I-|bp, 400 bp,
Schnittstelle), ca. 2500 bp |zusatzlich (z. T.):
(Insert) 1000 bp, 1600 bp 600 bp
EcoR I, Xho | | mind. 2 Banden: 4 bzw. 5 Banden
ca. 3000 bp (Vektor), ca.|3000 bp, 1000 bp (sehr stark),
2500 3000 bp (Insert) 700 bp, 400 bp
zusatzlich: z. T.: 1600 bp

Tab. 3.4

Die erwarteten Fragmente nach dem Verdau sind den tatsachlich erhaltenen

Fragmenten gegentibergestellt.

119

Restriktionsanalysen der cDNA-Klone | — Xl




Ergebnisse

Die Restriktionsanalysen ergaben, dass das Insert Schnittstellen fir die ausgewahlten
Enzyme besitzt. Die Banden einiger Fragmente waren aullergewohnlich stark,
weswegen vermutet wurde, dass sich darunter mehrere Fragmente verbargen. Diese
Annahme erwies sich im Nachhinein als richtig.

Anhand der Fragmentmuster lieRen sich die Plasmide der cDNA-Klone in sechs
verschiedene Klassen (A - F, vgl. Abb. 3.21) einteilen, wobei die Restriktionsanalysen
von 1 (B) und 13 (D) wegen der vielen zusatzlichen Banden sehr stark vom erwarteten
Fragmentmuster abwichen. Sie wurden daher nicht weiter untersucht.

Von den Ubrigen Gruppen wurde je ein Vertreter (7 aus A, 3 aus C, 14 aus E, 16 aus
F) fur PCR-Analysen (2.37) ausgewahlt (Abb. 3.22). Die Grofle der erwarteten
Produkte war bekannt, s. Tab. 3.6. Es kamen sowohl spezifische Primer aus L 500
(,VNF* und ,MiCT* PCR1, s. Tab. 2.1) als auch degenerierte LOX-Primer (,AIELT"
und P1; PCR 2; ,GIPN“ und ,HAA®, PCR 3, s. Tab. 2.1) zum Einsatz. Fir die
Kontrollansatze von PCR 1 und PCR 3 wurde L 500 als Template genutzt. Fur PCR 2
stand kein Kontrollansatz zur Verfligung. Wie sich spater herausstellte, war der in
PCR 2 genutzte Primer ,AIELT* aufgrund seiner Sequenz nicht geeignet. Daher

konnte in diesem Fall auch kein Produkt amplifiziert werden.

PCR1 PCR 2 PCR 3

M 3 7 1416 L 3 7 M 14 16 M 3 7 14 16 L M

Abb. 3.22 PCR-Analysen (2.37) der ,Mini-Préps" 7 (A, aus V), 3 (C, aus Il), 14 (E, aus X) und
16 (F, aus XII).
Die Plasmide wurden mit drei verschiedenen Primerkombinationen Ansatz 1 — 3 = PCR
1 — 3) getestet. Wahrend Primerkombination 3 bei allen eingesetzten Templates zu
einem PCR-Produkt der richtigen Grofe fihrte, war Primerkombination 1 nur mit
Plasmid 7 (C) und dem Kontrollplasmid PL 500 erfolgreich. Mit Primerkombination 2
war keine Amplifikation mdglich. Wie sich spater herausstellte, war die Sequenz von
LAIELT* nicht komplementar zur cDNA.
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Ansatz | Template Primer-Kombination | Erwartete Grof3e | Erhaltene GroRRe
PCR1 |7 (A) VNF, MiCT 300 300
PCR1 |3 (C) VNF, MiCT 300 -
PCR 1 |14 (E) VNF, MiCT 300 -
PCR 1 |16 (F) VNF, MiCT 300 -
PCR 1 |L 500 (Kontrolle) | VNF, MiCT 300 300
PCR2 |7 (A) AIELT, P 1 700 -
PCR 2 |3 (C) AIELT, P 1 700 -
PCR 2 |14 (E) AIELT, P 1 700 -
PCR 2 |16 (F) AIELT, P 1 700 -
PCR3 |7 (A) ,GIPN*, HAA® 440 440
PCR 3 |3 (C) ,GIPN*, HAA® 440 440
PCR 3 |14 (E) ,GIPN*, HAA® 440 440
PCR 3 |16 (F) ,GIPN*, ,HAA® 440 440
PCR 3 |L 500 (Kontrolle) | ,GIPN®, ,HAA* 440 440
Tab. 3.6 PCR-Analysen der Klone 7 (A), 3(C), 14 (E) und 16 (F).

Fir jeden Klon wurden drei unterschiedliche PCR-Ansatze (PCR 1, PCR 2, PCR 3)
getestet. Dazu wurden je drei Primerkombinationen eingesetzt. Wie sich spater
herausstellte, war der Primer ,AIELT* nicht komplementar zur gesuchten DANN und

daher fur diese Analyse nicht geeignet.

Die drei PCR-Analysen wurden parallel durchgefuhrt. Wahrend bei PCR 3 mit allen
funf Templates eine Amplifizierung moglich war, gelang dies bei PCR 1 nur mit dem
Kontrollplasmid PL 500 sowie mit Plasmid 7 (aus A, Klon V).

Aufgrund der Konstruktionsweise der cDNA-Bank lag die LOX-cDNA als Insert im
Vektor pBluescript® SK +/- (Stratagene) vor. Das resultierende Plasmid wurde PLOX-
cDNA bezeichnet. Die cDNA wurde sequenziert.

Da es sich bei der klonierten cDNA um die erste vollstandige Weizen-LOX-cDNA
handelt und diese aufgrund der Sequenz dem Typ2-LOX zugeordnet wird, wurde
dieser Klon spater umbenannt in LOX2 Tal (Kapitel 3.4) Die Plasmidkarte findet man
in Abbildung 3.23.
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_Pvull

5000 Neol

PLOX cDNA ¢ ™

5092 bps

" Xhol

" Neol
“Pvu 11

"EcoR1
Sall

Insert cDNA (2982 bps)

Abb. 3.23 Plasmidkarte von PLOX-cDNA in pBIuescript® SK +/- (Stratagene)

Die Karte stellt das Plasmid mit der klonierten ,full-length“ LOX-cDNA schematisch dar.

Sie wurde spater aufgrund der Sequenz in LOX2 Tal umbenannt.

Die Sequenzierungsstrategie von LOX2 Tal sowie den cDNA-Fragmenten L 500 und

L3UT ist in Abbildung 3.24, die Sequenz von LOX2 Tal ist in Abbildung 3.25

dargestellt.
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Abb. 3.24
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Die Sequenzierungsstrategie von LOX2 Tal, L 500 und L3UT
Die einzelnen Sequenzierungen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Zur Orientierung ist

die relative Lage von L 500 und von L 3UT (3'RACE) mit dickeren Pfeilen markiert.

GGCACGAGAG

AGCTAGCCCT

CTCTCCGCGC

GGCGGCCGCG

GCTCTGGGCG

GAGGCCGTCG

GGTGACGGCC

GCGGCCTCGA

CTCGTCAGCT

TAAGGGGTTC

TGTCGGTGCC

GAGCACCACA

CGACGAGAGC

AGTTCGACGA

AAGGTAGAGG

GCCCGCGCCA

AGAGCAGCAA

AGCGGCCAGC

CCGGCTCACG

GCGTCTCGAC

GTCGTGACCG

CGACATCCAG

CCGAGCTTGA

GCGCACATGA

GGCGTCGTTC

GGGAGATGTT

ACCGCCATCA

CCCCGAGCCG

TCGAACCAGC
GCCATGATCC
TGTTGCCTCA
AGAGGCGGGC
GCGCGCAGGA
GTCCGTGACG
CGCAGGCGCC
GACCTCTTCG
CCCCAAGACG
CGCTCAAGGA
GGGCCGGTGG
CATCAAGGAC
CCTTCGACGT

CGCGTCTTCT

123

TCGATCCATC
ATCTGAAGCA
CCGCCGCTCT
GTCCGGCGCC
TAAGCTGCGC
ACCAAGGAGA
GACCTCCGTG
GCAAGACACT
GGAAGGGAGA
GGGGACGTAC
GCGCGGTGCT
GTCAAGCTCA
CGCCTCCTGG

TCACCGTCAA

GGCAGCAGCT

GCCGCTGGTG

TCGCCACGGC

GGGAGGAGCC

GTCGACCGAG

GGTCGCTGAC

TACGTCGCCC

GCTGCTCGAG

GGGAGAAAGT

GAGGCCAAGA

GGTGGAGAAC

TCACCGGCGG

GTGCACTCCA

GTCATACCTG
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701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

CCGTCGCAGA

GAAGCTGCGT

ACGACTACGA

CACAAACGCC

CCGCACCGGC

GCTCGCCGGT

CGGACGTTCA

GGCGCTGGCG

CCATCGACGC

GGCGGCGCCT

GATGATCGAG

TGCTTGAGAG

CAGACGCTCG

CCCCATCGTG

CGCTGACCAA

GAGGAGGCGG

GTTCCTGCCG

ACGGGTCCCG

CTGGCCATCG

GCGCGCCTTC

TGGCCAAGGC

AGCCACTGGC

CAACCGGCAG

ACTTCCGCTA

AACGCCGACG

CGAGCTCAGC

CGCTGCCGGA

GGCGAGCTCG

CCTCATCTGG

ACTACAAGTC

TGGAAGAAGG

CGCCGCCGGG

GGCGACGGGC

CACGTACAAC

CGGTGCTGGG

CGGCCCAAGA

GTACGTGCCG

GCGCGACGAC

CCGCTGCTCA

CCTCTACAGC

CCTTCAACGT

GACACCACCG

GGACCGATTT

CCGGGCTCAA

AGCAAGCTGG

GGAGGTCCTG

TGGAGAAGAA

TACGTGCACA

CACCGTCTTC

AGCTGACGCG

ACGCACGGCC

GCACGTGCTG

TGCGCACGCA

CTCAGCCGGA

CACCATGGAG

GCATCATCGA

TCCGTCGCCT

GGACCTGGTA

AGCTCGCCAT

GGCTCCATCA

GGACGGCGAC

TGCGCACCAA

AATCGAGGCG
ACAGCGAGCG
GACCTCGGCG
CACCAAGGAG
CCCTCTACGA
CGCGACGAGC
GCTGCGGTCG
ACAACTCGCA
GACGGCATCC
CATCAACGAC
AGCACGTCCT
TCGTGGTTCA
CCCTATCTGC
ACCCGGCGGT
GAGAAGATGA
GCGGCTGTTC
GGGTGCGCGA
TTCCTGAGCG
GCCGCAGTCG
CCGACGCCAC
ACCCACGACA
CGCCTGCGTC
TGCACCCGGT
ATCAACGCGC
GGAGGCCTTC
ACGGCGCCGC
AGCCGGGGGC
CAAGGACTAC
AGCAGTGGGC
GTCGCCGGCG

GGGGCACGCG
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CTGAGGAAGA

CAAGTTCCAC

ACCCTGACAA

CACCCCTACC

TCCGGAGACG

AGTTCTCGGA

GGGCTGCACG

GTGCTTCTCG

CGCTCCCCGT

GTCATTCCCC

CCGCTTCGAG

GAGACGAGGA

ATCCGCCGCC

GTACGGGCCG

TGAACGGGCG

CTGCTGGACT

GCTGCCGGAC

AGGAGGGCAC

CCGACCAGGC

CGAGTCGTGG

CCGGCTACCA

GAGCCCTACA

GCACCGCCTG

TGGCCAGGGA

TGGCCGGGGA

CTGGCAGTTC

TCGCCGTGCG

CCGTACGCCG

GTCCGACTAC

ACGAGGAGCT

GACAAGAAGG

AGGAGCTGGA

GAGCGCGTCT

GAACATCGAC

CTCGCCGGTG

GAGAGGAGGA

CGTCAAGGGG

CCATCCTGCC

CACTTCCCGG

CGACGGGCAC

GTGTCGTCCA

GTCCCCGAGA

GTTCGCGAGG

TCACGGAATT

GCGGAGTCGG

CATGACGGTG

ACCACGACGT

ACGACGCTGT

GCTGATGCCG

CGCAGTGGAG

CTGTGGAAGC

CCAGCTGGTC

TCATCGCCAC

CTGCACCCGC

GGCGCTCATC

GGTACTCCAT

GACACGGAGG

CAGGGACGAC

ACGACGGGCT

GTGGACTTCT

GCGGGCGTGG

ACGAGCCGTG
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2251 GTGGCCCGTG TGCGACTCCA AGGAGAACCT CGTCCAGATC CTGACCATCA
2301 TCATGTGGGT CACGTCCGGC CACCACGCCG CCGTgAACTT CGGGCAGTAC
2351 CATTACGCCG GGTACTTCCC CAACCGTCCG ACGGTGGTGC GGAAGAACAT
2401 CCCGGTGGAA GAAAACCGGG ACGATGAGAT GAAGAAGTTC ATGGCAAGGC
2451 CAGAGGAGGT GCTGCTGCAG AGCCTCCCCT CGCAGATGCA GGCCATCAAG
2501 GTGATGGCGA CGCTGGACAT CCTCTCCTCA CACTCCCCCG ACGAGGAGTA
2551 CATGGGAGAG TACGCGGAGC CGGCGTGGCT GGCAGAGCCC ATGGTGAAGG
2601 CGGCATTCGA GAAGTTCAGT GGCAGACTGA AGGAGGTGGA GGGCACCATC
2651 GACCAGCGAA ACAACAACCC GGAGAACAAG AACAGGTGTG ggGCCGGCAT
2701 CGTGCCGTAC GAGCTGCTCA AGCCGTTCTC AGAACCAGGG GTCACTGGGA
2751 GGGGCATCCC CAACAGCATCA TCCAT'IE:TG_AA TGTGGCCCCA GGATAAGTTA
2801 TCATTGCATG TAGGATTAGG AATAAGATT(C3; ! gCACCATGTA CGCACCCAGC
2851 AGCGATTGCT CCCGTCCCGT GCATGACAGG GGCCAGGAGA GGCATCTACT
2901 AGTGTGTTCC CGCTATTGTA TGCCGTGAAT TAGCAGTACT AATAAGGTTA
2951 TTTGAATTGT GAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AA

Abb. 3.25 Die Sequenz von LOX2 Tal

Die Sequenzen von L 500 bzw. L 3UT sind farbig unterlegt. Sequenz-Abweichungen
von L 500 bzw. L 3UT zu LOX2 Tal sind oberhalb der Sequenz angegeben (- bedeutet,
dass hier eine Base fehlt!). Das Start- (ATG) und das Stop- (TGA) Codon sind

unterstrichen.

Es war eine vollstandige Weizen-LOX-cDNA kloniert worden. Insgesamt wurden 8
Abweichungen zu der Sequenz von L 500 bzw. L 3UT festgestellt. Wenn man die
entsprechenden abgeleiteten Aminosaurensequenzen miteinander vergleicht, erkennt
man, dass es sich um zwei unterschiedliche Weizen-LOX-Enzyme handelt, deren
cDNA (- Fragmente) hier kloniert wurden. Beide sind bisher nicht in den Datenbanken
zu finden (s. Teil 3.4). Ein Vergleich der beiden Aminosaure-Sequenzen mit
bekannten LOX-Spezies findet man ebenfalls in Kapitel 3.4. Die von LOX2 Tal
abgeleitete Proteinsequenz ist in Abbildung 3.26 abgebildet. Einige stark konservierte

LOX-spezifische Sequenz-Motive sind grau unterlegt.
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1 MIHLKQPLVL

51 RRISCASTEE
101 LFGKTLLLEL
151  PVGAVLVENE
201 VFFTVKSYLP
251 LGDPDKNIDH
301 DEQFSDVKGR
351 GIPLPVDGHG
401 GFRDEEFARQ
451  KMMNGRMTVE
501 LSEEGTLMPL
551 HDTGYHQLVS
601 NALAREALIN
651 RGLAVRRDDG
701 AGDENCRAWW
751 HAAVNFGQYH
801 LPSQMQAIKV
851 RLKEVEGTID
901 |
Abb. 3.26

SAQSSNVASP

AVGVSTSVTT

VSSELDPKTG

HHREMFIKDV

SQTPPGIEAL

KRPVLGTKEH

TFSATTLRSG

GASFNVINDV

TLAGLNPICI

EAVEKKRLFL

AIELTRPQSP

HWLRTHACVE

ADGIIEEAFW

ELELAIKDYP

KKVRTKGHAD

YAGYFPNRPT

MATLDILSSH

QRNNNPENKN

PLFATAAAAS
KERSLTVTAV
REREKVKGFA
KLITGGDEST
RKKELEKLRG
PYPRRCRTGR
LHAILPALAP
IPRVVQMIED
RRLTEFPIVS
LDYHDVFLPY
TRPQWRRAFT
PYNATNRQL
PGRYSIELSS

YADDGLLIWG

KKDEPWWPVC

VVRKNIPVEE

SPDEEYMGEY

RCGAGIVPYE

GQQRRASGAG
VTAQAPTSVY
HMTLKEGTYE
AITFDVASWV
DGHSERKFHE
PKTLYDPETE
LLNNSQCFSH
TTEHVLRSRS
KLDPAVYGPA
VHRVRELPDT
HGPDATESWL
SRMHPVHRLL
VAYGAAWQFD
SIKQWASDYV
DSKENLVQIL
NRDDEMKKFM
AEPAWLAEPM

LLKPFSEPGV

RSRSGRRLTA
VARGLDDIQD
AKMSVPASFG
HSKFDDPEPR
RVYDYDTYND
RRSSPVYVPR
FPAIDALYSD
PRCLRGTDFR
ESALTKEVLE
TLYGSRTVFF
WKLAKAHVLT
HPHFRYTMEI
TEALPEDLVS
DFYYKSDGDV
TIMWVTSGH
ARPEEVLLQS
VKAAFEKFSG

TGRGIPNSIS

Die von der DNA-Sequenz abgeleitete Aminoséure-Sequenz von LOX2 Tal

Einige stark konservierte LOX-spezifische Sequenz-Motive sind grau unterlegt.
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3.2.3 Northern-Analysen

Northern-Analysen dienen im Allgemeinen dazu, die Expression bestimmter Gene zu
untersuchen. Das Hauptmotiv dieser Arbeit ist die Charakterisierung von
induzierbaren Weizen-LOX. In Kapitel 3.1 wurde die Induktion von Weizen-LOX auf
Enzymebene beschrieben, u. a. durch den Pgt (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici)-
Elicitor, das Signalmolekil Methyljasmonat (Meja), Berihrung und durch

Rostpilzinokulation (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici).

Ein Ziel der Northern-Analysen war die Klarung der Frage, inwieweit sich diese
Ergebnisse auch auf RNA-Ebene widerspiegeln. Zusatzlich sollte der Einfluss des
chemischen Induktors Bion auf die LOX-Synthese festgestellt werden.

Entsprechend der beiden grundsétzlich unterschiedlichen Primarprodukte der LOX-
Reaktion, namlich dem 9er HPOD bzw. 13er HPOD, lassen sich die pflanzlichen LOX
in 13- und 9-LOX einteilen. Das 13er HPOD ist Voraussetzung fur den Jasmonat-
Weg, wogegen bei einer 9-LOX andere Produkte (Gardner 1991; Liavonchanka and
FeulBner 2006) zu erwarten sind. Eindeutige Aussagen uber die Positionsspezifitat
wurden bisher nur fur die LOX-92 gemacht, diese gehoéren zu den 9-LOX (Bohland
1997; Loers 1999).

Die Unterscheidung, ob mit der LOX2 Tal eine 9- oder 13-LOX kloniert wurde, ist ein
weiterer Punkt, der mit Hilfe der Northern-Analysen bearbeitet werden sollte.

Daneben dienten die Northern-Analysen der weiteren Identifizierung und
Charakterisierung der klonierten LOX-cDNA LOX2 Tal und des klonierten cDNA-
Fragmentes L500.

Zusammenfassend lassen sich die Ziele der Northern-Analysen wie folgt beschreiben:

e Die Untersuchung der LOX-Induktion auf RNA-Ebene
¢ Die weitere Identifizierung und Charakterisierung der klonierten LOX-Spezies

e Hinweise auf die Funktion der klonierten LOX
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3.23.1

Northern-Analysen mit der Weizen-LOX-cDNA Wci 2 und den cDNA-
Fragmenten L 500 bzw. ZK 500 und L 3UT
Gesamt-RNA aus Weizenpflanzen und Weizensuspensionskulturen (unbehandelt)

wurde, wie unter 2.26 beschrieben, aufgetrennt und auf Nitrocellulose-Membran
geblottet (2.27.1).
Die Zellkulturen (ZK) waren 1 — 3 Tage nach Subkultivierung geerntet worden, die

Weizenpflanzen waren folgendermaf3en behandelt (2.10) worden:

Pgt (Ernte nach 4h — 48h)

- Kontrollansatz: A. reinst (,Wasser*;

4h - 48h)

Meja (Ernte nach 4h — 24h) - Kontrollansatz: A. reinst (,Wasser";
4h — 24h)

»Wind” (Ernte nach 24h — 48h) - Kontrollansatz: unbehandelt (,ube“,
24h - 48h)

Es kamen die folgenden Sonden zum Einsatz:

WCi-2 -

L500 -

Sonde 1 LOX2 Tal -

Sonde 2 LOX2 Tal -

Sonde 3 LOX2Tal

DNA wci-2 (Positivkontrolle fur ,Wind“-Behandlung)
Insert von PL 500

LOX2 Tal, geschnitten mit Xhol (ca. 1700 bp; vgl.
Abb. 3.23)

LOX2 Tal geschnitten mit Pstl / EcoRI (5' Ende, ca.
1400 bp, vgl. Abb. 3.23)

LOX2 Tal, geschnitten mit Pstl / Sall (5' Ende, ca.
400 bp, vgl. Abb. 3.23)

In Abbildung 3.27 sind die Autoradiogramme von den ersten Northern-Analysen mit
den Sonden L 500 und Wci-2 und Sonde 1 der LOX-cDNA LOX2 Tal abgebildet.
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Autoradiogramme von Northern-Analysen von RNA aus Weizenblattern nach
unterschiedlichen  Behandlungen, sowie aus unbehandelten Weizen-
Suspensionkulturen

Gesamt-RNA (10 pg/Spur) wurde aus behandelten Weizenblattern und unbehandelten

Weizen-Suspensionskulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert.
Erlauterungen:

ZK 3d, ZK 2d: RNA aus 3 bzw. 2 Tage alten Zellkulturen

Wind 4, Wind 24 RNA aus ,Wind“behandelten Weizenprimarblattern, nach 4
bzw. 24 h geerntet

Bion 24 RNA aus Bion®-behandelten Weizenprimarblattern, nach 24
geerntet

Meja 4h; 10 h RNA aus Meja-behandelten Weizenprimarblattern, nach 4 bzw.

10 h geerntet

Pgt4,12, 24,48 h RNA aus Pgt-behandelten Weizenprimérblattern, nach 4, 12,
24, 48 h geerntet

H,O 4, 12, 24h RNA aus H,O-behandelten Weizenprimarblattern, nach 4. 12,
24 h geerntet

Als Ladungskontrolle ist der Methylenblau (Meth.-Blau) gefarbte Northernblot (s. 2.28)

bzw. das EtBr-gefarbte Agarosegel (EtBr) (1,2% w/v) mit abgebildet.

Bei diesen ersten Northern-Analysen wurde Folgendes beobachtet:

Es werden 2 unterschiedlich grof3e Signale detektiert, wobei das untere konstitutiv

vorhanden zu sein scheint. Eine Induktion der LOX-RNA durch den Pgt-Elicitor konnte

nicht gezeigt werden, vielmehr kam es zu einer leichten Abschwachung des unteren
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Signals nach Pgt-Injektion. Das obere Signal ist dagegen nur nach Meja-Injektion,
,Wind“-Induktion und Bion®-Behandlung erkennbar.

Die detektierten Signale waren insgesamt aber noch nicht eindeutig. Da LOX-Gene
sich am 3'-Ende kaum, am 5'-Ende dagegen stark unterscheiden, wurde die LOX-
cDNA LOX2 Tal fur die folgenden Analysen immer weiter in Richtung 5'-Ende
verklrzt. Die entstandenen Sonden waren daher spezifischer als die Sonde aus der
Mitte des Gens (Sonde 1). Unspezifische Signale wurden so vermindert.

Zum Vergleich wurden jeweils immer auch Untersuchungen mit den Sonden wci-2 und
L500 durchgefuhrt: In Abbildung 3.28 sind die Autoradiographien von Northern-
Analysen mit den Sonden wci-2, L500 und Sonde 2 aus der LOX-cDNA LOX2 Tal
abgebildet.
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Abb. 3.28 Autoradiogramme von Northern-Analysen mit den Sonden wci-2, L500, und der

Sonde 2 aus LOX2 Tal

Gesamt-RNA (10ug/Spur) aus unterschiedlich behandelten Weizenpflanzen sowie aus
unbehandelten Weizen-Suspensionskulturen wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt
und anschlieBend auf Nylonmembranen immobilisiert. Es sind die folgenden

Behandlungen untersucht worden:

-B Besprihen mit dem chemischen Induktor Bion, Ernte nach 3 —
72 h
- B Kon Kontrollansatz zur Bion-Behandlung, Besprihen mit der

Leerformulierung, Ernte nach 3-72 h
- Meja Injektion des Signalmolekils Methyljasmonat, Ernte nach 4-10
h
(Fortfihrung der Legende s. ndchste Seite)
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Abb. 3.28 Autoradiogramme von Northern-Analysen mit den Sonden wci-2, L500, und der
Sonde 2 aus LOX2 Tal (Fortfiihrung der Legende)

-M Inokulation mit Blumeria graminis f. sp. hordei, dem echten
Gersten-Mehltau, Ernte nach 24h - 6d

- M-Kon Kontrollansatz zu M, Besprihen mit Wasser, Ernte nach 24h —
6d

- Pgt Injektion des Pgt-Elicitors, Ernte nach 4 — 12 h

-H,O Injektion von A. reinst, Kontrollansatz fur Meja und Pgt, Ernte
nach4—-12h

- ube unbehandelt, ein zusatzlicher Kontrollansatz

AuBerdem wurde die RNA aus unbehandelten Weizen-
Suspensionskulturen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1 — 3 d;
ZK) aufgetragen.
Als Ladungskontrolle sind die Methylenblau-gefarbten (Meth.-Blau) Northernblots bzw.
das EtBr-gefarbte Agarosegel (EtBr; 1,2% wi/v) mitabgebildet.

Die in Abbildung 3.28 gezeigten Northern-Analysen verstarken die Hinweise, dass
LOX2 Tal durch Meja induzierbar ist. Das Ergebnis ist jedoch noch nicht eindeutig, da
mit den bisher genutzten Sonden auch bei anderen Ansétzen Signale im Northernblot
erkennbar sind. Dieser Effekt kann moglicherweise auf die Konstruktion der genutzten
Sonden zurlckgefuhrt werden. Diese beinhalten meist auch sehr konservierte DNA-
Sequenzbereiche (Sonden 1 und 2). Daher wurde die cDNA LOX2 Tal auf ca. 400 bp
vom 5'- Ende weiter verkirzt (Sonde 3). Mit dieser Sonde wurden eindeutige
Ergebnisse erzielt (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29
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Autoradiographie von Northern-Analysen mit der Sonde wci-2 und der Sonde 3
aus LOX2 Tal

Die Sonde wci-2 war in diesem Fall als Positiv-Kontrolle eingesetzt worden. Pro Spur

war 10 pg Gesamt-RNA aufgetragen worden. Die folgenden Behandlungen wurden

untersucht:

-B Besprihen mit dem chemischen Induktor Bion, Ernte nach 3 bzw. 24 h

-R Inokulation mit Uredosporen des Weizenschwarzrostes, Ernte nach 4 bzw. 6 d
-F Bespriihen mit Freon, Kontrollansatz fur R, Ernte nach 4 bzw. 6 d

- Meja Injektion des Signalmolekiils Methyljasmonat, Ernte nach 4 bzw. 10 h

-P Injektion des Pgt-Elicitors, Ernte nach 4 — 48 h

-H Injektion von H,O, Kontrollansatz fur P und Meja, Ernte nach 4- 48 h

AuRBerdem wurde die RNA aus unbehandelten Weizen-Suspensionskulturen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (1d bzw. 2d; Z 1d, Z 2d) aufgetragen.

Zur Ladungskontrolle sind die Methylenblau-geféarbten Northernblots
abgebildet. Zum GréRenvergleich ist ein RNA-Marker aufgetragen worden. Die

Induktion durch Methyljasmonat ist deutlich erkennbar.
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Mit Sonde 3 konnte die Induktion der LOX2 Tal durch das Signalmolekil Meja
(Methyljasmonat) eindeutig nachgewiesen werden. Dies kann als ein Hinweis
gewertet werden, dass eine 13er LOX kloniert (Selbstinduktion) wurde. (Fur den
Jasmonat-Weg ist das 13er HPOD der LOX-Reaktion Voraussetzung.) Im Kapitel 3.3

wird dieser Hinweis weiter verfolgt.

Neben der starken Induktion durch Meja war auch durch die Injektion des Pgt-
(Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici)-Elicitors nach relativ kurzer Zeit (4 h) ein
schwaches Signal oberhalb der konstitutiv vorhandenen Bande sichtbar, was nach 10
h jedoch wieder verschwindet. Leider zeigt auch der daneben aufgetragene Marker

ein Signal. Moglicherweise handelt es sich hierbei um zuféallige Sequenzhomologien.

Des Weiteren konnte eine Induktion nach Bespriihen mit dem chemischen Induktor
Bion nachgewiesen werden. Das Signal war im Vergleich zur Meja-Induktion jedoch

nur sehr schwach. Die Induktion durch Bion wurde daher nicht weiter untersucht.

Die RNA aus Zellkulturen zeigte, obwohl eine starke LOX-Enzym-Aktivitat vorhanden,

kein bzw. ein extrem schwaches Signal mit den verwendeten cDNA-Sonden.
Far weitere Untersuchungen wurde die cDNA LOX2 Tal in einen geeigneten

Expressionsvektor kloniert und anschlieBend in E. coli sowie zellfrei expremiert
(Kapitel 3.3).
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Zusammenfassung des Kapitels 3.2

Mit Hilfe von Sequenzvergleichen konnten degenerierte Primer konstruiert
werden, welche erfolgreich zur Klonierung von Weizen-LOX-cDNA-
Fragmenten (L500, ZK 500, Ube 500 und H 500) eingesetzt wurden.
Sequenzvergleiche ergaben, dass diese klonierten cDNA-Fragmente
identisch sind.

Mittels 3'-RACE (,Rapid amplification of cDNA-ends") wurde zudem ein
Teilstick der 3'-untranslatierten Region dieses cDNA-Gens gewonnen. In
den Uberlappenden Bereichen besteht eine 100%ige Ubereinstimmung zu
den zuvor klonierten cDNA-Fragmenten.

Eines dieser Weizen-LOX-cDNA-Fragmente (L500) wurde als Sonde fur die
Isolierung einer ,full-length® LOX-cDNA (LOX2 Tal) genutzt.
Sequenzvergleiche ergaben, dass insgesamt sehr wahrscheinlich zwei
unterschiedliche Weizen-LOX-cDNA bzw. Weizen-LOX-cDNA-Fragmente
kloniert (LOX2 Tal, L500) wurden.

Northern-Analysen zeigten, dass LOX2 Tal durch das Signalmolekil Meja
(Methyljasmonat) induzierbar ist. Moglicherweise weist dies darauf hin, dass

hier eine 13-LOX kloniert wurde.
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3.3 Die Expression der LOX-cDNA (LOX2 Tal) in E. coli und im zellfreien
System (rekombinante LOX)

Um das LOX-Protein zu untersuchen, wurde die cDNA in den Expressionsvektor
pIVEX 2.3 (Roche; s. Abb. 3.30 a, b) kloniert. Dieser Vektor besitzt einen C-terminalen
“Histag® mit 6 Histidin-Resten. Diese Histidin—-Reste kdnnen von spezifischen
Antikérpern erkannt werden. Somit wird die Aufreinigung des rekombinanten Proteins

sowie dessen Nachweis mittels Immunodetektion erleichtert.

Die Klonierung erfolgte tber die Nco I- Sma I- Schnittstelle des Vektors. Dazu wurde
LOX2 Tal aus drei cDNA-Fragmenten (Fragmente 1-3) zeitgleich in den
aufgeschnittenen Vektor einligiert (Abb. 3.31). Zuvor mussten per PCR am 5'-Ende
eine Nco I- (am ATG, PCR 1) und am 3'-Ende eine Sma |- Schnittstelle (Entfernen des
Stop-Signals, PCR 2) eingefiigt werden. AnschlieRend wurde das Produkt von PCR 1
mit Nco | und Sac Il (Fragment 1), LOX 2 Tal mit Sac Il und Pst | (Fragment 2) und
das Produkt von PCR 2 mit Pst | und Sma | (Fragment 3) geschnitten. Schematisch ist
die Klonierungsstrategie in Abbildung 3.31 wiedergegeben. Das neue Plasmid wurde

Ligation 1 genannt.
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Apa LI
[Nde 1

Apa LI
’ HindIll

RBS
/Neo 1
/START
i/ Sma 1
7/ STOP
'/ Eco RI

Linker + Histag " Bam HI

pIVEX2.3
3530 bps

T71-T
" Eco RV

“Eco RV
“Eco RI

Apa I;

Abb.3.30 a Der Vektor pIVEX 2.3
Die Karte stellt den Expressionsvektor pIVEX 2.3 mit den funktionellen Elementen und

einigen wichtigen Restriktionsenzymschnittstellen dar.

gene

T7-P RBS ATG His-tag TI7-T

Abb.3.30b Die funktionellen Elemente des Vektors pIVEX 2.3
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1. cDNA vorbereiten (Fragmente 1, 2 und 3)

Pst1
1A(}T ‘Sac IT IPstI ITGAKpnI
I IIO{)O I TZOOO I |3000
MCS LOX2 Tal MCS
T T
PCR 1: Nco | PCR 2: Small
einfigen einfiigen

PCR 1 schneiden mit Nco | und Sac Il:
cDNA LOX2 Tal schneiden mit Sac Il und Pst I:
PCR 2 schneiden mit Pst | und Sma |:

Fragment 1 (FRAG 1)
Fragment 2 (FRAG 2)
Fragment 3 (FRAG 3)

2. Ligation von Fragment 1, 2 und 3 (erfolgt zeitgleich mit Schritt 3)

Neco I Sac IT PstI Smal

I A iz

FRAG 2 FRAG 3

|

3. Den vorbereiteten (mit Nco | und Sma | geschnittenen) Vektor pIVEX2.3 (s. 2.X) und die

FRAG1

Fragmente 1, 2 und 3 zeitgleich ligieren: Ligation 1
Apa LI
4pa LI HindII]
co 1
START
Sac
‘4
Ligation 1
6600 bp
LOX ¢cDNA
Apa LI . Linker + Histag
Eco RI /
HindIII FRAG 2
Eeco RV
STOP| 4
Smal FRAG 3 Pst I

Die Klonierungsstrategie von LOX2 Tal in den Expressionsvektor pIVEX 2.3:
(Ligation 1) (Schritte 1-3)

Abb. 3.31
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Das fertige Konstrukt (Ligation 1) wurde fir die Transformation der E. coli- Stamme
M15 und Sg 13009 eingesetzt. Zwecks Kontrolle, ob die cDNA ,in frame* ligiert wurde,
wurden die Schnittstellen Gberpruft sowie Sequenzierungen mit dem T7-Terminator
bzw. dem T7-Promotor als Primer durchgefiihrt. Danach erfolgte die Expression der
LOX-cDNA in E. coli.

Es wurde jeweils ein positiv getesteter Klon ausgewahlt: Klon 15.2 (aus M15) und
Klon SG 4 (aus Sg 13009). Diese wurden wie unter 2.32.1 beschrieben angezogen
und die LOX aufgearbeitet (s. 2.16.3). Mit den gereinigten Enzymen wurden
Aktivitatsmessungen (2.17; 3.3.1), Produkt-Analysen (s. 2.22; 3.3.4) und Westernblot-
Analysen (s. 2.21; 3.3.2) durchgefihrt.

Parallel zu diesen Arbeiten wurde Ligation 1 auch fur die Expression im zellfreien
System (,Rapid Translation System RTS 500", Roche) eingesetzt. Die Versuche
wurden wie unter 2.15.4 beschrieben durchgefiihrt. Das Produkt konnte direkt in die
nachfolgenden Experimente eingesetzt werden.

3.3.1 LOX-Aktivitatsmessungen mit den rekombinanten LOX-Enzymen

Alle gewonnenen rekombinanten LOX-Enzyme zeigten eine relativ niedrige LOX-
Enzymaktivitat und erwiesen sich als sehr instabil. Meist lag die messbare LOX-
Enzymaktivitat nahe Null. Es konnte jedoch, nach der Induktion durch IPTG, eine
starke Abhangigkeit der LOX-Enzymaktivitdt von der Kultivierungs-Temperatur
beobachtet werden. Die héchste LOX-Enzymaktivitat wurde nach einer Inkubation bei
15 °C erreicht. Doch auch dann gab es Stabilitatsprobleme, schon nach 2 — 3 Tagen
war 40 — 50 % der LOX-Enzymaktivitat verloren. Spatestens nach einer Woche war
kaum noch LOX-Enzymaktivitdt (< 0,5 nkat/mg) mehr messbar. Um die hohen LOX-
Enzymaktivitatsverluste zu dokumentieren, wurde eine Zeitreihe durchgefuhrt, die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.32 dargestellt. Als Kontrollansatze dienten Extrakte

aus:

e Nativen (nicht transformierten) M 15 und Sg 13009 E. coli- Kulturen, unter
Induktionsbedingungen angezogen (= Kontrolle Sg bzw. Kontrolle M15)
e Als Positiv-Kontrolle LOX-Extrakte aus Weizen-Zellkulturen

Bei Kontrollansatzen der Klone 15.2 und SG 4 ohne IPTG-Induktion konnte keine

LOX-Aktivitdt gemessen werden (z. T. negative Messwerte, Daten nicht gezeigt).
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Um Fehlinterpretationen aufgrund der sehr niedrigen Messwerte auszuschliel3en,
wurden sowohl photometrische als auch polarographische Bestimmungen (2.17)
durchgefihrt.

Insgesamt lagen die gemessenen LOX-Enzymaktivitdten deutlich unter den Werten
der induzierten LOX-92 in den Weizenpflanzen bzw. der konstitutiv exprimierten LOX-

92 in den Zellkulturen.

Verlust an LOX-Aktivitat

fo)
£ — u _
= 5,00 —
X
=
:5 4.00 || | B Kontrolle M15
2 3.00 m Kontrolle Sg
X 3, o
< 15.2 + PTG
3, 00 || |lmSg4+IPTG
| ’
© @ ZK-LOX
e
2 1,00 :\: -
3 \ N8 s
2 0,00 +— ‘ P

frisch 1d 2d 3d 4d 7d

Abb. 3.32 Zeitreihe (0 — 7 Tage) der LOX-Enzymaktivitaten der rekombinanten LOX aus den
Klonen SG.4 und 15.2 im Vergleich zur LOX- Enzymaktivitat aus Weizenzellkultur-
Extrakten
Dargestellt ist die LOX-Enzymaktivitdt aus den Rohextrakten. Kontroll-Ansatze waren:
die Rohextrakte aus den nicht transformierten E. coli- Stammen M15 (Kontrolle M15)
und Sg 13009 (Kontrolle SG) nach Induktion durch IPTG (Negativ-Kontrollen) sowie als
Positivkontrolle die Rohextrakte aus Weizenzellkulturen (Prelude Sr5). Es handelt sich

hierbei um die Mittelwerte von zwei unabhangig durchgefihrten Versuchsreihen.

Erlauterungen:

frisch: Messungen wurden unmittelbar nach der Aufarbeitung
durchgefiihrt.

1d: Messungen wurden genau einen Tag nach der Aufarbeitung
durchgeftihrt.

2(3;4;5;6;7)d: Messungen wurden nach genau 2 (3; 4; 5; 6; 7) Tagen nach

Aufarbeitung durchgefthrt.
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3.3.2 Westernblot-Analysen mit den rekombinanten LOX-Enzymen

Weil das zellfrei exprimierte LOX-Protein keinerlei LOX-Enzymaktivitat zeigte, wurde
hier der Nachweis per Westernblot-Analyse (Abb. 3.33) durchgefihrt. Fur

nachfolgende Experimente war dieses Protein jedoch ungeeignet.

]
e
-—
p
.
b
& &
K+ k- ZF1 ZF2 ZFO ZK
Abb. 3.33 Nachweis des rekombinanten LOX-Enzyms im zellfreien System ber den Histag,

mittels Anti-His-Antikdrper
Man sieht das Autoradiogramm eines Western-Blots nach der Chemilumineszenz-
Reaktion. Signale weisen auf Histidin-Reste (Histag) der aufgetragenen Proteinextrakte

hin. Der Nachweis wurde mittels Anti-His-Antikérper durchgefihrt.

Erlauterungen:
K+: Positiv-Kontrolle, GR1-Protein, ca. 80 kDa

k-: Negativ-Kontrolle, der leere untransformierte Vektor
ZF1,2: 1 bzw. 2 Wochen alte zellfreie Ansatze
ZFO: frisch aufgearbeiteter zellfreier Ansatz

ZK: |IAC-aufgereinigte LOX aus Weizen-Zellkulturen

Abbildung 3.33 zeigt das Autoradiogramm des Western-Blots von verschiedenen
LOX-Extrakten nach der Chemilumineszenz-Reaktion. Nachgewiesen werden konnten
Histidin-Reste (Histag) durch Anti-His-Antikdrper. Aus abbildungstechnischen
Grinden ist das Signal einer Positiv-Kontrolle (K+; GR1-Protein, 80 kDa,
freundlicherweise von Frau Gudrun Schmitz, RWTH Aachen zur Verfigung gestellt)
nur schwach erkennbar. Deswegen wurde ein Pfeil auf der Hohe des Positiv-Signals

eingezeichnet. Der untransformierte Vektor pIVEX 2.3 diente als Negativ-Kontrolle

141



Ergebnisse

(k-).

Auf der HOhe von ca. 90 — 110 kDa sind bei den zellfrei gewonnenen LOX-Extrakten
(ZF) zwar starke Signale erkennbar, jedoch sind diese Signale bei eine Woche alten
Proben wieder verschwunden. Stattdessen erscheint ein nur wenige kDa grof3es
schwacheres Signal, welches vorher nicht vorhanden war. Mdglicherweise handelt es
sich hierbei um Zerfallprodukte der LOX-Proteine. Das Signal des Zellkulturextraktes
auf der Hohe von ca. 80 kDa weist auf eine native Anhdufung von His-Resten der
Weizen-LOX hin.

3.3.3 Bestimmung des pH-Optimums der rekombinanten LOX aus Klon 15.2

Insgesamt konnte bei den rekombinanten LOX-Enzymen lediglich relativ geringe LOX-
Enzymaktivitaiten gemessen werden. Auch erwiesen sich diese LOX-Enzyme als
verhaltnismaRig instabil. Da die LOX-Enzymaktivitdt der Enzymextrakte aus Klon 15.2
stets hoher und auch stabiler als die LOX aus Klon SG.4 war, wurden alle weiteren
Untersuchungen mit der 15.2-LOX durchgefuhrt. Auf die Anreicherung der
rekombinanten LOX per IAC musste verzichtet werden, da nach der Chromatographie

keine LOX-Enzymaktivitat mehr messbar war.

Ein wichtiges Kriterium zur weiteren Charakterisierung von LOX-Enzymen ist die

Identifizierung der primaren LOX-Reaktionsprodukte. Dies wurde auch fur die

rekombinante LOX aus Klon 15.2 (15.2-LOX) angestrebt. Da die 15.2-LOX nur wenig

LOX-Enzymaktivitdt zeigte und diese relativ rasch wieder verlor, war zuvor eine

Optimierung der LOX-Reaktionsbedingungen unabdingbar. Deswegen sollte das pH-

Optimum des Enzyms bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden photometrische

Enzymaktivitats-Bestimmungen bei unterschiedlichen pH-Werten angesetzt und zwar

von pH 5,0 bis pH 9,0. Im Einzelnen wurden hierfir folgende Puffer-Losungen

eingesetzt:

im pH-Bereich von 5,0 — 6,0 0,1M Na-Acetat

im pH-Bereich von 6,0 - 7,0 0,1M Na-Citrat,

im pH-Bereich von 7,0-9,0 0,1M Tris/HCI

Es konnten lediglich im Bereich von pH 6,0 bis pH 6,5 auswertbare (positive)

Extinktionen gemessen werden. Die Enzymaktivitat lag hier bei frisch aufgearbeiteten

Proben zwischen 1,18 und 1,54 nkat/mg. Das beste Ergebnis konnte mit dem 0,1M
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Citratpuffer bei pH 6,2 festgestellt werden. Die klonierte LOX gehdrt demnach zu den
Typ2-LOX, wenn man die Klassifizierung anhand des pH-Optimums anwendet
(Siedow 1991; Slusarenko 1996).

3.3.4 Die Positionsspezifitat der rekombinanten LOX aus Klon 15.2

Die Bestimmung der Positionsspezifitdt (= Produktanalyse) ist ein wichtiges Kriterium
zur Charakterisierung von LOX-Enzymen. Die Versuche zur Analyse der
Positionsspezifitat wurden wie unter 2.23 beschrieben durchgefuhrt. Zur Kontrolle
waren zuvor LOX-Enzymaktivititsmessungen durchgeftihrt worden (s. 3.3.1). Als
Kontrollansatze dienten 13- und 9-HPODs-Standards (13- und 9-LOOH) sowie

enzymfreie Ansatze.

Auch hier stellte die relativ geringe und sehr instabile Enzymaktivitdt der
rekombinanten LOX aus Klon 15.2 ein Problem dar. Nach der Auftrennung der LOX-
Reaktionsprodukte aus Klon 15.2 ergab sich folgendes Bild (Abb. 3.35a): Die
»LAusbeute” an sowohl 13-LOOH als auch an 9-LOOH war deutlich geringer als nach
den parallel angesetzten enzymfreien Kontrollanséatzen. Zum Vergleich wurden die
folgenden Kontrollansatze mit bekannten LOX-Spezies gestartet:

e Mit der IAC-aufgereinigten LOX-92 aus Weizen-Primérblattern nach Pgt-
Induktion (= ,Pgt-LOX")

e Mit der IAC-aufgereinigten LOX-92 aus Weizenzellkulturen (= ,,ZK-LOX")

e Mit der kauflich erworbenen Soja-LOX (Typ I.S., Sigma)

Das Ergebnis dieser Tests ist ebenfalls in Abbildung 3.35 b zu sehen. Sie stimmten
mit den zu erwartenden Ergebnissen Uberein (Bohland 1997, Loers 1999). Da beim
Versuchsansatz mit dem Extrakt aus E. coli eine Abnahme der LOOH (sowohl der 9-
als auch der 13-LOOH) im Vergleich zum enzymfreien Kontrollansatz zu verzeichnen
war, wurden die folgenden modifizierten Vergleichsansatze durchgefihrt:

Zunachst wurden LOX-Reaktionen mit bekannten LOX-Enzymen (,Pgt-LOX", ,ZK-
LOX", Soja-LOX Typl) normal gestartet. Nach 7 min erfolgte das Abstoppen der
Reaktionen durch Ansduern mit HCI. Eine Halfte der entstandenen Produkte wurde
direkt in die Produktanalyse eingesetzt und per HPLC aufgetrennt. Die andere Halfte
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wurde mithilfe von O,-gesattigtem Citratpuffer umgepuffert und nun als Substrat fur
LOX-Reaktionen mit der rekombinanten LOX eingesetzt. Diese Reaktionsprodukte
wurden wiederum per HPLC aufgetrennt (Abb. 3.35c). Die Ergebnisse aller zuvor
beschriebenen Versuchsansatze sind in Abbildung 3.35 (a-c) dargestellt.
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Abb. 3.35 a-c (Legende s. folgende Seite)

145



Ergebnisse

Abb. 3.35 a-c Die Schreiberaufzeichnungen der Produktanalysen von LOX-Reaktionen (a-c)
Dargestellt sind die Schreiberaufzeichnungen der Uber HPLC aufgetrennten LOX-
Reaktionsprodukte.

Die Schreiberaufzeichnungen zeigen die Produkte der Reaktionen mit den folgenden
LOX-Enzymen:

a)

Kontrolle: Enzymfreier Kontrollansatz

15.2: die rekombinante LOX aus dem Klon 15.2

b)

Pgt: die Pgt-induzierte, IAC-aufgereinigte LOX-92 aus Weizenprimarblattern (= ,Pgt-
LOX")

ZK: |IAC-aufgereinigte LOX-92 aus Weizenzellkulturen (= ,,ZK-LOX")

Soja: Soja-LOX (Typ I. S, Sigma)

c)

Darunter sind die Schreiberaufzeichnungen der Uber HPLC aufgetrennten LOX-
Reaktionsprodukte der rekombinanten LOX aus Klon 15.2. Im Unterschied zu den
vorangegangenen Reaktionen wurden diesmal LOX-Reaktionsprodukte als Substrat
eingesetzt. Im Einzelnen waren das:

Pgt/15.2: Die Reaktionsprodukte der ,Pgt-LOX"

ZK/15.2: Die Reaktionsprodukte der konstitutiv induzierten ,ZK-LOX"

Soja/15.2: Die Reaktionsprodukte der Soja-LOX (Typ I. S. Sigma).

Die griinen Pfeile weisen auf die 13-LOOH hin, die blauen Pfeile auf die 9-LOOH. Die
kleinen schwarzen Pfeile dienen der GrélRenorientierung. Alle Versuche wurden jeweils

funfmal durchgefihrt.

Das Resultat ergab leider keine Aussage, uber die mogliche Positionssupezifitat der in
E. coli exprimierten LOX2 Tal, wohl aber darauf, dass im E coli-Extrakt Faktoren
vorhanden sind, welche die entstandenen LOOH zumindest schneller weiter umsetzen
ihre Neubildung. Auf eine weitere Untersuchung des Sachverhaltes musste an dieser

Stelle verzichtet werden.
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Zusammenfassung des Kapitels 3.3

Die LOX-cDNA LOX2 Tal wurde erfolgreich in den Expressions-Vektor
pIVEX2.3 (Roche) kloniert.

Das neue Plasmid wurde fur die Transformation in E. coli eingesetzt.
Das entstehende Translations-Produkt zeigte jedoch nur geringe LOX-
Enzymaktivitat. Zudem war die Stabilitatt des LOX-Enzyms nur fir
wenige Tage gewahrleistet.

Die in vitro Translation mit demselben Plasmid brachte kein
funktionsfahiges LOX-Enzym, jedoch konnte das LOX-Protein per
Westernblot-Analyse Uber den ,Histag“ nachgewiesen werden.

Die Analyse des pH-Optimums der klonierten LOX2 Tal weist auf eine
Typ2- LOX hin.

Die Positionsspezifitat (Produktanalyse) der klonierten LOX konnte nicht
geklart werden. Hier sollte die computergestiitzte Sequenzanalyse

weiterhelfen.
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3.4 Computergestlutzte Aufarbeitung der bisherigen Ergebnisse zur
Charakterisierung der LOX2 Tal

Zum Abschluss wurden samtliche Daten zusammengetragen, um die ldentifikation
(Zuordnung) der klonierten LOX-cDNA LOX2 Tal zu einem der bekannten Weizen-
LOX-Enzyme zu ermoglichen. Im Weizen waren bisher mehr als drei induzierbare
LOX-Enzyme bekannt. In diesem Zusammenhang sei noch einmal auf die Tabelle 3.2
von Kapitel 3.1 verwiesen. Mit Hilfe geeigneter Computermodelle sollten deswegen
zunadchst die Sequenzdaten aufgearbeitet werden, um schliel3lich eine maoglichst
genaue Charakterisierung und Klassifizierung des resultierenden LOX-Enzyms, der
LOX2 Tal zu erreichen.
Es wurden folgende Parameter per Computeranalyse untersucht:
e Die MolekilgroR3e, dabei halfen virtuelle Verdaus des Enzyms.
e Eine Stabilitatsanalyse, auch hierzu gibt es geeignete Computermodelle,
welche die wahrscheinliche Stabilitat eines Molekuls berechnen.
e Der isoelektrische Punkt kann ebenfalls per Computerprogramm errechnet
werden und ist ein Kriterium zur Charakterisierung der LOX2 Tal.
e Die wahrscheinliche Lokalisation der LOX2 Tal: Hierfur wurde die Aminosaure-
Sequenz auf das Vorhandensein von Signalpeptiden untersucht.
e Die Klassifizierung der LOX2 Tal als Typl bzw. Typ2- LOX aufgrund der
Aminosauren-Sequenz.

¢ Die Erstellung einer phylogenetischen Stammbaumanalyse ,phylogenetic tree”.

Mit Ausnahme der phylogenetischen Stammbaumanalyse (freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. Ivo Feul3ner, Gottingen erstellt) wurde dieser Teil mit Hilfe von
unterschiedlichen z. T. frei zuganglichen Computeranalyseprogrammen durchgefuhrt.
Im Einzelnen waren das:

e Pile Up“ (freundlicherweise vom Institut Biologie | der RWTH Aachen zur
Verfugung gestellt): Hierbei gelingt der direkte Vergleich mit anderen
bekannten LOX-DNA- oder auch AS- (Aminosauren) Sequenzen: Gemeinsame
DNA- (bzw. AS-) Motive, aber auch spezifische Abweichungen zu anderen
Sequenzen sind so leicht erkennbar.

Alle folgenden Programme sind unter ,SWISS-PROTProteomics tools” (Gasteiger et

al. 2005) via Internet fur jedermann zuganglich.
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3.4.1

TargetP 1.0 (Emanuelsson et al. 2000): Dieses Programm erleichtert die
Identifizierung von Enzymen, die in bestimmten Zellorganellen (z. B.
Mitochondrien oder Plastiden) lokalisiert sind aufgrund ihrer Aminosauren-
Sequenz (AS-Sequenz). Es werden bestimmte Ziel- (Target)-Sequenzen
erkannt.

ChloroP 1.1 (Emanuelsson et al. 1999; Peltier et al. 2000): Mit diesem
Programm lasst sich die Wahrscheinlichkeit einer Chloroplasten-Ziel-Sequenz
und deren Lange berechnen.

SAPS [(Brendel et al. 1992) Statistical Analysis of Protein Sequences]: Obwohl
dieses Programm viel mehr vermag, wurde es in diesem Fall nur fur die
Molekulargewichtsbestimmung herangezogen.

Compute pl/Mw tool (Bjellgvist et al. 1993): Hiermit kann das theoretische
Molekulargewicht sowie der pl (isoelektrische Punkt) bestimmt werden.
ExXPASy-PeptideMass (Wilkins et al. 1997): Mit diesem Programm kann man
mit unterschiedlichen Enzymen virtuelle Verdaus eines Proteins vornehmen
lassen und so das wahrscheinliche Molekilgewicht berechnen. ExPASY-
PeptideMass ist ebenfalls in der Lage, den theoretischen pl zu bestimmen.
ExPASy — ProtParam (Wilkins et al. 1998): Hier werden unterschiedliche
Parameter, wie z.B. die Menge der negativ bzw. positiv geladenen Reste
untersucht, womit sich letztendlich auch eine Prognose Uber die Stabilitat des

Proteins machen lasst.

Untersuchungen zur Feststellung der wahrscheinlichen Lokalisation des
LOX-Enzyms LOX2 Tal

Erste Hinweise, dass das LOX-Enzym LOX2 Tal ein Signalpeptid besitzt, ergab ein
.Pile Up* (Abb. 3.36) im Vergleich mit anderen bekannten LOX-AS-Sequenzen (die
jeweiligen EMBL Accession-Nummern sind in Klammern angegeben):
Lox A: (L35931), RicelL-2 (X64396, Samen); Lox C (L37358); Lox B (L37359); AraLox
(LO4637, pathogeninduziert), SoyLox1 (JO2795), BarLox2 (U56406,
jasmonatinduziert), LOX20s2 (AJ270938), LOX2 Tal, RcL 2 (D14000)
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Abb. 3.36 »Pile up” von LOX2 Tal zu neun anderen LOX-Protein-Sequenzen

Dargestellt ist ein Teil des Ergebnisses des ,Pile Up“ der LOX2 Tal zu neun anderen
bereits bekannten LOX-Spezies (in Klammern sind die jeweiligen EMBL-Accession-
Nummern angegeben):

LOX A: (L35931), RicelL-2 (X64396, Samen); LOX C (L37358); LOX B (L37359);
AraLOX (L04637, pathogeninduziert), SoyLox1l (JO2795), BarLOX2 (U56406,
jasmonatinduziert), LOX20s2 (AJ270938), LOX2 Tal (nicht veroffentlicht), RcL2
(D14000).

Hier wurde LOX2 Tal mit neun anderen bekannten LOX-Proteinen verglichen. Man
erkennt, dass die AS-Sequenzen einiger LOX-Enzyme, so auch die der LOX2 Tal,
am N-terminalen Ende ,langer” sind, bevor die sehr strenger konservierten homologen
Sequenzabschnitte beginnen. Diese Beobachtung konnte ein Hinweis auf ein
Signalpeptid am N-terminalen Ende sein. Bei einigen dieser LOX-Enzyme war das
Vorhandensein eines Signalpeptids am N-terminalen Ende bekannt.

Dieser Hinweis auf eine Leadersequenz wurde verifiziert. Zunachst kam TargetP V1.0
zum Einsatz: Dieses Programm geht u. a. auf Untersuchungen von Nielsen,
Engelbrecht et al (1997) zuriick und ermdoglicht die Identifizierung von Mitochondrien-
bzw. von Plastiden-Ziel-(Targeting)-Sequenzen.

Das Ergebnis sah folgendermal3en aus (Abb. 3.37):
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name

cutoff

LOX2Tal 901 0.836 0.054 0.009 0.034 C 2

ength ¢cTP mTP SP other Loc RC

0.00 0.00 0.00 0.00

Abb. 3.37 Auszug der Ergebnisse der TargetP-Analyse von LOX2 Tal

Erlauterung:
name

length
cTP
mTP

sP

other

RC

Name der untersuchten Sequenz

Lange der Aminoséuren-Sequenz

»Chloroplast transit peptid“, d.h. die Sequenz besitzt am N-terminalen
Ende eine Chloroplasten-Transit-Sequenz.

.Mitochondrial targeting peptide, d.h. die Sequenz besitzt eine
Mitochondrien-Ziel-(Targeting)-Sequenz.

.Secretory pathway“, d.h. die Sequenz besitzt ein Signalpeptid fiir den
sekretorischen Stoffwechsel

LAny other location“, d.h. das untersuchte Protein ist weder in den
Plastiden, noch in den Chloroplasten lokalisiert.

Protein ist in den Chloroplasten lokalisiert.

.Reliability Class”: MalR, fir die Wahrscheinlichkeit, dass das

Signalpeptid einer bestimmten Klasse angehort.

Die Lokalisation ist dort am wahrscheinlichsten, wo der hochste Wert (hier: 0,836 flr

eine Chloroplasten-Transit-Sequenz). Das Ergebnis kann daher so gewertet werden,

dass eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit existiert, dass die LOX eine Chloroplasten-

Leader-Sequenz besitzt. Zur Uberpriifung wurde das Programm ChloroP 1.1 genutzt.

Das Ergebnis dieser Analyse sah folgendermal3en aus (Abb. 3.38):

name
LOX2 Tal

length Score cTP CS-score cTP- length
901 0577 Y 5.641 54

Abb. 3.38 Auszug der Ergebnisse der ChloroP-Analyse von LOX2 Tal

Erlauterungen:
name

length
Score
cTP

Y

Name der untersuchten Sequenz
Lange der Aminoséuren-Sequenz
Malf3 fur die Wahrscheinlichkeit

~Chloroplast transit peptid“, d.h. die Sequenz besitzt am N-terminalen

Ende eine Chloroplasten-Transit-Sequenz.

,yes*

(Fortfiihrung der Legende s. folgende Seite)
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Abb. 3.38 Auszug der Ergebnisse der ChloroP-Analyse von LOX2 Tal
(Fortfuhrung der Legende)

CS-Score .Cleavage site-Score* Mald fur die Wahrscheinlichkeit, dass eine
.Cleavage site" (Schnittstelle) fur eine Chloroplasten-Transit-Sequenz
besteht.

CcTP-length Lange der Chloroplasten-Transit-Sequenz

Der Hinweis, dass die LOX2 Tal eine Chloroplasten-Leader-Sequenz besitzt, wird
bestétigt, die Lange dieser Sequenz betrdgt mit hoher Wahrscheinlichkeit 54 AS

(Aminosauren).

3.4.2 Bestimmung des Molekulargewichts von LOX2 Tal sowie des

isoelektrischen Punktes

Zur Bestimmung des Molekulargewichts von LOX2 Tal wurden 3 unterschiedliche
Programme genutzt: Compute pl/Mw tool, ExPASy-PeptideMass und SAPS
(Statistical Analysis of Protein Sequences).

Das Ergebnis war bei allen drei Methoden gleich. Es wurde ein Molekulargewicht von
knapp 102 kDa bestimmt (im Einzelnen: 101,58224 kDa; 101.6 kDa sowie 101,58224

kDA [average mass] bzw. 101,51863 [monoisotopic mass]).

Der isoelektrische Punkt, also der pH-Wert, an dem das Enzym als Zwitterion vorliegt,
wurde einheitlich mit pH 6,46 angegeben. Zur Erinnerung, die isoelektrischen Punkte
der 92er LOX-Enzyme liegen zwischen pH 4 und pH 7 (Bohland 1997; Loers 1999).

3.4.3 Bestimmung der Positionsspezifitat, Klassifizierung der LOX2 Tal,

Einordnung in den ,Phylogenetic tree”

Dieser Teil der Analyse wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Ivo Feul3ner,
Universitat Gottingen, durchgefuhrt (s. auch: Feu3ner and Wasternack 2002) und ist
in Abbildung 3.39 (in leicht modifizierter Art) dargestellt.

Die Klassifizierung der Lipoxygenasen als Typl bzw. Typ2 erfolgte hier nach neueren
Kriterien (Shibata et al. 1994; Shibata and Axelrod 1995; Feuf3ner and Wasternack
2002). Je nachdem, ob die LOX ein N-terminales Chloroplasten-Targeting-Peptid
besitzen, werden sie als LOX Typ2 (mit N-terminalem Chloroplasten-Targeting-Peptid)
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bzw. LOX Typl (ohne N-terminale Extension) bezeichnet. Die letztgenannte Gruppe
zeichnet sich durch hohe Sequenzhomologie (> 75%) untereinander aus. Zur zweiten
Gruppe gehoren weitestgehend 13-LOX mit geringerer Sequenzhomologie (ca. 35%)

untereinander.
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LOX1 At 1
LOX1 St 7 Typel
LOX1 Nt 1
R LT LoX
LOX1 Le 3
LOX1 Le 1
LOX1 St 4
LOX1 St9
| { LOX1 St5
LOX1 St 8
LOX1 St 1
LOX1 St 10
LOX1 St 11
LOX1 St 12
_|: LOX1 St 6
LOX1 St 3
LOX1 Gm 8
4':: tgﬁ gm 2 TypeZ2
m
[ ——loxilel 13-LOX
LOX1 Ps 6
LOX1 Gm 3
—|:|: LOX1 Ps 3
LOX1 Ps 4
— [ S Typel
L — 13-LOX
—
LOX1 Gm 1
_|: LOX1 Ps 2
LOX1 Ps 5 Type2
LOX2 At 4
[ loxele2 13-LOX
LOX2 St 2
{ LOX2 At 2
LOX2 At 3
LOX2 Tal
—|:|: LOX2 Os 2
LOX2 Hv 1
LOX2 At 1
-I:: LOX2 St 1
LOX2 Le 1
{ LOX2 Os 1
L LOX1 Os 1
LOX1 Cs 2
_|:|: LOX1 Cs 3 Typel
LOX1 Cs 1
. LOXL Hv 2 9-LOX
LOX1 Hv 1
LOX1 Hv 3
LOX1 At 2
LOX1 St 2
Abb. 3.39 Der phylogenetische Stammbaum ausgesuchter pflanzlicher Lipoxygenasen

Erlauterungen:

gelb hinterlegt: Typl 9-LOX; Griin hinterlegt: Typ2 13-LOX; HENRiRErEgtRTypiNis!
LOX

(Fortfuhrung der Legende s. ndchste Seite)
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Abb. 3.39

Der phylogenetische Stammbaum ausgesuchter pflanzlicher Lipoxygenasen
(Fortfuhrung der Legende)

Die abgebildeten Proteine sind unter den folgenden Acc.-Nummern in der Genbank zu
finden: Arabidopsis thaliana — LOX1 At 1 (AtLOX1, Q06327), LOX2 At 1 (AtLOX2,
P38418), LOX2 At 2 (AtLOX3, AAF79461), LOX2 At 3 (AtLOX4, AAF21176), LOX1 At 2
(AtLOX5, CAC19365), LOX2 At 4 (AtLOX6, AAG52309); Cucimus sativa — LOX1 Cs 1
(AAC61785), LOX1 Cs 2 (CsULOX, AAA79186), LOX1 Cs 3 (CsLBLOX, CAA63483),
LOX1 Cs 4 (CAB83038); Glycine max — LOX1 Gm 1 (Soybean LOX1, AAA33986),
LOX1 Gm 2 (Soybean LOX2, AAA33987), LOX1 Gm 3 (Soybean LOX3, CAA31664),
LOX1 Gm 4 (Soybean vixa, BAA03101), LOX1 Gm 5 (Soybean vixb, AAB67732), LOX1
Gm 6 (Soybean vixc, AAA96817), LOX1 Gm 7 (Soybean vixd, S13381), LOX1 Gm 8
(Soybean vixe, AAC49159); Hordeum vulgare — LOX1 Hv 1 (HVLOXA, Barley LOXA;
AAAB4893), LOX1 Hv 2 (HvVLOXB, Barley LOXB, AAB60715), LOX1 Hv 3 (HvVLOXC,
Barley LOXC, AAB70865), LOX2 Hvl (HvLOX1, AA12951); Lycopersicon esculentum —
LOX1 Le 1 (tomLOXA, P38415), LOX1 Le 2 (tomLOXB, P38416), LOX1 Le 3
(tomLOXtox, AAG21691), LOX2 Le 1 (tomLOXC AAB65766), LOX2 Le 2 (tomLOXD,
AAB65767); Nicotinia tabacum — LOX1 Nt 1 (NtLOX, S57964); Oryza sativa — LOX1 Os
1 (CAA45738), LOX2 Os 1 (ORYSALOXC, BAA03102), LOX2 Os 2 (OsLOX, RCI1,
CACO01439); Pisum sativum — LOX1 Ps 1 (AAB71759), LOX1 Ps 2 (CAA55318), LOX1
Ps 3 (CAA55319), LOX1 Ps 4 (Pea LOX, CAA30666), LOX1 Ps 5 (Pea LOX2,
CAA34906), LOX1 Ps 6 (Pea LOXG, CAA53730), LOX1 Ps 7 (CAC04380); Solanum
tuberosum — LOX1 St 1 (SOLTULOX1, S44940), LOX1 St 2 (STLOX, AAD09202),
LOX1 St 3 (StLOX1, S73865), LOX1 St 4 (CAA64766), LOX1 St 5 (CAA64765), LOX1
St 6 (POT-LX-2, AAB67858), LOX1 St 7 (POT-LX-3, AAB67865), LOX1 St 8 (POT-LX-1
AAB67858), LOX1 St 9 (AAD04258), LOX1 St 10 (pLOX2, AAB81595); LOX1 St 11
(pLOX1, AAB81594), LOX1 St 12 (CAB65460), LOX2 St 1 (StLOXH1, CAA65268),
LOX2 St 2 (StLOXH3 CAA65269); Triticum aestivum — LOX2 Tal (nicht veroffentlicht) —

(in Anlehnung an Feul3ner and Wasternack 2002)

3.4.4 Stabilitat der LOX2 Tal

Die mangelnde Stabilitéat des rekombinanten Proteins stellte eines der Hauptprobleme

bei den biochemischen Untersuchungen dar. Da unklar war, was fir diese Instabilitat

ursachlich verantwortlich ist, wurde auch eine Stabilitatsprognose durchgefihrt.

Genutzt wurde hierfur das Programm ExPASy — ProtParam. Dieses Programm

untersucht verschiedene Parameter, wie z. B. die Menge der negativ bzw. positiv

geladenen Reste. Anhand dieser Kriterien lasst sich eine Prognose uber die Stabilitat

des Proteins machen, angegeben durch den Instabilitatsindex. Dieser betragt bei
LOX2 Tal 48,76. Diese LOX wurde daher als instabiles Protein klassifiziert. Ein
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Protein mit einem Instabilitatsindex kleiner als 40 gilt als relatives stabiles Molekdil, bei

einem Wert Gber 40 qilt es indes als instabil (Guruprasad et al. 1990).

Zusammenfassung des Kapitels 3.4

Das theoretisch berechnete Molekulargewicht der LOX 2 Tal betragt ca.
102 kDa.

Das LOX2 Tal-Protein besitzt mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
Chloroplasten-Targeting-Peptid, d. h. LOX2 Tal wird daher mit
ziemlicher Sicherheit eine Chloroplasten-LOX sein.

Gemall neuerer Nomenklatur gehort die LOX2 Tal demnach zu den
LOX2-Proteinen (Typ2).

Im phylogenetischen Stammbaum wird LOX2 Tal ebenfalls als 13-LOX
vom Typ2 klassifiziert.

Die LOX2 Tal muss aufgrund ihres relativ hohen Instabilitatsindex als

instabiles Molekul eingeordnet werden.
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4 Diskussion

4.1 Induzierbare Lipoxygenasen (LOX) in Pflanzen

Pflanzliche Lipoxygenasen (LOX) sind an vielen wichtigen Lebensabschnitten, wie
Samenkeimung und Wachstum beteiligt. Einige LOX werden daher
entwicklungsabhangig synthetisiert. Andere LOX sind durch &uflere Faktoren
(exogene Faktoren) induzierbar (z.B. Koch et al. 1992; Melan et al. 1993; Veronesi et
al. 1996; Kolomiets et al. 2000; Ben-Hayyim et al. 2001). Stress ist einer der duleren
Krafte, die fur die Induktion von Lipoxygenasen verantwortlich sind (Rosahl 1996; Blee
1998; Blee 2002; Howe and Schilmiller 2002; Farmer et al. 2003).

Stress bedeutet, dass exogene Reize eine Pflanze dermalien beeintrachtigen, dass
sich ihr physiologischer Zustand verandert (Osmond et al. 1987). Stressfaktoren
kénnen sowohl abiotischer (wie z.B. Wassermangel, Uberflutung oder mechanische
Belastungen) als auch biotischer Natur (z.B. Insektenfrall, Pathogenbefall) sein
(Scheel 1999). Hierauf reagieren viele Pflanzen mit erhdhter LOX-Enzymaktivitat bzw.
mit der Induktion von LOX-RNA. In Folge werden Phytohormone, Signalmolekule (z.B.
Traumatinsaure, Jasmonsaure; Rickauer et al. 1997; Schaller 2001; Wasternack et al.
2006), antifungale und antimikrobiell wirksame Produkte (Aldehyde und Polyhydroxy-
Fettsduren) und andere Abwehrmolekile des LOX-Stoffwechselwegs synthetisiert
(Hamberg 1999; Almeras et al. 2003; Senger et al. 2005).

Diese Arbeit beschaftigt sich speziell mit den durch Stress induzierbaren Weizen-LOX.

4.2 Durch Stress induzierbare Weizen-LOX

Aus vorangegangenen Arbeiten ergab sich als ein Fokus der vorliegenden
Untersuchungen die weitere Charakterisierung der LOX-Enzyme LOX-92 und LOX-
103 (3.1). Beide LOX-Spezies werden durch Inokulation mit dem Weizenschwarzrost
bzw. durch Elicitorbehandlung induziert (Bohland 1997; Bohland et al. 1997; Loers
1999).

Zwei weitere Weizen-LOX wurden im Zuge der vorliegenden Arbeit identifiziert: die
L500 und die LOX2 Tal. Die Charakterisierung dieser vier durch Stress induzierbaren
Weizen-LOX wird im Folgenden diskutiert.
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4.2.1 LOX-92 und LOX-103

Hierbei handelt es sich um LOX-Enzyme, die aus Weizen-Pflanzen und aus
Weizenzellkulturen (nur LOX-92) isoliert wurden. Diese Enzyme sind wahrscheinlich in
unterschiedlichen Zell-Organellen lokalisiert. Nur die LOX-103 konnten in den
Plastiden nachgewiesen werden. Fur die LOX-92 gilt es dagegen als sicher, dass sie
nicht in den Plastiden lokalisiert sind. Hierfir spricht, dass die Weizenzellkulturen
keine funktionsfahigen Plastiden besitzen, wohl aber funktionsfahige und hochaktive
LOX-92-Enzyme. Auch in Weizenblattern konnten keine plastidaren LOX-92
nachgewiesen werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich um cytosolische
Proteine. Cytosolische LOX wurden u.a. in Soja detektiert (Stephenson et al. 1998;
Fischer et al. 1999).

Den LOX-103 und LOX-92 ist gemeinsam, dass sie mit ziemlicher Sicherheit nicht
,einmalig“ sind: Verschiedene Untersuchungen (u.a. 2 D-PAGE) weisen darauf hin,
dass mindestens zwei unterschiedliche LOX-92 und ebenfalls zwei unterschiedliche
LOX-103 beim Weizen existieren (3.1). Es wird daher weiterhin von den LOX-92 bzw.
den LOX-103 gesprochen. Hervorzuheben gilt auch die Tatsache, dass beide LOX-

Spezies nach Elicitierung zeitgleich aktiv sind.

e Die LOX-92

Eine hohe LOX-Enzym-Aktivitat korreliert beim Weizen immer mit dem Nachweis einer
LOX-92 (Abb. 3.4). Dies gilt sowohl fur die konstitutiv in den Weizenzellkulturen
aktiven LOX-92, als auch fur die durch viele unterschiedliche Stress-Reize in
Weizenpflanzen induzierbaren LOX-92. Auch in anderen Pflanzensystemen sind
Lipoxygenasen bekannt, die durch viele verschiedene Faktoren induziert werden
(Heitz et al. 1997; Senger et al. 2005).

Das bevorzugte Substrat der LOX-92 sind offenbar freie Fettsauren. Die
Positionsspezifitat der LOX-92 liegt deutlich auf Seiten der 9-LOOH [9- HPOD (70 -
87%) mit Linolsaure bzw. 9-HPOT (60 - 77%) mit Linolensaure als Substrat]. Zudem
weisen alle untersuchten LOX-92 eine hohe Stereospezifitat auf. 90% aller

Primarprodukte liegen als S-Isomer vor (Loers 1999).

In den Weizenpflanzen bleiben die LOX-92 meist fur langere Zeit aktiv (zwischen 10h

und 7 Tage; Abb. 3.1). Die angereicherten LOX-92 Enzyme sind relativ stabil. Relativ
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bedeutet, dass dies nur bis zu einem bestimmten Reinigungsgrad gilt, bis zur
Anreicherung Uber IAC. Weitere Anreicherungsversuche, mit dem Ziel hochreine LOX-
92-Proteine zu gewinnen, mussten wegen erheblicher LOX-Enzymaktivitats- sowie
Stabilitatsverluste (Abb. 3.11), begleitet von der Verringerung der nachweisbaren
Menge an LOX-Proteinen (Abb. 3.12), aufgegeben werden. Es gelang nicht,
unbekannte ,Begleitkomponenten® (Proteine?) abzutrennen (3.1.2). Die Beobachtung,
dass sich bestimmte, bisher nicht identifizierte, ,Begleitkomponenten® (3.1.2.3; Abb.
3.11 — 3.13) vom nativen LOX-Protein nicht trennen lieBen, kann als erster Hinweis
gewertet werden, dass diese Komponenten flir Weizen-LOX-Spezies von Bedeutung
sind.

Bisher ist nicht bekannt, welcher Art diese Komponenten sind. In den angereicherten
IAC-Fraktionen mit 80 - 90 % Gesamt-LOX-Aktivitat befinden sich neben den LOX-92
auch nicht identifizierte Proteine. Es konnte daher sein, dass diese Komponenten
unter den nicht identifizierten Proteinen zu finden sind, also Proteine sind.
Interaktionen unterschiedlicher Proteine untereinander sind in der Natur nicht selten.
Dies gilt auch fur LOX-Enzyme, z. B. mit 14-3-3 Proteinen (Holtman et al. 2000a;
Holtman et al. 2000b).

Weil die Natur der ,unbekannten Begleitkomponenten® nicht geklart werden konnte,
ware die weitere Diskussion der moglichen Funktion daher hoch spekulativ und kann

aus diesem Grund nicht weiter fortgefihrt werden.

Konstitutiv sind die LOX-92 in Weizenblattern nur in geringem Malde nachweisbar.
Eine Ausnahme bilden die LOX-92 in Weizen-Zellkulturen. Diese LOX sind Uber den
gesamten Kulturrhythmus sehr aktiv und zeigen zudem eine ungewohnlich hohe
spezifische Enzymaktivitat (bis zu 90 nkat/mg). Eine Steigerung der Enzymaktivitat

durch exogene Reize ist nicht moglich.

Von mehreren Autoren (u.a. Kolomiets et al. 2000; Gobel et al. 2002) wird propagiert,
dass LOX bei der Pathogenabwehr eine entscheidende Rolle spielen. Hinweise hierflur
gibt es auch fir die Weizen-LOX-92. Sowohl nach Inokulation durch den
Weizenschwarzrost, als auch nach Injektion des aus den Keimschlauchen des
Weizenschwarzrostes gewonnenen Pgt-Elicitors, steigt die LOX-Enzymaktivitat der
LOX-92 in den Weizenblattern stark an.
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Dass die LOX-92 in den Weizenzellkulturen konstitutiv sehr aktiv sind, scheint in
diesem Zusammenhang ein Widerspruch zu sein. Jedoch zeigen nur die Suspen-
sionskulturen des Kultivars Prelude Sr5 diese hohen LOX-Enzymaktivitaten. Dieses
Kultivar besitzt ein Abwehrgen gegen den Weizenschwarzrost, das Gen Sr5. Bei den
Zellkulturen der kompatiblen Rasse Prelude srx ist weder eine vergleichbar hohe
LOX-Enzymaktivitat messbar, noch ist im Westernblot eine LOX-92-Bande erkennbar
(Bohland 1997). Der signifikante Unterschied bezuglich der LOX-Enzymaktivitat dieser
Kultivare kann ebenfalls als ein Hinweis gewertet werden, dass die LOX-92 fur die
Pathogenabwehr eine Rolle spielen. Am Ende von Kapitel 4.4 wird die Bedeutung der
LOX-Enzymaktivitat fur die Ausbildung der HR nochmals aufgegriffen.

Nicht geklart ist bisher die Frage, ob es sich bei den aktiven (induzierbaren) LOX um
eine de novo- Synthese handelt. Wenn man die Northern-Analysen betrachtet, kann
das zumindest fur die durch den Pgt-Elicitor induzierten LOX-92 nicht bejaht werden.
Die Aktivierung von LOX-92-Enzym durch den Pgt-Elicitor ist eindeutig belegt. Das
Maximum der LOX-Enzymaktivitat ist nach 48 Stunden erreicht. Bei einer Induktion
auf RNA-Ebene musste demnach vor diesem Zeitpunkt ein starkes Signal im
Northernblot erkennbar sein. Dies ist aber nicht der Fall. Im Gegenteil, scheinbar
ergibt sich nach Pgt-Elicitor-Induktion sogar eine leichte Abschwachung der Signale
(Abb. 3.23, Abb. 3.24).

Wichtig ist in diesem Zusammenhang wiederum die Situation bei den Zellkulturen.
Hier ist trotz sehr hoher konstitutiv vorhandener LOX-Enzymaktivitat kein oder nur ein
sehr schwaches Signal bei den Northern-Analysen erkennbar (Abb. 3.28). Wie im
zuvor beschriebenen Fall (Pgt-Elicitor-Induktion) ist das Ergebnis unabhangig von der
genutzten Sonde; auch die wenn das cDNA-Fragment L500 als Sonde eingesetzt
wird. L500 wurde uber RT-PCR mit Hilfe degenerierter Primer aus dem stark
konservierten 3'-Ende von Pflanzen-LOX-Genen isoliert. Aufgrund dieser Eigenschaft
sollten die meisten Pflanzen-LOX-Gene von dieser Sonde erkannt werden, also auch
die RNA der LOX-92.

Die LOX-92 nach Pgt-Induktion in den Weizenpflanzen und auch die LOX-92 in den
Zellkulturen werden folglich nicht auf RNA-Ebene, sondern durch andere

Mechanismen, vielleicht durch ein posttranslationales Protein-Processing, aktiviert.

Anders sieht das Ergebnis der Northern-Analysen nach Methyljasmonat -Behandlung

aus: Hier konnte eindeutig die Induktion einer LOX im Northernblot nachgewiesen
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werden (Abb. 3.25). Die Frage, die sich stellt, ist in diesem Fall: Handelt es sich
hierbei um eine LOX-92 oder ist eine andere LOX-Spezies flr dieses Signal
verantwortlich?

Die Northern-Analysen wurden mit vier verschiedenen Weizen-LOX-Sonden
durchgefuhrt. Nur mit Sonde 3 ist nach Meja-Induktion ein eindeutiges (starkes) Signal
erkennbar. Bei allen anderen Ansatzen war mit Sonde 3 kein vergleichbares Signal
erkennbar. Um Fehlinterpretationen auszuschliellen, wurde Sonde 3 aus dem nur
wenig konservierten Bereich vom 5'-Ende der cDNA LOX2 Tal konstruiert um so die
Spezifitat zu erhdhen. LOX2 Tal kodiert fur ein ca. 102 kDa gro3es LOX-Protein mit
einer putativen Transidsequenz flr Chloroplasten. Somit eignet sich Sonde 3
besonders zur Detektion sehr naher verwandter (Chloroplasten)-LOX-Spezies. Die
durch Pgt induzierte cytosolische LOX-92 sollte demnach, zumindest nach stringenter
Waschung, mit dieser Sonde kein bzw. nur ein schwaches Signal im Northernblot
zeigen. Tatsachlich war nach Pgt-Induktion mit Sonde 3 kein Signal im Northernblot
detektierbar (Abb. 3.29).

Ist es trotzdem mdglich, dass eine durch Meja induzierte LOX-92 fur das Signal mit
Sonde 3 verantwortlich ist? Mit den anderen weniger spezifischen Sonden werden
nach Meja-Induktion zwei Signale sichtbar: ein kleineres (unteres) Signal, welches
anscheinend konstitutiv vorhanden ist und ein grolieres (oberes) Signal, welches
durch Meja verstarkt wird. Mit Sonde 3 kann nur das obere Signal detektiert werden.
Wenn man von der berechtigten Annahme ausgeht, dass Sonde 3 zumindest die
eigene RNA (LOX2 Tal) erkennt, so sollte das Signal in diesem Fall einer LOX-RNA
entsprechen, die fur ein LOX-Protein von ungefahr 102 kDa codiert. Da mit Sonde 3
nach Meja-Induktion nur die obere Bande erkannt wird, kann es sich hierbei nicht um
die kleinere LOX-92 handeln. Somit scheinen auch die durch Meja induzierte LOX-92
nicht auf RNA-Ebene aktiviert zu werden. Auch in diesem Fall ist eine

posttranslationale Aktivierung der LOX-92 wahrscheinlich.

Zu der Vorstellung einer posttranslationalen Aktivierung passt, dass die durch Meja-
Induktion aktivierten LOX-92 im Westernblot nur nach Anreicherung Utber IAC (Abb.
3.4) sichtbar werden, nicht aber in den Westernblots der Rohextrakte. Rein quantitativ

betrachtet, scheint keine groRe ,Enzym-Menge® fur die entsprechend hohe LOX-

161



Diskussion

Enzym-Aktivitat notwendig zu sein. Eine relativ schnelle Aktivierung von konstitutiv
vorhandenen LOX-Enzymen kénnte der Schlissel zu diesen Beobachtungen sein.

Auch fur alle anderen aktiven LOX-92 konnte keine Induktion auf RNA-Ebene
dargestellt werden. Eine posttranslationale Aktivierung einer bereits vorhandenen LOX
ist daher fur die untersuchten Weizen-LOX-92 wahrscheinlich. Wie diese Aktivierung
aussieht, bleibt offen. Unterschiedliche posttranslationale Modifikationen von
Proteinen sind bekannt, wu.a. Glykosylierungen oder Phosphorylierungen.
Phosphorylierungen z.B. gehdéren zu den effektivsten Mechanismen der
posttranslationalen Aktivierung von Proteinen (Xing et al. 2002). Auch die Interaktion
mit bestimmten Zellstrukturen oder auch mit anderen Proteinen (Holtman et al. 2000b;
Mellersh and Heath 2001) gehdren zu den bekannten posttranslationalen
Maglichkeiten um Proteine zu aktivieren. Die Abspaltung von N-terminalem Methionin
oder auch von grof3eren Abschnitten (z.B. Signalsequenzen) sind weitere prominente

Mechanismen.

e Die LOX-103
Diese LOX sind nach Meja-Induktion nicht in den Westernblots der Enzymrohextrakte,
wohl aber in Blots der IAC-Fraktionen 10 - 14 und in den Chloroplasten-Fraktionen
nachweisbar. Wie viele andere Pflanzen-LOX auch (FeuBner 1995; Heitz 1997; Voros

1998), sind sie héchstwahrscheinlich in den Plastiden lokalisiert.

Wichtige Unterschiede zu den LOX-92 sind:
- Die LOX-103 sind, im Gegensatz zu den LOX-92, in Zellkulturextrakten nicht
detektierbar.
- Sie zeigen im Vergleich zu den LOX-92 eine erheblich geringere spezifische
LOX-Enzym-Aktivitat.
Wie bei den LOX-92 gelang die Anreicherung nur unvollstandig (Daten nicht gezeigt).
Nach IAC findet man die LOX-103 zusammen mit anderen auf den Antibohnen-LOX-
Antikorper immunoreaktiven Proteinen in den Fraktionen 10 — 14. Da weitere
Anreicherungsversuche ohne Protein- und Aktivitatsverlust erfolglos blieben, wurden
samtliche Enzymaktivitatsmessungen und Produktanalysen mit den Proteinen der
Fraktionen 10 — 14 durchgefuhrt. Fur diese Fraktionen gilt:
- Nach Anreicherung uber IAC enthielten sie 2 - 5% der gesamten LOX-
Enzymaktivitat (Abb. 3.3).
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- Die Produktanalyse (Loers 1999) zeigte, dass das Verhaltnis von 13- und 9-
Hydroperoxifettsduren (LOOH) ca. 50:50 ist. Da in diesen Fraktionen auch
weitere LOX-immunoreaktive Proteine, also potentielle LOX-Enzyme zu finden
sind, kann eine klare Aussage flr die LOX-103 allein nicht getroffen werden. Es
sind jedoch durchaus LOX-Enzyme bekannt, die die Bildung beider Produkte
zu etwa gleichen Anteilen katalysieren konnen (Hughes et al. 2001).

Da nach Elicitierung die LOX-92 und LOX-103 zeitgleich aktiv sind, drangt sich die
Vermutung auf, dass beim Weizen diese LOX-Spezies gemeinsam ,operieren®
konnten. Wenn diese Annahme stimmt, konnten die LOX-92 wegen ihrer hohen
spezifischen Enzymaktivitaten die Aufgabe der (haupt-),agierenden® LOX
ubernehmen. Somit konnten die LOX-103 die Funktion einer Art ,Schaltstelle” fur die
LOX-Induktion einnehmen. An dieser Stelle ist ein solches Modell nattrlich noch nicht
verifizierbar, doch kénnen Argumente hierfir aufgezeigt werden:

Mithilfe dieses Modells lieRe sich leichter erklaren, warum bei den Prelude Sr5-
Zellkulturen keine Steigerung der LOX-Enzym-Aktivitdt durch dul3ere Reize mdglich
ist. Die LOX-103 sind mit hoher Wahrscheinlichkeit in den Chloroplasten lokalisiert.
Funktionsfahige Chloroplasten fehlen den Zellkulturen ebenso wie eine LOX-103.
Falls die LOX-103 tatsachlich eine Art Schaltstelle fur die Regulation der LOX-92
darstellen sollten, fehlte den Zellkulturen diese Schaltstelle, was hier die konstitutiv
hohe Expression der LOX-92 erklaren kdnnte.

Gestltzt werden kann das Modell auch dadurch, dass die LOX-103, soweit
untersucht, im Vergleich zur LOX-92 vermehrt das 13-Fettsaure-Hydroperoxid bilden.
Dieses Hydroperoxid ist Vorstufe fur das Signalmolekul Jasmonat. Wenn die LOX-103
tatsachlich die Funktion einer ,Schaltstelle” Ubernehmen wirden, musste von hier aus
ein wie auch immer geartetes Signal weitergeleitet werden. Das Signalmolekdl
Jasmonat ware hierfur geeignet (u.a. Rickauer et al. 1997; Wasternack and Parthier
1997; Farmer et al. 1998; Lobler and Lee 1998; Wasternack et al. 1998).

Bei den vorangegangenen Ausflhrungen bleibt festzustellen, dass es sich hierbei um
Uberlegungen handelt, welche mit den verfiigbaren Daten kompatibel sind. Jedoch

sind sie naturlicherweise sehr spekulativ.
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4.2.2 Die klonierten LOX-cDNA-(Fragmente): LOX2 Tal und L500

e L500
Hierbei handelt es sich um ein knapp 500 bp grolRes Fragment vom
hochkonservierten 3'-Ende einer putativen LOX-cDNA. Damit entspricht dieses
Fragment in seiner Lange ungefahr einem Funftel einer vollstandigen LOX-cDNA.
Kloniert wurde es per RT-PCR mithilfe von degenerierten Primern. Die L500 wird
wahrscheinlich konstitutiv gebildet. Argumente hierfur sind zwei Beobachtungen:

- Dieses Fragment konnte per RT-PCR sowohl nach Pgt-, Meja-, Wasser-
Injektion, als auch aus unbehandelten Pflanzen isoliert werden. Auch mit RNA
von Weizen-Zellkulturen war die RT-PCR erfolgreich. Die klonierten Fragmente
waren absolut identisch, dies wurde anhand von Sequenzanalysen Uberpruift
(3.2.1).

- In den Northern-Analysen von Gesamt-RNA aus unterschiedlich
vorbehandelten bzw. unbehandelten Weizenblattern war immer ein Signal
detektierbar, wenn L500 als Sonde eingesetzt wurde (3.2.3). Auch mit Gesamt-
RNA aus den Weizen-Zellkulturen konnte auf gleicher Hohe ein, wenn auch nur
sehr schwaches, Signal detektiert werden.

Per 3'-RACE wurde ein weiteres Fragment (80 bp Uberlappend zur L500; die L3UT)
kloniert. L3UT und L500 sind in den Uberlappenden DNA-Bereichen absolut identisch.

Insgesamt konnten so 600 bp einer putativen LOX-cDNA identifiziert werden.

L500 wurde erfolgreich als Sonde fir die Klonierung einer vollstandigen Weizen-LOX-
cDNA (LOX2 Tal, s.u.) eingesetzt. Bei den Northern-Analysen war die
Signalverteilung deckungsgleich mit den Ergebnissen der Analysen mit der Gesamt-
cDNA LOX2 Tal als Sonde (Abb. 3.23).
Zur Nukleotid-Sequenz der LOX-cDNA LOX2 Tal existieren acht Abweichungen (Abb.
3.25) Verschiedene Grinde sind denkbar:
- PCR-Fehler: Dieses Argument erscheint relativ unwahrscheinlich, da bei funf
verschiedenen RT-PCR-Ansatzen fur die L500 die entsprechenden Produkte
eine identische DNA-Sequenz aufweisen (s.0.).
- Der unterschiedliche genetische Hintergrund: Da das Ausgangsmaterial fir die

RT-PCR und die zur Verfligung stehende cDNA-Bank von unterschiedlichen
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Kultivaren (Prelude Sr5 bzw. Weizensorte 75141) stammt, sind leichte
Abweichungen der DNA-Sequenz im Rahmen der natlrlichen Varianz méglich.
- Es ist aber auch denkbar, dass zwei verschiedene LOX-cDNA-(Fragmente)
kloniert wurden und ihre Gemeinsamkeiten lediglich darauf beruhen, dass die
L500 aus dem sehr stark konservierten 3'-Ende kloniert wurde.
Am wahrscheinlichsten scheint die letzte Erklarung. Fur die LOX2 Tal konnte mit der
hochspezifischen Sonde 3 eindeutig die Induktion durch Meja nachgewiesen werden.
Wenn L500 und LOX2 Tal identisch oder zumindest sehr eng verwandt waren, sollte
mit L500 als Sonde ein ahnliches Signal nach Meja-Induktion erkennbar sein. Dies ist
aber nicht der Fall. Zudem ist L500 in den Weizen-Zellkulturen Gber RT-PCR eindeutig
nachweisbar.Fur die LOX2 Tal ist das nicht der Fall.

e LOX2Tal
LOX2 Tal ist eine vollstandige Weizen-LOX-cDNA von 2982 bp Lange. Im Bereich
2333 bis 2962 bp ist die Sequenz dieser cDNA bis auf acht Abweichungen identisch
mit den cDNA-Fragmenten L500 und L3UT (s.o. und Abb. 3.25).
Die von der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosauren-Sequenz besitzt ein offenes
Leseraster von 901 AS. Qualitativ und quantitativ gestaltete sich die genaue
Untersuchung dieser LOX zu einem Hauptanliegen dieser Arbeit. Daher fallt auch die

Diskussion der Ergebnisse ausfuhrlicher aus (4.3; 4.4).

4.3 Die Charakterisierung der Lipoxygenase LOX2 Tal

Zur Charakterisierung wurden molekularbiologische sowie protein- und biochemische
Untersuchungen durch die computergestitzte Aufarbeitung der erhaltenen Daten
erganzt.

Die Northern- und Sequenzanalysen erbrachten die zuverlassigsten Erkenntnisse.

4.3.1 Die Induktion der LOX2 Tal

Eine der wichtigsten Aussagen der Northern-Analysen (3.2.3; 4.2.1) ist, dass LOX2
Tal durch das Signalmolekil Mehtyliasmonat (Meja) induzierbar ist. Meja ist ein
Derivat der Jasmonsaure; letztere wird Uber einen von 13-LOX eingeleiteten

Stoffwechselweg synthetisiert. Das LOX-Signal nach Meja-Induktion konnte durch
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Selbstinduktion durch das LOX-Produkt Jasmonat oder dessen Derivat Meja
ausgelost werden. LOX2 Tal koénnte somit flr eine 13-LOX kodieren. Ob es sich bei
der detektierten Bande tatsachlich um das Signal einer 13-LOX handelt, soll im

Folgenden diskutiert werden.

Hierzu muss man sich zunachst die Ergebnisse der Northern-Analysen der
Weizenzellkulturen und den nicht mit Meja behandelten Weizenblattern anschauen.
Mit den unspezifischeren Sonden L500, Sonde 1 und Sonde 2 war bei diesen
Ansatzen immer ein Signal sichtbar (Abb. 3.27; Abb. 3.28), weswegen hier sicherlich
eine konstitutiv vorhandene RNA detektiert wurde. |hr Signal ist jedoch nicht auf
gleicher Hohe wie das nach Meja-Induktion mit Sonde 3 nachgewiesene Signal,
sondern weiter unten im Northernblot. Wenn dieses untere Signal auch von einer
LOX-RNA stammt, musste diese demnach kleiner als die RNA von LOX2 Tal sein.

Nach Meja-Induktion sind mit den unspezifischen Sonden wie schon erwahnt zwei
Signale detektierbar, das untere (konstitutive) Signal der kleineren (LOX-) RNA und
das Signal der oberen LOX-RNA-Bande (Abb. 3.27). Dieses obere Signal taucht in
einigen Ansatzen auch dann aus, wenn andere Substanzen anstatt Meja injiziert
wurden (Abb. 3.28). Es ergibt sich die Frage, woher das obere Signal bei diesen nicht

mit Meja behandelten Pflanzen stammt. Die folgende Interpretation bietet sich an:

Methyljasmonat (Meja) spielt wie seine Vorstufe Jasmonat eine wichtige Funktion bei
der Signallbertragung nach Verwundung (u.a. Heitz et al. 1997; Royo et al. 1999;
Reymond et al. 2000; Liechti and Farmer 2002).

Eine Injektion von Ldsungen ist immer auch eine Verletzung der Pflanzen. Sogar
dieser kleine Eingriff bedeutet Stress und kann somit zur Induktion der Signalkaskade
nach ,Verwundungsstress® fuhren. In der Tat wurde schon zuvor beobachtet, dass
allein die Injektion von LoOsungen in Weizenpflanzen Stressreaktionen ausloste
(Furken 1999).

Das obere Signal kdnnte bei den nicht mit Meja behandelten Pflanzen demnach von
einer LOX stammen, welche an der Signalkaskade nach ,Verwundungsstress®
beteiligt ist. Moglicherweise handelt es sich hierbei um eine 13-LOX, die fur die

Synthese von (Methyl-) Jasmonat notwendig ist. Verstarkt wird das obere Signal durch
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die direkte Injektion von Meja (Abb. 3.28), der Verwundungseffekt wird hier scheinbar
simuliert. Die Annahme, dass es sich hierbei um die RNA einer 13-LOX handelt wird

also bekraftigt.

Meja-induzierbare 13-LOX sind in anderen Systemen ebenfalls bekannt. Z.B. haben
Voros et al. (1998) aus Gerste eine 13-Chloroplasten-LOX isoliert, die durch
Methyljasmonat induzierbar ist, die LOX2 Hv1. Auch hier wird vermutet, dass diese
LOX (LOX2 Hv1) selber bei der Jasmonatbiosynthese involviert ist. Der
phylogenetische Stammbaum zeigt eine sehr enge Verwandtschaft von LOX2 Ta1
und LOX2 Hv1 (Abb. 3.41). Auch dies ist ein weiterer Hinweis, dass es sich bei LOX2
Ta1 ebenfalls um eine 13-LOX handelt.

Die Induktion der LOX2 Tal durch den chemischen Induktor BTH (Bion®) wurde
ebenfalls Uberprift. Mit den unspezifischeren Sonden (L500; Sonde 1,Sonde 2) war
ein schwaches Signal beider Banden nach der Behandlung (Bespruhung) mit BTH
erkennbar (Abb. 3.27). Mit Sonde 3 dagegen war nur das sehr schwache Signal der
kleineren RNA-Bande erkennbar (Abb. 3.29). Fir LOX2 Tal scheint BTH somit

zumindest kein besonders starker Induktor zu sein.

Fazit dieses Abschnitts ist:

- LOX2 Tal wird sowohl durch Meja, als auch durch den ,Verwundungsstress®,
z.B. ausgeldst durch die Injektion von Losungen, induziert.

- LOX2 Tal kodiert vermutlich fur eine 13-LOX und kdnnte somit bei der
Synthese von (Methyl-)Jasmonat eine Rolle spielen.

- Unterhalb des Signals von LOX2 Tal ist eine weitere konstitutiv vorhandene
(LOX-) RNA sichtbar. Diese RNA ist nicht durch Meja induzierbar. Welche
(LOX-)RNA sich hinter dieser Bande verbirgt, konnte nicht geklart werden.

- BTH (Bion®) ist kein starker Induktor von LOX2 Tal.

Zur weiteren Charakterisierung der LOX2 Tal wurden die Expression des LOX-

Proteins im zellfreien System und in E. coli sowie Computermodelle zur Hilfe

genommen.
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4.3.2 Die Expression des rekombinanten LOX-Proteins LOX2 Tal

Die Untersuchung des rekombinanten Proteins erwies sich schwieriger als zunachst
erwartet: Die Expression im zellfreien System erbrachte kein funktionsfahiges Enzym.
Das erhaltene Protein war nicht stabil, nach wenigen Tagen konnten im Westernblot
nur noch Fragmente des Proteins nachgewiesen werden (Abb. 3.33).

Die Expression in E. coli war wegen geringer Stabilitat des Enzyms und der insgesamt
sehr niedrigen LOX-Enzymaktivitat ebenfalls problematisch. Zeitweise war keine
Enzym-Aktivitat messbar. Erst nach Optimierung der Anzuchtbedingungen (3.3)
konnten akzeptable LOX-Enzymaktivitaiten gemessen werden. Wichtig hierbei war,
dass die Wachstumstemperatur der Bakterien nach der Induktion durch IPTG deutlich
unter 30°C gehalten werden musste. Die besten Ausbeuten an funktionsfahigem LOX-
Enzym gelangen bei einer Temperatur von 15°C. Einen vergleichbaren Effekt der
Wachstumstemperatur auf die Aktivitat einer exprimierten rekombinanten (Pflanzen)-
LOX wurde auch von Hilbers et al. (1996) beschrieben. Die Ursache fur diesen Effekt
ist nicht bekannt.

Trotz dieser Optimierung erwies sich die in E. coli exprimierte LOX2 Ta1 als relativ
unstabil, die Enzymaktivitat fiel bereits nach wenigen Tagen wieder rapide ab (unter
0,5 nkat/mg; Tab. 3.8). Der Grund hierfur lag wahrscheinlich in der Proteinstruktur
selber. Dies wurde anhand von Sequenzanalysen mittels,ExPASy — ProtParam®
bekraftigt (3.4; 4.3.3).

Die Positionsspezifitdt konnte nicht direkt durch Produktanalysen (3.3.4)
nachgewiesen werden. Die Produktanalysen lieferten moglicherweise jedoch einen
weiteren Hinweis darauf, dass bisher nicht identifizierte ,Begleitkomponenten® fur die
Aktivitat und Stabilitat des LOX-Enzyms wichtig sind (4.2).

4.3.3 Die Sequenzanalyse von LOX2 Tal

Mit Hilfe von Computermodellen lassen sich allein Uber die Sequenz eines Gens
relativ. gesicherte Aussagen uber Funktion, biochemische Eigenschaften,
Proteinstruktur und andere charakteristische Eigenschaften des abgeleiteten Proteins
machen (u. a. Lutteke et al. 2003; Sander et al. 2006). Verwandtheitsgrade kénnen
erkannt und phylogenetische Stammbaume (FeuRner and Wasternack 2002) erstellt
werden (3.4.3). Einige der hierzu bendtigten Programme sind ,online” nutzbar. Dies
hat den Vorteil, dass aktuelle Daten mit in die Auswertung einbezogen werden.
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Die Arbeiten mit dem in E. coli exprimierten Enzym haben gezeigt, dass LOX2 Ta1 ein
sehr unstabiles Protein ist (3.3; 4.3.2). Die Determinanten, die fir die Produktspezifitat
verantwortlich sind, konnten eine Erklarung hierfur bieten: Im Fall der LOX2 Ta1 sind
es AF, normalerweise finden sich an dieser Stelle TF (Feuliner, personliche
Mitteilung).

Eine Gesamtbewertung der Stabilitdt eines Proteins bietet ,ExPASy — ProtParam®.
Hiermit kann anhand der Sequenz der Instabilitatsindex berechnet werden. Fur LOX2
Tal wurde ein Instabilitatsindex von 48,76 bestimmt. Proteine mit einem
Instabilitatsindex gréler als 40 gelten als sehr instabil (Gasteiger et al. 2003). Der
zigige Abbau nicht mehr bendtigter Proteine kann fir die Pflanze durchaus von
Vorteil sein, u. a. stehen wichtige Bausteine wieder zur Verfugung.

Auch die (putative) zellulare Lokalisation eines Proteins stellt ein weiteres wichtiges
Charakterisierungsmerkmal dar (FeuBner and Wasternack 1998; Wang et al. 1999).
Bei Gerste zeigten Feullner et al. (1995) z.B., dass alle durch Jasmonat und
Methyljasmonat induzierte LOX-Enzyme ohne Ausnahme in den Chloroplasten
lokalisiert sind. Hinweise, dass es sich bei der LOX2 Ta1l ebenfalls um eine
Chloroplasten-LOX handelte, lieferten ,Pile Up“ (Abb. 3.38), TargetP- und ChloroP-
Analysen sowie die bereits genannte phylogenetische Stammbaum - Analyse
(freundlicherweise durchgefuhrt von Herrn Prof. Dr. lvo Feul3ner, Gottingen; 3.4.1).
Phylogenetische Analysen erlauben, wie schon im vorangegangenen Text
besprochen, gute Vorhersagen Uber bestimmte biochemische Eigenschaften, wie die
Positionsspezifitat (FeuRner and Wasternack 2002).

Im phylogenetischen Stammbaum wird die LOX2 Ta1 klassifiziert bei den Typ2-LOX
mit der Positionsspezifitat fur die 13-Fettsdure-Hydroperoxide. Zudem konnte eine
enge Verwandtschaft zu zwei Gramineen-LOX-Enzymen dokumentiert werden, zur
zuvor erwahnten LOX2 Hv1 aus Gerste und zur LOX2 Os2 aus Reis (Zabbai et al.
2004). Alle drei Lipoxygenasen besitzen eine putative Chloroplasten-Transidsequenz.
LOX2 Os2 und LOX2 Hv1 sind durch chemische Resistenzinduktoren wie Salicylsaure
und BTH (Bion®) induzierbar und scheinen bei der induzierten Resistenz eine Rolle zu
spielen. Die LOX2 Tal zeigte nach der Induktion durch BTH (Bion®) im Northernblot
nur ein schwaches Signal (s.0.). Sicher ist, dass Transkripte von LOX2 Tal nach
Inokulation mit dem Nichtwirt-Pathogen Blumeria graminis f. sp. hordei, dem echten
Gersten-Mehltau, akkumulieren. (Die zugehdrige cDNA-Bank wurde nach Inokulation

mit dem echten Gersten-Mehltau konstruiert.) Es kann daher nicht ausgeschlossen
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werden, dass auch LOX2 Ta1 bei der induzierten Resistenz eine Rolle spielt. Ohne

weiterflihrende Experimente kann dies jedoch nicht verifiziert werden.

4.3.4 Entspricht LOX2 Tal einem der vorher charakterisierten LOX-Enzyme?

Als nachstes soll die Frage diskutiert werden, ob LOX2 Ta1 einem der bereits
vorgestellten Weizen-LOX-Enzyme entspricht. In der folgenden Tabelle sind einige
charakteristische Eigenschaften bekannter Weizen-LOX-Enzyme mit &ahnlicher
molekularer Masse wie der LOX2 Ta1, den Eigenschaften der LOX2 Ta1
gegenubergestellt. Obwohl die LOX-92 aufgrund ihrer geringeren molekularen Masse

scheinbar nicht hier mit hinein gehdren, wurden sie mit in die Tabelle aufgenommen.
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Induzierbare Lipoxygenasen in Weizen

Eigenschaften zur LOX-Spezies
Charakterisierung LOX-92 LOX-100 LOX-103 LOX2 Tal
Molekulare Masse 92 100 103 102
Wahrscheinliche
subzellulare Lokalisation - + + +
in den Chloroplasten
13-LOOH als
- ? (+/-) +
Hauptprodukt
9- LOOH als
+ ? (+/-) -
Hauptprodukt
Stabilitat uber 1 Woche + ? ? -
++++
Nie Aktivitat
. (80 % der
Enzymaktivitat messbar, nur + +
Gesamt-
AK-Signal
Aktivitat)
+ (schwaches
Induzierbar durch Pgt ++ + + _
Signal)
Induzierbar durch Meja + + + +
Nachweis in den
+ - - -
Weizenzellkulturen
Tab. 4.1 Charakteristische Eigenschaften von LOX-92, LOX-100, LOX-103 und

LOX2 Tal im Uberblick

Gemeinsamkeiten zur LOX2 Ta1 sind farblich unterlegt.

Anhand der Tabelle werden Gemeinsamkeiten von LOX-103 und LOX2 Ta1 leicht
erkennbar. Hier gibt es die groBte Ubereinstimmung, die beiden LOX-Spezies kdnnten
demnach identisch sein. Die meisten Argumente wurden bereits genannt:

- Sie besitzen eine nur geringe Enzymaktivitat im Vergleich zu den LOX-92.

- Sie sind eindeutig durch Meja induzierbar.

- Eine geringere Induktion ist jeweils durch den Pgt-Elictor moglich.

- In den Zellkulturen konnten sie nicht nachgewiesen werden.

- Beide LOX-Spezies sind mit hoher Wahrscheinlichkeit in den Chloroplasten

lokalisiert.
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- Die Produkt-Positionsspezifitat scheint bei beiden Spezies auf der Seite der 13-
Fettsdurehydroperoxide zu liegen.
- Das Molekulargewicht stimmt zwar nicht vollstandig Uberein, doch muss man
hierbei die unterschiedlichen Messmethoden berucksichtigen:
Die GrofRRe der LOX-103 wurde aus einem SDS-PAGE-Gel mithilfe von Protein-
Grollenmarkern abgeschatzt. Das Molekulargewicht von LOX2 Ta1l ist per
Computerprogramm (theoretische Verdaus) errechnet worden. Beide Methoden
sind nicht 100%ig miteinander vergleichbar.
Es spricht also vieles dafur, dass LOX2 Ta1 und LOX-103 identisch oder zumindest
nahe verwandt sind. Ansonsten musste es sich bei LOX2 Tal um eine bisher
unbekannte Weizen-LOX handeln. In dem Fall ware sie jedoch in allen bisherigen
Westernblot-Analysen ubersehen worden. Weder in den Rohextrakten, bei den
Chloroplastenisolationen, noch bei den IAC-Fraktionen konnte im Westernblot eine
Weizen-LOX von exakt 102 kDa nachgewiesen werden.
Es sind auch andere (LOX-) Systeme bekannt, bei denen die molekulare Masse des
nativen (LOX-) Proteins nicht genau mit der des rekombinanten (LOX-) Proteins
ubereinstimmen. Voros et al. (1998) beschreiben die Isolation einer Gersten-LOX
cDNA von 100 kDa grofRen Chloroplasten-LOX-Enzyms. Diese cDNA hat ein offenes
Leseraster von 3073. Das zugehorige, in E. coli exprimierte Enzym verfiigt Gber 936
Aminosaurereste und eine molekulare Masse von 106 kDa, d.h., in diesem Fall ist die
Diskrepanz zwischen dem nativen LOX-Enzym (100 kDa) und dem rekombinanten

LOX-Enzym (106 kDa) sogar noch groRer.

4.4 Mogliche Funktionen von LOX-92 und LOX2 Tal (alias LOX-103)

Wahrend der inkompatiblen Reaktion im Weizen — Weizenschwarzrost — System
werden vor Ausbildung der HR (Hypersensitiven Reaktion) sowohl 9-LOX (LOX-92)
als auch 13-LOX (LOX-103 bzw. LOX2 Ta1) induziert. Ein vergleichbares Bild erhalt
man nach der Elicitierung durch den Pgt-Elicitor und auch durch die Injektion von

Methyljasmonat (Meja).

Die LOX-92 sind durch viele weitere Stressausloser induzierbar. Sie scheinen in
diesen Situationen aufgrund ihrer hohen Enzymaktivitat die ,agierenden“ LOX-

Enzyme zu sein. Im Gegensatz hierzu scheinen die LOX-103 bzw. die LOX2 Ta1, also
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die 13-LOX, durch weniger Faktoren induzierbar zu sein. Im direkten Vergleich zu den
LOX-92 zeichnen sie sich sowohl durch eine erheblich geringere Enzymaktivitat, als
auch durch eine geringere Stabilitat des LOX-Proteins aus.
Da 9- und 13-LOX gleichzeitig aktiviert werden, ergeben sich mehrere Fragen:
- Warum werden zeitgleich einerseits hochaktive 9-LOX und andererseits relativ
gering aktive 13-LOX bendtigt?
-  Wie sieht die Regulation aus? Gibt es eine gemeinsame Regulation oder
werden 9- und 13-LOX unabhangig voneinander gesteuert?
- Welche Rolle spielen 9- bzw. 13-LOX bei der Hypersensitiven Reaktion (HR)?

4.4.1 Gibt es eine Kooperation von 9-LOX (LOX-92) und der 13-LOX (LOX2 Tal
bzw. LOX-103) beim Weizen?

Da beide LOX-Spezies vor Auspragung der HR aktiviert werden, lasst sich ein
Zusammenhang zwischen HR und LOX-Induktion vermuten.

In anderen Systemen, so beim Tabak (Rusterucci et al. 1999), Kartoffeln (Kolomiets et
al. 2000), Linsen (Maccarrone et al. 2000) und weiteren Pflanzen (z.B. Rosahl 1996)
wurde ein Zusammenhang zwischen der LOX-Induktion bzw. der Erhéhung der LOX-
Enzymaktivitat und der HR beobachtet. Hier sollen Argumente dargestellt werden,
dass dies auch fur Weizenpflanzen gilt.

Fir die 9-LOX LOX-92, nicht aber fur die 13-LOX LOX-103 alias LOX2 Ta1, wurde
eine Beteiligung an der HR von Loers (1999) ausfihrlich diskutiert. Die dort genannten
Argumente werden hier in die Diskussion mit eingebunden und erganzt:

Nach Elicitierung durch den Pgt-Elicitor und auch nach Meja-Induktion wird eine
Erhdhung der Lipidperoxidkonzentration von 40 — 110% in den Membranen
beobachtet (Loers 1999). Die Erhéhung der Lipidperoxidkonzentration gehort zu den
Ereignissen, die die HR einleiten bzw. begleiten (u.a. Jalloul et al. 2002; Gobel et al.
2003; Li et al. 2004; Kiba et al. 2006). Zeitgleich zur Erhdhung der
Lipidperoxidkonzentration werden beim Weizen Lipoxygenasen induziert. Auch hier
gibt es eine Ubereinstimmung zu anderen Systemen (u.a. Kolomiets et al. 2000; Kiba
et al. 2006).

Die Erhdhung an Lipidperoxiden in den Weizenmembranen durch die LOX-92, kdnnte
Radikalkettenreaktionen einleiten. Diese wiederum konnten zum Verlust der

Membranintegritat beitragen und so die HR (Hypersensitive Reaktion) begunstigen
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(u.a. Jalloul et al. 2002; Li et al. 2004) und letztendlich die Resistenz gegenuber
Pathogenen erhohen. Ein Zusammenhang zwischen HR, Resistenz gegenuber
Pathogenen und erhohter Lipid-Peroxidation wird z.B. beim Wirt-Pathogensystem
Reis - Magnaporthe grisea beobachtet. In diesem Fall wird eine direkte Abhangigkeit
beobachtet zwischen Lipid-Peroxidation sowie HR einerseits und Resistenz
gegenuber dem Pathogen andererseits.

Beim Weizen konnten nun zeitgleich induzierte Phospholipasen freie Fettsduren aus
den Membranlipiden freisetzen und so gentugend Substrat fur den Start der LOX-

Reaktionen zur Verfigung zu stellen.

Wahrend der spaten Phase der HR werden aromatische Monomere unter Beteiligung
einer Peroxidase polymerisiert. In vitro konnte gezeigt werden, dass Lipidperoxide,
wie sie bei der LOX-Reaktion entstehen, fur diese Reaktionen als
Elektronenakzeptoren in Frage kommen (Loers 1999). Somit ware auch bei dieser

wichtigen Reaktion eine Beteiligung von LOX-Produkten moglich.

Beim Tabak wurde von Rusterucci et al. (1999) gezeigt, dass bei der Ausbildung der
HR nach Elicitierung mit Cryptogein zwei verschiedene LOX-Spezies beteiligt sind.
Cryptogein ist ein Protein, welches vom Pathogen Phytophthora cryptogea isoliert wird
und eine elcitierende Wirkung, ahnlich dem Pgt-Elicitor, besitzt. Nach Elicitierung
werden eine 9- und eine 13-LOX aktiviert. Eine entsprechende Reaktion wird auch
nach Induktion durch Meja gestartet. Ein direkter Vergleich mit der Induktion von
Weizen-LOX nach Elicitierung mit dem Pgt-Elicitor und nach Meja-Injektion bietet sich
an.

Im Modell von Rusterucci werden freie Fettsauren zum Start der Lipoxygenase-
Reaktionen durch Lipasen zur Verfugung gestellt. Beim Weizen wurde nach der
Elicitierung oder Pathogenbefall eine erhdhte Phospholipasenaktivitat festgestellt
(Loers 1999). Eine 9-LOX im Cytosol katalysiert gleichzeitig die massive Bildung von
Hydroperoxiden mehrfach ungesattigter Fettsduren. Dadurch kommt es zur
Peroxidation von Membranlipiden und so zu Membranschadigungen. Diese
Reaktionskaskade induziert in diesem Modell letztendlich die Hypersensitive Reaktion
(HR). Das 13-LOX Reaktionsprodukt Jasmonat dient hier der Regulation der

Prozesse.
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Porta und Rocha-Sosa (2002) haben das Modell von Rusterucci et al. groltenteils
ubernommen. Sie postulieren ebenfalls, dass beim Tabak fiur die HR nach
Cryptogeinbehandlung die Aktivitaten von zwei LOX-Spezies, die einer 13-LOX und
einer 9-LOX, notwendig sind. Bei dem von Porta und Rocha-Sosa vorgestellten
Modell ist eine 13-LOX in der Lage, 13-Hydroperoxyfettsauren (13-HPOT) zu
synthetisieren, welche Uber den Allenoxid-Synthase-Weg (AOS) in das Signalmolekdl
Jasmonat uberfuhrt werden und so eine Regulation der Ablaufe ermdglichen.
Andererseits schadigen die Primarprodukte von 9- und 13-LOX, die 9- und 13-
Hydroperoxide der Fettsauren in der Zellmembran, direkt die Zellmembranen.
Letztendlich kommt es zur Ausbildung der Hypersensitiven Reaktion (HR).

Besonders wichtig erscheint der Aspekt, dass bei beiden vorgestellten Modellen
unterschiedliche LOX-Spezies, namlich 9- und 13-LOX fur die Entstehung der HR
gemeinsam eine Schllsselposition einnehmen.

Ausgehend von der von Rusterucci et al. aufgestellten und von Porta und Rocha-Sosa
uberarbeiteten Hypothese konnte die Regulation der 9- und 13-LOX (LOX-92 und

LOX2 Ta1) in erster Annaherung folgendermalen erklart werden:

Nach Induktion durch Meja oder den Pgt-Elicitor kommt es durch die aktiven LOX-92
zur Synthese von 9 (S)-Hydroperoxiden. Die freien Fettsauren fur den Start dieser
LOX-Reaktionen konnen durch die ebenfalls induzierten (Phospho-)Lipasen zur
Verfigung gestellt werden. Nach Auffassung von Rusterucci et al. (1999) findet diese
erste Freisetzung von freien Fettsduren meist an den Chloroplastenmembranen statt.
Beim Weizen sind 85% der gesamten Phospholipase-Aktivitat im Cytosol zu finden
(Loers 1999), so dass hier durchaus auch andere Zellmembranen betroffen sein
konnten.

Uber Radikalkettenreaktionen ware die Peroxidation von Membranlipiden durch die
LOX-92 mdglich. Eine Zunahme von peroxidierten Membranlipiden wird nach Meja-
und nach Pgt-Induktion tatsachlich beobachtet (Loers 1999).

Wichtige Kriterien far die Hypersensitive Reaktion (HR) sind
Polymerisierungsreaktionen ligninartiger Substanzen und somit auch die Aktivierung
der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) nach Elicitierung durch den Pgt-Elicitor
(Moerschbacher, 1988). Fur die anschliefend ablaufenden Peroxidase-katalysierten
Polymerisierungsreaktionen sind die Primarprodukte der LOX-92-Reaktion, die 9 (S)-

Hydroperoxide durchaus in der Lage, als notwendige Elektronenaktzeptoren (anstelle
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von H>O;) zu fungieren (Loers 1999). Die LOX-92 kdénnten demnach bei der
Pathogenabwehr, welche durch die Elicitierung mit dem Pgt-Elicitor simuliert wird, fur
die Peroxidierung der Lipidmembranen und letztendlich auch fur die Ablaufe der HR
mitverantwortlich sein.

Zeitgleich mit den 9-LOX werden beim Weizen nach Induktion durch den Pgt-Elicitor
und durch Meja auch 13-LOX (LOX-100 bzw. LOX2 Ta1) induziert. Die 13-LOX sind
prinzipiell dazu fahig, Uber den Allenoxid-Synthase-Weg zur Bildung des
Signalmolekils Jasmonat zu fuhren. Wasternack et al. (1998) beschreiben Jasmonat
als ,master switch” unter den verschiedenen Lipid-Signalmediatoren. Bei dem hier
vorgestellten Modell wird diese Idee aufgegriffen. Die Aktivitat der 9-LOX (LOX-92)
konnte somit (teilweise) Uber das Signalmolekul Jasmonat gesteuert werden, also
indirekt Uber die 13-LOX.

Ein Argument zur Stutzung des vorgestellten Modells wurde bereits genannt: Den
Weizenzellkulturen fehlen funktionsfahige Chloroplasten. Auch konnten hier die 13-
LOX LOX2 Ta1 bzw. LOX-103 nicht nachgewiesen werden. Die im Modell vorgestellte
Regulationsmoglichkeit Uber diesen Jasmonatweg fehlte den Weizenzellkulturen
demnach. Die offensichtlich nicht durch duere Faktoren regulierbare konstitutiv hohe
LOX-Enzymaktivitat der LOX-92, kénnte somit, wie bereits an anderer Stelle
propagiert, erklart werden.

Eine Vielzahl weiterer Steuerungselemente, welche direkt oder indirekt auf Stressreize
reagieren, fehlen dem oben beschriebenen Modell. Unter Abschnitt 4.4.2 wird daher
versucht, wichtige bisher unbertcksichtigte Faktoren in die Gesamtbetrachtung mit

einzubeziehen.

4.4.2 Einordnung der 9-LOX bzw. 13-LOX-Spezies in das Signal- und
Reaktionsnetz beim Ablauf pflanzlicher Abwehrreaktionen - eine

Hypothese

Als Resultat intensiver Bemihungen zahlreicher Arbeitsgruppen zum Verstandnis von
Pflanze-Pathogen-Interaktionen wird einer Vielzahl von Faktoren eine Funktion bei
pflanzlichen Abwehrreaktionen zugeschrieben. In der Summe bilden diese Faktoren
ein Signal- und Reaktionsnetz, dessen tatsachliche Struktur, Regulation und

Funktionsweise erst in Anfangen verstanden ist.
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Um den "Stellenwert" der in dieser Arbeit betrachteten Lipoxygenase-Spezies zu
verdeutlichen, ist in Abb. 4.2 eine "Gesamtsicht" versucht, welche notwendigerweise
spekulativ ist. Die Abbildung integriert einzelne Teilaspekte, welche wu.a. in
Ubersichten von Rusterucci et al. (1999), Jabs and Slusarenko (2000), Bleé (2002),
sowie Porta and Rocha-Sosa (2002) dargestellt sind.

Die Abbildung berlcksichtigt die durch umfassende Daten gestitzte Auffassung, dass
es nach einer Pathogen-Rezeptor-Interaktion zu frihzeitigen Translokationen von H*,
Ca®, K*, CI" -lonen an der Zellmembran kommt, begleitet von einem schnellen und
transienten "oxidative burst", d.h. der Generation reaktiver Sauerstoff-Spezies O," und
H,0.

Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) sind auch ein Begleitprodukt
energietransformierender Prozesse in Mitochondrien, Plastiden und Peroxisomen. Die
Zellen sind durch antioxidative Schutzmechanismen dagegen weitgehend geschutzt.
Pathogen-Befall und auch andere Stress-Situationen fuhren zu einer Storung der
subtilen Balance der ROS-Homoostase und somit zu Veranderung im Redox-Status
der Zelle. Zahlreiche Autoren vertreten die Auffassung, dass dadurch zellulare
Prozesse gesteuert werden, welche letztlich zum Zelltod fihren. Damit wird den ROS
die Rolle von Signalfaktoren zugeschrieben, welche Signaltransduktions-Kaskaden
initiieren (Reviews von Mittler 2002; Apel and Hirt 2004; Van Breusegem and Dat
2006; Halliwell 2006; Torres and Dangl 2006).

Das interaktive Wechselspiel mit weiteren Signalmolekilen ist kaum verstanden und
ein zentrales Thema der gegenwartigen Forschung. Beteiligt an dem zellularen
Geschehen sind, in Abbildung 4.3 vereinfacht als Dreier-Zeilenblock dargestellt,
offenbar ,Crosstalk“- und ,Feedback“-Verstarkungsmechanismen, unter Beteiligung
u.a. von Salicylsdure (SA), Jasmonsaure (JA), Stickstoffmonoxid (NO), Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK), Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und
.Pathogenesis-Related” (PR) Proteinen sowie der Expression anderer Gene.

Und die Rolle der Lipoxygenasen bei diesen Vorgangen?

Im Abschnitt 4.4.1 wurde ein Modell entwickelt, wie eine ,Abstimmung® zwischen LOX-
Spezies mit einer unterschiedlichen Kompartimentierung und einer unterschiedlichen
Positions-Spezifitat (9-LOX bzw. 13-LOX, entsprechend LOX-92 bzw. LOX-103 =
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LOX2 Tal im Weizen) aussehen kdnnte. Ausgehend von dem oben genannten Modell
kann fur eine ,Gesamtsicht* folgende Hypothese aufgezeigt werden:

Die 9-LOX (im Weizen reprasentiert durch die cytosolischen LOX-92), welche nach
Pathogenbefall in der inkompatiblen Interaktion oder nach Elicitor-Einwirkung sehr
stark aktiviert sind katalysieren die Bildung von 9-LOOH, welche anstelle von H,O; als
Co-Substrat Peroxidase-katalysierte Polymerisations- bzw. Lignifizierungs-Reaktionen
ermoglicht (Loers 1999). Solche Reaktionen sind ein Kennzeichen der pflanzlichen
Hypersensitivitats-Reaktion (Moerschbacher et al., 1988). Dartber hinaus ist denkbar,
dass die vermutlich in groRer Menge anfallenden Lipidhydroperoxide - wie ansonsten
auch die ROS - zu Membranlipid-Peroxidationen flhren. Insbesondere kénnten auch
sie zur Bildung von Phyto-Oxylipinen fuhren (Bleé 2002), welche sehr wohl durch
einen toxischen Effekt auf pathogene Mikroorganismen zur pflanzlichen Abwehr

beitragen kdonnten (Prost et al. 2005).

Die vorliegende Arbeit zeigt im Weiteren, dass ein kleiner Anteil der LOX-Aktivierung
sehr wahrscheinlich auf eine plastidare 13-LOX zurlckzufihren ist. Diese fuhrt
letztlich zur Bildung eines Signalmolekils (Jasmonsaure), welches nach
gegenwartigem Verstandnis eine Komponente in dem oben angesprochenen
Signalnetz darstellt. Die Aktivitatssteigerung der 13-LOX, welche in dieser Arbeit
durch die Weizen LOX2 Ta1 reprasentiert ist, ist nach dem vorliegenden Ergebnis auf
eine  Aktivierung der  Gen-Expression  zurlckzufuhren,  wahrend die
Aktivitatssteigerung der 9-LOX offenbar das Resultat posttranslationaler

Modifikationen (und damit vermutlich noch schnellerer Prozesse) ist.

Das Substrat der angesprochenen Lipoxgenasen sind ungesattigte Fettsauren,
welche durch (Phospho-)Lipase-Aktivitaten aus zellularen Membranen freigesetzt
werden. Als verantwortliche Enzyme hierflir werden Phospholipasen A (PLA) und D
(PLD) angesehen (Reviews von Bleé 2002; Wang 2004). Im Weizen-Rostpilz-System
erfolgt in der Tat eine Aktivierung beider Aktivitaten (Loers 1999). Die Steuerung der
angesprochenen Phospholipasen (PL) in Pflanzen ist wenig bekannt; eine Regulation
von PLD durch G-Proteine sowie eine Interaktion mit H,O, wird diskutiert (Wang
2004); im Falle der PLA spielen Ca®*-lonen eine Rolle (Ryu 2004). Aktuell wird in
Tabakblattern auch eine plastidare Galactolipase (interessanterweise neben einer
ebenfalls plastidaren 9-LOX) ins Spiel gebracht (Cacas et al. 2005).
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Die in Abb. 4.2 dargestellte Hypothese erhalt eine zusatzliche Stitze und gleichzeitig
eine interessante mogliche Erweiterung durch aktuelle Arbeiten mit einem Nicotiana-
Pseudomonas syringae-System (Montillet et al. 2005): Diese Arbeiten hatten zum Ziel,
die ROS-vermittelte mit einer LOX-abhangigen Lipid-Peroxidation zu vergleichen. Dies
war maoglich durch die Messung der Membran-Peroxidation in Blattern transgener
Catalase-defizienter Pflanzen bei unterschiedlichen Licht-Konditionen. Mit diesem
System wurde gezeigt, dass bei Lichteinstrahlung bzw. unter
Photosynthesebedingungen, H,O, photorespiratorischer Herkunft in der Tat ursachlich
zur Lipid-Peroxidation bzw. zum Zelltod fuhrt. Im Dunkeln dagegen war die Initiation
des Zelltods unabhangig von H;0O,; stattdessen war unter diesen Bedingungen eine
Korrelation zwischen Lipid-Peroxidation und 9-LOX-Weg gegeben. Diese Daten
verdeutlichen eindrucksvoll die Wechselbeziehung zwischen ROS und LOX-
abhangiger Lipid-Peroxidation in Abhangigkeit von AulRenfaktoren. Naturlich bleiben
Fragen offen, was die Vergleichbarkeit des in der zitierten Arbeit verwendeten
Solanaceen-Systems mit dem in der vorliegenden Arbeit genutzten Gramineen-
System betrifft. Das gilt insbesondere auch fir die Aussage, dass in Tabak-Blattern
eine plastidare (und nicht eine cytosolische) 9-LOX-Aktivitat fur die Lipid-Peroxidation

verantwortlich sein soll (Cacas et al. 2005).

Schon zuvor wurden Resultate, welche mit einem transgenen Solanum-System mit
einer reduzierten 9-LOX-Transkription gewonnen worden waren, von den Autoren in
dem Sinne interpretiert, dass die Hypersensitivitats-Reaktion normalerweise durch die
Aktivitat einer spezifischen 9-LOX gestutzt wird. Falls aber die Bildung von 9-
Lipidhydroperoxiden unterdruckt ist, dann kdonnen diese - unter Lichtbedingungen -
ersetzt werden durch "autoxidative" Lipid-Peroxidationen sowie durch die Aktivitat von
13-LOX (Gobel et al. 2003).

Die Mitwirkung von photorespirativem H,O, bei Abwehrreaktionen und Zelltod wurde
ebenfalls bei transgenen Catalase-defizienten Arabidopsis-Pflanzen gezeigt.
Weitergehende Microarray-Analysen haben dariber hinaus den unmittelbaren
Einfluss von photorespirativem H,O, auf das Transkriptions-Muster dieser Pflanzen
verdeutlicht (Vandenabeek et al. 2004). Ebenfalls mit einem Arabidopsis-System
wurde gezeigt, dass charakteristische Abwehrreaktionen wie PAL-Aktivierung, die

Akkumulation von Salicylsaure und auch die Etablierung der systemischen Resistenz
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lichtabhangig sind, nicht jedoch der frihe "oxidative burst", die Pathogen-induzierte

Akkumulation von Jasmonsaure und die Phytoalexin-Produktion (Zeier et al. 2004).

In der Summe lassen die hier vorgelegte sowie die zitierten Arbeiten fur die Zukunft
einen wachsenden Erkenntnisprogress erwarten, was die zeitlichen und raumlichen
Beziehungen von Lipid-Peroxidationen und nachfolgenden Reaktionswege, der
Generation von Reaktiven Sauerstoffspezies, sowie der Interaktion dieser Prozesse
mit anderen Signalmolekulen betrifft. Dieser Erkenntnisprogress wird bereits
verdeutlicht durch den 9-LOX-Weg, dessen Bedeutung im Zusammenspiel mit dem
13-LOX-Weg und Reaktiven Sauerstoffspezies im Verstandnis von pflanzlichen
Abwehrreaktionen sich erst in der vergangenen wenigen Jahren abzuzeichnen
begann und vorher nicht vorauszusehen war.

In Abbildung. 4.2 wird die aufgestellte Hypothese schematisch zusammengefasst.
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Abb. 4.2

Hypothese zur Beteiligung von Lipoxygenasen mit unterschiedlicher Positions-
Spezifitdt an der Hypersensitivitatsreaktion pflanzlicher Zellen (in teilweiser
Anlehnung an Darstellungen von Rusterucci et al. 1999; Jabs and Slusarenko 2000;
Blée 2002; von Breusgem and Dat 2006).

Nach Pathogen- bzw. Stress-Einwirkung kommt es zur Aktivierung sowohl eines
plastidaren 13-LOX-Weges als auch eines cytosolischen 9-LOX-Weges.

Der plastidare Weg fuhrt Gber 13-LOOH und den Allenoxidsynthase Weg zur Bildung
von Jasmonat (JA), welches als Signalsubstanz zellulare Prozesse moduliert. Die
Wirkung von JA lasst sich im Experiment durch extern zugefiihrtes Methyljasmonat
(Meja) simulieren. In der vorliegenden Arbeit wird die plastidare 13-LOX durch die
Weizen-LOX-Spezies "LOX 103" = LOX2 Ta1 reprasentiert.

Der cytosolische Weg fiihrt zwar nicht zur Bildung einer (bekannten) regulatorischen
Substanz, wohl aber mit 9-LOOH zu einem Intermediat, welches als Co-Substrat
Peroxidase (POD)-katalysierte Polymerisations-Reaktionen erméglicht (Loers 1999). In
der vorliegenden Arbeit wird die 9-LOX durch die nach Pathogen-Befall sehr stark
aktivierte Weizen-LOX-Spezies "LOX-92" reprasentiert. (Weitere Erlauterungen im

begleitenden Text Kap. 4.4).

Erlauterungen:

orange Die in der vorliegenden Arbeit betrachteten Wege bzw. LOX-Spezies

grin Spekulativ vermutete Signal- und Regulationswege (posttranslationale
Modifikationen)

LH Aus Membranlipiden freigesetzte ungesattigte Fettsauren

LOOH Lipidhydroperoxide

ROS Reaktive Oxygen-Spezies

JA Jasmonat

Meja Methyljasmonat

SA Salicylat

NO Nitroxid-Radikal

MAPK Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase(-Kaskade)

POD Peroxidasen

PAL Phenylalanin-Ammonium-Lyase

HR Hypersensitive Reaktion

(Die obige Darstellung ist in gemeinschaftlichen Diskussionen mit H.J. Grambow

entstanden.)
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