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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Wihrend des Lebenszyklus von Pflanzen zeichnen sich diverse Entwicklungsprozesse
unter anderem durch Verdnderungen der intrazelluldren Lipidzusammensetzung aus. Der
Lebenszyklus der Samenpflanzen beginnt mit der Keimung, die in Olsaaten durch die
Mobilisierung von Speicherlipiden charakterisiert ist (Gerhardt, 1993). Speicherlipide
setzen sich liberwiegend aus Triacylglyzerinen (TAGs) zusammen. Diese werden der
Gruppe der Glyzerolipide zugerechnet, so dass der erste abbauende Schritt durch
lipolytische Enzyme erfolgt. Hierbei wird in einer Esterasereaktion die Esterbindung
zwischen Glyzerin und Fettsdure hydrolysiert. Die Familie der Lipasen kann man aufgrund

ithrer Kopfgruppenspezifitit filir verschiedene Substrate unterteilen.

1.1 Phospholipasen

Phospholipasen sind hydrolysierende Enzyme des Katabolimus von Phospholipiden, die
neben dem Umbau und Abbau der Phospholipide iiber die Freisetzung von Lipidmeta-
boliten an der Regulation physiologischer Prozesse beteiligt sind (Rhee und Bae, 1997,
Assmann und Shimazaki, 1999; Williams, 1999; Liscovitch et al., 2000). Die Aktivierung
von Phospholipasen stellt dabei oft den initialen Schritt zur Generierung von
Signalmolekiilen, sogenannten ,,second messenger”, dar. Phospholipasen lassen sich
entsprechend der Stellen, an denen sie die Phospholipide hydrolysieren, in Phospholipase
D (PLD; E.C. 3.1.4.4), C (PLC; E.C. 3.1.4.3), A, (PLA,; E.C. 3.1.1.4), A, (PLA;; E.C.
3.1.1.32) und B (PLB; E.C. 3.1.1.5) Kklassifizieren (Abb. 1). PLD und PLC sind
Phosphodiesterasen, wihrend es sich bei PLA;, PLA, und PLB um Acylhydrolasen
handelt, welche die Acylesterbindung spezifisch am C1- oder C2-Atom des Glyzerins bzw.
im Fall von PLB beide Acylesterbindungen eines Phospholipids nacheinander
hydrolysieren. FEine nahe verwandte Klasse von Enzymen beinhaltet die
Lysophospholipasen (LysoPLAs; E.C. 3.1.1.5), die die Produkte der PLAs hydrolysieren
(Abb. 1). Auf der Basis ihrer Sequenzen und/oder biochemischen Eigenschaften kdnnen

die einzelnen Phospholipaseklassen in weitere Unterfamilien aufgeteilt werden (Wang,

2001).
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Abb. 1 Hydrolyse von Phosphatidylcholin durch PLD, PLC, PLA,, PLA, PLB und
LysoPLA und die entsprechenden Reaktionsprodukte (Wang, 2001). Die Pfeile fiir
PLD, PLC und PLA, geben, im Gegensatz zu den Pfeilen fiir PLB, LysoPLA und PLA;,
die Stellen der jeweiligen Hydrolyse an. PLA; hydrolysiert die snl-Acylesterbindung,
wiéhrend LysoPLA die letzte Fettsdure (FS) von Lysophospholipiden entfernt, die durch
PLA, und PLA, entstanden sein konnen (gedrehte Pfeile). PLB hydrolysiert nacheinander
die Acylesterbindungen von zwei FS und die Reaktionsprodukte entsprechen denen von
LysoPLA. Cho, Cholin; P-Cho, Phosphocholin, DAG, Diacylglyzerin; PA,
Phosphatidsiure.

1.1.1 Phospholipase A

Bei Tieren konnen die PLAj,s vereinfacht in vier Gruppen unterteilt werden: die
sekretorischen PLAjs (sPLA;), die zytosolischen Ca2+—abhéingigen PLA,s (cPLA;), die
intrazelluldren Ca2+-unabhéingigen PLA;,s (iPLA;) und die ,,Platelet Activating Factor*-
spezifischen Acylhydrolasen (PAF-PLA;) (Meijer und Munnik, 2003). Aufgrund ihrer
Relevanz fiir die vorliegende Arbeit werden nur die iPLA;s detaillierter beschrieben. Im
Tierreich haben diese Enzyme eine GroB3e von durchschnittlich 85 kDa und weisen neben
der Lipasekonsensussequenz (GXSXG) ein mdgliches ATP-bindendes Motiv auf. Sie
benotigen direkt keine Kalziumionen fiir ihre Aktivitdt, werden aber durch Calmodulin
oder durch Anderungen in der Ca®"-Konzentration reguliert (Akiba und Sato, 2004). Die
iPLA;s induzieren bei Tieren die Freisetzung von Arachidonsdure und Lysophospholipid
und sind somit an der Eicosanoidsynthese beteiligt, welches auf eine Funktion in der

Entziindungs- und Immunantwort schlielen ldsst (Maggi et al., 2002).
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In Pflanzen weisen die heute bekannten intrazelluliren PLAs auf der Ebene der
Aminoséduresequenz Ahnlichkeit mit Patatinen und den iPLA,s der Tiere auf. Patatine
wurden urspriinglich als eine Gruppe eng verwandter Speicherproteine in der
Kartoffelknolle (Solanum tuberosum) beschrieben. Sie besitzen Acylhydrolaseaktivitdt und
wurden zuerst als vakuoldre Glykoproteine identifiziert (Hirschberg et al., 2001; Shewry,
2003). Neben drei Patatin-dhnlichen PLA,-Isoformen, die aus Tabakblittern (Nicotiana
tabacum) isoliert werden konnten (Dhondt et al., 2000), wurden Patatin-dhnliche
Phospholipasen auch in dem Kautschukbaum (Hevea brasiliensis) und der Augenbohne
(Vigna unguiculata) gefunden (Sowka et al., 1998; Matos et al., 2001). Die GroB3e dieser
Proteine liegt zwischen 40 und 48 kDa. Desweiteren konnten ein nach Elicitoreinwirkung
induziertes zytosolischen Enzym aus Kartoffel und ein wihrend der Keimung an
Lipidkorpern der Gurke (Cucumis sativus) auftretendes Protein als Patatin-dhnliche PLAs
identifiziert werden (Senda et al., 1996; May et al., 1998). Letzteres wird als ein
wesentliches Objekt dieser Arbeit in 1.5 ausfiihrlicher erldutert. In Arabidopsis thaliana (A.
thaliana) sind zehn verschiedene Isoformen Patatin-dhnlicher PLAs bekannt (AtPLA), die
aufgrund ihrer Homologie auf Ebene der Aminosduresequenz, der Gréfle und der Intron-
Exonsequenzen der Gene in drei Guppen eingeteilt werden (Holk et al., 2002). Nach
Isolierung der cDNA der vier Patatin-dhnlichen PLAs, AtPLA TA, AtPLA IIA, AtPLA IVA
und AtPLA IVC, konnten diese Enzyme im Zytosol lokalisiert werden. Fiir AtPLA IVA
und AtPLA IIA wurde zusitzlich PLA-Aktivitit nachgewiesen, und Inhibitorstudien
fihrten zu der Annahme, dass die AtPLA-Familie eine Funktion in der

Auxinsignaltransduktion besitzt (Holk et al., 2002; Rietz et al., 2004).

1.2 Triacylglyzerin-Lipasen

Triacylglyzerin-Lipasen (TGLs; E.C. 3.1.1.3) katalysieren die Hydrolyse von TAGs zu
Glyzerin und freien Fettsduren. In Pflanzen findet man diese Enzyme insbesondere in den
fettspeichernden Organen, den Samen, Pollen und in einigen Fillen auch den Wurzeln oder
Bléttern. Bisher wurden nur die TGLs aus Samen ndher untersucht, da sie in diesem Organ

in ausreichender Menge fiir eine biochemische Analyse zuginglich sind (Huang, 1993).

Wihrend der Keimung sind die TGLs fiir die Hydrolyse der in den Lipidkdrpern fettreicher

Samen gespeicherten TAGs verantwortlich. Je nach Pflanzenspezies kann die
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entsprechende TGL direkt am Lipidkorper oder auch in anderen subzelluldren

Kompartimenten wie in den Glyoxysomen und im Zytosol lokalisiert sein (Huang, 1993).

Alle bisher untersuchten TGLs zeigen keine Aktivitit im ruhenden Samen, sondern werden
erst wiahrend der Keimung aktiv (Huang, 1993). Eine Ausnahme bildet dabei die saure
TGL aus Ricinussamen (Ricinus communis; Ory, 1969; Altaf et al., 1997; Eastmond,
2004). Unterschiede findet man jedoch in der Substratspezifitit, dem pH-Optimum, der
Hydrophobizitit des Molekiils, der Reaktivitit gegeniiber Sulfhydrylgruppen und der

bereits erwédhnten subzelluldren Verteilung der Enzyme (Huang, 1993).

Diverse TGLs, die in den Samen verschiedener Olsaaten nachgewiesen wurden,
einschlieBlich der TGLs aus Ricinus-, Mais- (Zea mays), Raps- (Brassica napus), Senf-
(Sinapsis spp.) und Jojobasamen (Simmondsia chinensis), konnten an der Membran von
Lipidkorpern lokalisiert werden. 50 - 80 % der TGL-Aktivitit eines Samenextraktes
konnen mit der Lipidkorperfraktion assoziiert sein, trotzdem diirfte die Proteinmenge der

TGLs an diesem Organell eher gering sein (Huang, 1993).

Bisher konnten TGLs aus Samen von Pflanzen wie Mais (Lin und Huang, 1984), Ricinus
(Maeshima und Beevers, 1985; Fuchs et al., 1996), Raps (Fuchs, 1994) und Vernonia
galamensis (Ncube et al., 1995) gereinigt werden. In der jlingsten Vergangenheit wurden
erste Gene kloniert, die fiir Proteine mit TGL-Aktivitdt kodieren (Eastmond, 2004; Matsui
et al., 2004; El-Kouhen et al., 2005; Padham et al., 2007), wobei zu Beginn dieser Arbeit
fiir kein TGL-Gen gezeigt worden war, dass es eine physiologische Rolle bei der
Hydrolyse von Speicherlipiden wihrend der Keimung spielt. Kiirzlich konnte jedoch in A.
thaliana mit Hilfe von Mutantenanalysen das Gen SDP1 identifiziert werden, das fiir eine
TGL kodiert, die eine Patatin-dhnliche Acylhydrolasedoméine aufweist und die
Mobilisierung der Speicherlipide in Keimlingen initiiert (Eastmond, 2006). Desweiteren
wurde in dem Genom von A. thaliana eine TGL-Gen-Familie mit neun Mitgliedern
identifziert, von der die zwei mutmaBlichen keimungsspezifischen TGLs AtTGL1 und
AtTGL2 lipolytische Aktivitit zeigten (Korner, 2005). Homologievergleiche ergaben, dass
diese beiden TGLs auf der Ebene der Aminoséduren 88 % identisch sind. Nach heterologer
Expression in E.coli konnte fiir AtTGL1 und AtTGL2 eine lipolytische Aktivitét
gegeniiber TAGs detektiert werden. Die TGL-Aktivitdt dieser beiden Proteine konnte
zusdtzlich durch die Komplementation der TGL-defizienten Hefemutante Atgl3

nachgewiesen werden (Korner, 2005).
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1.3 Lipidkorper

In fettreichen Samen werden die TAGs als Speicherlipide in den sogenannten Lipidkorpern
gelagert und dienen als alleinige Kohlenstoffquelle in den Anfangsstadien der Keimung.
Lipidkorper, die frither auch als Sphiarosomen oder Oleosomen bezeichnet wurden, sind
sphirische Organellen mit einem Durchmesser von 0,5 -2 pum. Sie bestehen aus einer
TAG-Matrix, die von einer Phospholipideinfachmembran begrenzt wird (Abb. 2; Kindl,
1987), und werden wihrend der Samenreifung am endoplasmatischen Retikulum gebildet
(Wanner et al., 1981; Huang, 1992; Murphy, 2001). Proteine, dic in dieser Membran
lokalisiert sind, haben sowohl strukturelle als auch enzymatische Funktionen (Kindl,
1987). Die dominierenden Proteine am Lipidkorper sind die Oleosine. Sie konnen bis zu
8 % (w/w) des Gesamtproteins im Samen ausmachen und nehmen nicht nur den gréBten
Anteil der Lipidkorperproteine ein, sondern sind in ihrem Vorkommen auch auf dieses
Organell beschrinkt (Huang, 1994; Murphy et al., 2001). Es handelt sich um hydrophobe,
alkalische Proteine (pl <6,2) mit einem Molekulargewicht zwischen 15 und 26 kDa.
Oleosine bedecken die gesamte Oberfliche der Lipidkérper und haben vermutlich eine
strukturelle Funktion. Aufgrund der Wechselwirkung der Oleosine mit den Phospholipiden
wird eine stabile amphipathische Schicht auf der Oberfliche der TAGs gebildet, welche
die Integritdt der Lipidkorper aufrecht erhdlt und verhindert, dass sie miteinander
fusionieren (Huang, 1994). Desweiteren wird vermutet, dass Oleosine als Ankerproteine
fiir Enzyme dienen, die wéhrend der Keimung neu synthetisiert werden und an der
Metabolisierung der Speicherlipide beteiligt sind. Diese Funktion wird auch fiir die
Caleosine angenommen, weitere Strukturproteine des Lipidkorpers, die eine konservierte
C-terminale phosphatbindende sowie eine konservierte N-terminale kalziumbindende
Domine aufweisen (Abb. 2; Chen et al., 1999). Kiirzlich konnte mit Hilfe von
Arabidopsis-Insertions-Mutanten gezeigt werden, dass Caleosin am Abbau der
Speicherlipide wihrend der Keimung beteiligt ist. Die Rolle des Caleosins bezieht sich
dabei sowohl auf die Modifikation der Membran der Speichervakuole als auch auf die
Interaktion der Lipidkdrper mit den Speichervakuolen (Poxleitner et al., 2006). Ein
weiteres Protein, das nur in geringen Mengen am Lipidkorper gefunden werden kann, zeigt
eine Steroidbindedomdne sowie Dehydrogenase/Reduktase-Aktivitit und wird als
Steroleosin bezeichnet. Es wird vermutet, dass Steroleosine an der Signaltransduktion

beteiligt sind (Lin et al., 2002).
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Abb. 2 Zusammensetzung der Lipidkorper wihrend der Keimung von Cucumis
sativus (nach Feussner et al., 2001). Lipidkorper bestehen aus Triacylglyzerinen (TAG),
die von einer Phospholipideinfachmembran begrenzt werden. In ruhenden Samen kénnen
die zwei integralen Membranproteine Oleosin und Caleosin gefunden werden. Wéhrend
der Keimung werden mindestens drei weitere Proteine an der Lipidkorpermembran
detektierbar: eine 13-Lipoxygenase, eine Patatin-dhnliche Phospholipase und eine
Triacylglyzerin-Lipase (TGL).

Wihrend die Oleosine permanent am Lipidkdrper nachweisbar sind, konnen andere
Proteine nur zu bestimmten Entwicklungsstadien der Pflanze an diesem Organell gefunden
werden. Insbesondere wihrend der Keimung wird der Lipidkorper mit einem neuen Satz
von Proteinen ausgestattet, die liberwiegend Funktionen beim Abbau der Speicherlipide
einnehmen, wie z.B. TGLs und Phospholipasen (Abb. 2). Eine zentrale Rolle besitzen
hierbei die TGLs, die nach ihrer de novo Synthese im Zytosol an die Lipidkorper binden
und dort die TAGs hydrolysieren (Huang, 1992). An der Lipidkérpermembran von
Gurkenkeimlingen koénnen wihrend der Keimung neben einer TGL eine Lipoxygenase
(LOX) und eine Phospholipase nachgewiesen werden (Kindl, 1997), die in den folgenden

Kapiteln ndher erldutert werden.
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1.4 Mobilisierung von Speicherlipiden wiihrend der Keimung

Die klassische Mobilisierung der Speicherlipide erfolgt {iber TGLs, die an der Membran
der Lipidkorper lokalisiert sind und mit hoher Selektivitit TAGs zu Glyzerin und freien
Fettsduren hydrolysieren (Abb. 3; Adlercreutz et al., 1997). Die freigesetzten Fettsduren
werden anschlieBend in spezialisierte Peroxisomen, sogenannte Glyoxysomen,
transportiert und dort als aktivierte CoA-Thioester mittels f-Oxidation in Acetyl-CoA-
Molekiile abgebaut. Letztere werden im Keimling iiber den Glyoxylatzyklus fiir die

Gluconeogenese verwendet (Kindl, 1984).

Parallel dazu wurde eine alternative Moglichkeit der Speicherlipidmobilisierung
beschrieben, die auf dem Nachweis einer spezifischen, an der Lipidkdrpermembran
lokalisierten Lipoxygenase (LOX) in Gurken-, Anis- (Pimpinella anisum), Sonnenblumen-
(Helianthus annus), und Sojakeimlingen (Glycine max) basiert (Abb. 2; Feussner et al.,
1997b). LOXen (E.C. 1.13.11.12) bilden eine umfangreiche Familie von Nicht-Him-
Eisen-Dioxygenasen, welche den Einbau von Sauerstoff in mehrfach ungesittigte
Fettsduren, die ein oder mehrere (1Z, 4Z)-Pentadiensysteme enthalten, katalysieren,
welches zu den entsprechenden ungesittigten, konjugierten Hydroperoxy-Séuren fiihrt

(Brash, 1999; Feussner und Kiihn, 2000).

In frithen Stadien der Keimung wird in Gurkenkeimlingen eine LOX de novo synthetisiert
und zum Lipidkdrper transportiert (Feussner und Kindl, 1992). Anhand
immunzytologischer Studien konnte dieses Enzym schon am ersten Tag der Keimung an
der Lipidkérpermembran nachgewiesen werden (Feussner et al., 1996). Im weiteren
Verlauf der Keimung erfolgt eine kontinuierliche Zunahme in der Proteinmenge der LOX,
welche am dritten Tag ein Maximum erreicht und anschlieBend wieder zuriickgeht. Zum
Zeitpunkt der maximalen Proteinmenge ist dieses Enzym eines der dominierenden Proteine
am Lipidkorper und weist unter den Proteinen des Keimlings eine der hochsten
Neusyntheseraten auf (Sturm et al., 1985). Die in Gurkenkeimlingen nachgewiesene LOX
zeichnet sich durch ein alkalisches pH-Optimum zwischen 7,2 und 8,5 (Feussner und
Kindl, 1994; Feussner et al., 1998) sowie durch eine ungewohnliche Produktspezifitit aus.
Das Enzym oxygeniert Linol- bzw. Linolensdure zu (13S,9Z,11E)-13-Hydroperoxy-9,11-
octadecadiensdure (13-HPOD) bzw. zu (13S,9Z,11E,15Z)-13-Hydroperoxy-9,11,15-
octadecatriensdure (13-HPOT). Desweiteren ist diese LOX in der Lage in vitro Trilinolein
direkt zu Mono-, Di- und Tri-13-HPOD-Derivaten zu oxygenieren (Feussner et al., 1995;

Feussner et al., 1997a; Feussner et al., 1998).
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Aufgrund von Fraktionierungsstudien von Speicherlipiden und Analysen von Lipidkorpern
verschiedener Keimungsstadien wurde ein alternatives Modell fiir die Mobilisierung der
Speicherlipide in Pflanzen vorgeschlagen (Abb. 3; Feussner et al., 1997b; Kindl, 1997,
Feussner et al., 2001). Als erster Schritt muf3 dabei die Integritdt der Lipidkdrpermembran
zerstort werden, welches durch zwei nacheinander oder gleichzeitig ablaufende Reaktionen
ermOglicht werden konnte: zum einen kdnnte ein proteolytischer Abbau der strukturellen
Proteine des Lipidkorpers, der Oleosine, stattfinden (Matsui et al., 1999; Vandana und
Bhatla, 2006) und zum anderen konnte die Phospholipideinfachmembran partiell durch
eine Phospholipase abgebaut werden (Noll et al., 2000). Nach der teilweisen Zerstérung
der Einfachmembran erhilt die am Lipidkorper assoziierte LOX Zugang zu ihrem Substrat,
den in der Matrix lokalisierten TAGs, so dass dieses Enzym die Linolsdurereste der Lipide
zu den entsprechenden 13-HPOD-Derivaten oxygenieren kann. Letzteres konnte durch die
Akkumulation gofler Mengen an LOX-Produkten in der TAG-Fraktion von Lipidkorpern
nachgewiesen werden (Feussner et al., 1997a). Im weiteren Verlauf des Abbaus der
Speicherlipide werden die veresterten Hydroperoxyfettsduren durch eine fiir diese
Modifikation hoch spezifische TGL freigesetzt. Fiir Lipidkorper aus Gurkenkeimlingen
konnte diese spezifische TGL genauer beschrieben werden (Balkenhohl et al., 1998;
Balkenhohl, 2000) und auch in anderen Olsaaten wie Ricinus, Kiirbis (Cucurbita spp.),
Ringelblume (Calendula officinalis), Sonnenblume, Vernonia und Lein (Linum
usitatissimum) wurden nur oxygenierte Fettsduren durch die jeweilige TGL hydrolysiert
(Adlercreutz et al., 1997; Balkenhohl et al., 1998). Die freien Hydroperoxyfettsduren
werden anschlieBend durch eine Reduktase zu den entsprechenden freien
Hydroxyfettsduren reduziert (Feussner et al., 1995). In Gurkenkeimlingen wurde dieses
Enzym jedoch bisher nicht identifiziert. In neuesten Arbeiten konnten fiir Caleosine aus A.
thalina und Reis (Oryza sativa) eine hydroperoxidabhidngige Monooxygenase-Aktivitat
gezeigt werden (Hanano et al., 2006), so dass sich vermuten lasst, dass Caleosine generell
fiir die Reduktion der freien Hydroperoxyfettsduren wéihrend der Keimung verantwortlich
sind. Die freien Hydroxyfettsduren stellen dann das eigentliche endogene Substrat fiir die
B-Oxidation dar und werden wie bereits beschrieben zu Acetyl-CoA abgebaut (Gerhardt et
al., 2005).

Die Studien zum Abbau von Speicherlipiden in Keimlingen von Olsaaten zeigen, dass
sowohl der klassische LOX-unabhingige als auch der LOX-abhidngige Abbauweg
existieren, wobei noch unklar ist, ob einer der beiden Stoffwechselwege bevorzugt

wihrend der Keimung verwendet wird (Feussner et al., 2001). Es hat jedoch den
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Stoffwechselwege zum Abbau von Speicher-
lipiden wihrend der Keimung von Pflanzen (nach Feussner et al., 2001). Schwarze
Pfeile geben den klassischen glyoxysomalen oder peroxysomalen Abbau freier Fettsduren
wieder. Rote Pfeile zeigen den alternativen 13-LOX-abhéngigen Abbauweg von
Polyenfettsduren.

Anschein, dass verschiedene Pflanzenarten jeweils einen der beiden Abbauwege
favorisieren. Der klassische LOX-unabhédngige Abbauweg scheint z.B. von Mais- und
Raps-Keimlingen bevorzugt verwendet zu werden (Huang, 1993; Fuchs et al., 1996),
wohingegen der LOX-abhédngige Weg in Gurken-, Sonnenblumen- und Leinkeimlingen

vorzufinden ist (Feussner et al., 2001).
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1.5 Zuginglichkeit des Lipidkorpers fiir lipidmobilisierende Enzyme

Zur Mobilisierung der in den Lipidkoérpern gespeicherten TAGs muB3 zunidchst die
Integritdt der Lipidkoérpermembran zerstort werden, damit die lipidmobilisierenden
Enzyme, wie die LOX oder die TGL, Zugang zu ihren Substraten erhalten. Bisher konnten
wie schon erwihnt Hinweise gefunden werden, dass einerseits ein proteolytischer Abbau
der strukturellen Lipidkdrperproteine, der Oleosine, stattfindet (Matsui et al., 1999;
Vandana und Bhatla, 2006) und andererseits die Phospholipideinfachmembran partiell
durch eine Patatin-dhnliche Phospholipase abgebaut wird (Noll et al., 2000).

In Gurkenkeimlingen konnte ein Patatin-dhnliches Protein mit PLA,-Aktivitit identifiziert
werden, welches zu frithen Stadien der Lipidkérpermobilisierung de novo synthetisiert und
zum Lipidkorper transportiert wird (May et al., 1998). Es handelt sich um ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 44,8 kDa, das eine Homologie zu Patatin, dem vakuoldren
Speicherprotein der Kartoffel, aufweist und in dieser Arbeit mit CsPAT bezeichnet wird.
Eine Immunodetektion in subzelluldren Fraktionen von Gurkenkeimlingen ergab, dass das
Patatin-dhnliche Protein CsPAT ausschlieBlich in der Lipidkdrperfraktion zu finden war.
Desweiteren konnte CsPAT zu frithen Stadien der Keimung zwischen 38 und 72 h
Keimungszeit nachgewiesen werden. Dieses definierte zeitliche Auftreten entspricht dem
der am Lipidkorper lokalisierten LOX wéhrend der Keimung (Hohne et al., 1996; May et
al., 1998). Bezogen auf die gesamten Lipidkorper-assoziierten Proteine ist der Anteil an
CsPAT eher gering. Die fiir CsPAT nachgewiesene hydrolytische Aktivitit gegeniiber
Phospholipiden ist jedoch so hoch, dass eine Funktion dieses Enzyms beim partiellen
Abbau der Lipidkorpermembran liegen konnte. Die gemessene PLA,-Aktivitdt ist dabei
gegeniiber  Phosphatidylcholin =~ (PC) mit  Palmitinsdure-, Linolsdure- bzw.
hydroperoxygenierten Linolsdureresten in der sn2-Position als Substrat gleich hoch (May

etal., 1998).

Ein weiteres Indiz flir den partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran des
Lipidkoérpers wihrend der Keimung konnte durch die Untersuchung der Lipidkorper-
oberfliche von Gurkenkeimlingen mittels Rasterkraftmikroskopie gefunden werden: in
dem Stadium der maximalen CsPAT-Expression, nach 60 h Keimungszeit, weist die
Lipidkérpermembran Offnungen mit einer durchschnittlichen Breite von 80 nm und einer
durchschnittlichen Tiefe von 2,45 nm auf. Die gemessene Tiefe der Offnungen stimmt mit

der Starke von Phospholipideinfachmembranen {iberein und die Breite ist ausreichend, um
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einem Enzym von 100 kDa, wie der LOX oder TGL, den Zugang zu ihren Substraten im

Inneren der Lipidkorper zu ermoglichen (Noll et al., 2000).

In Sonnenblumenkeimlingen konnte der Abbau von PC als ein Bestandteil der Lipid-
kdrpermembran bei gleichzeitiger Akkumulation des Abbauproduktes Lysophosphatidyl-
cholin (LPC) wahrend der Keimung demonstriert werden. Zusétzlich wurde in vivo PLA ;-
Aktivitdt in Keimblattprotoplasten ab 48 h Keimungszeit nachgewiesen, welche zur Zeit
der maximalen Lipolyse, nach 96 h Keimungszeit, noch verstirkt war (Gupta und Bhatla,
2007). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass auch in Sonnenblumenkeimlingen
eine PLA; an Verdnderungen der Lipidkorpermembran beteiligt ist und dadurch die
Membran zugénglich fiir lipidmobilisierende Enzyme wird. Das entsprechende Gen bzw.
Protein, das fiir den Abbau der Phospholipide verantwortlich ist, konnte jedoch bisher nicht

identifiziert werden.

Basierend auf dem Abbau der Oleosine, der die Mobilisierung der Speicherlipide begleitet,
wurde eine mogliche proteolytische Aktivitit vorgeschlagen (Huang, 1992).
Untersuchungen von Lipidkdrpern aus Gurkenkeimlingen haben ergeben, dass
Lipidkdrper-assoziierte Proteine wie Oleosine ab 48 h nach Beginn der Keimung abgebaut
werden und nach 120 h fast ganz verschwunden sind (Matsui et al., 1999). Der partielle
Verdau der Lipidkorperproteine von Gurkenkeimlingen mit Trypsin fiihrte zu der
Initiierung der Hydroperoxygenierung der Speicherlipide durch die Lipidkorper-assoziierte
LOX. Dabei war die LOX-Aktivitit umso hoher, je hoher die -eingesetzte
Trypsinkonzentration war (Matsui et al., 1999). Dieses weist darauf hin, dass durch das
Entfernen von Proteinen, die die Oberfliche der Lipidkorper bedecken, der LOX der
Zugang zu den TAGs gewdhrt wird. In Rapskeimlingen konnte der teilweise Abbau von
Oleosin-Isoformen von 19 kDa- zu 16 kDa-Fragmenten kurz vor dem kompletten Abbau
der Lipidkorper beobachtet werden, welches nicht zwangslaufig zu einer Stoérung der
Integritdit der Lipidkérpermembran filhren mufl, jedoch die Zuginglichkeit des
Lipidkorpers fiir lipidmobilisierende Enzyme erhdhen konnte (Murphy, 2001). Kiirzlich
konnte in Sonnenblumenkeimblittern die Aktivitit einer 65 kDa-groflen, zytosolischen
Thiolprotease nachgewiesen werden, die moglicherweise fiir den graduellen Abbau der
Oleosine wihrend der Keimung verantwortlich ist. Dieses Enzym tritt zeitgleich mit dem
Abbau der Oleosine auf und zeigt maximale Proteaseaktivitit in 96 h-alten Keimblattern,

also zur Zeit der maximalen Lipolyse (Vandana und Bhatla, 2006).
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Zusammenfassend ist zu erkennen, dass die Vorginge, die die Zuginglichkeit der
Lipidkorper fiir lipidmobilisierende Enzyme ermoéglichen und damit den Abbau der
Speicherlipide in den Lipidkdrpern von Olsaaten initiieren, bisher nicht im Detail bekannt
sind. Die gefundenen Hinweise iliber den partiellen Abbau der Lipidkorpermembran durch
Phospholipasen und den proteolytischen Abbau der Lipidkdrperproteine geben keinen
Aufschluss dariiber, ob diese beiden Prozesse parallel oder nacheinander ablaufen bzw. ob

in Abhéngigkeit von der Pflanzenart nur ein Prozess stattfindet.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand vorwiegend darin, den LOX-abhidngigen
Abbauweg der Speicherlipide in den Lipidkorpern von Gurkenkeimlingen im Detail ndher
zu charakterisieren. Ein besonderer Fokus lag bei den frithen Prozessen der Keimung, die
die Zugénglichkeit der Lipidkorper fiir die lipidmobilisierenden Enzyme erméglichen. Es
wurde die Arbeitshypothese formuliert, dass die Aktivitit der Patatin-dhnlichen PLA,,
CsPAT (May et al., 1998) zum partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran des
Lipidkorpers  filhrt und damit die Speicherlipide als Substrat fiir die
Lipoxygenierungsreaktion zur Verfiigung stehen. Zur Uberpriifung dieser Hypothese
sollten das Vorkommen von CsPAT und der Nachweis von PLA;-Aktivitit an isolierten
Lipidkérpern in einen zeitlichen Rahmen mit dem Auftreten der am Lipidkorper
lokalisierten LOX und der entsprechenden Aktivitit wahrend der Keimung eingeordnet
werden. Untersuchungen der Zusammensetzung der Membranphospholipide des
Lipidkorpers und der Hydroperoxygenierung von Speicherlipiden sollten weiteren
Aufschluss tliber den partiellen Abbau der Lipidkérpermembran und den Abbau der TAGs
liefern. In einem in vitro Ansatz sollte dariiber hinaus die Fragestellung behandelt werden,
ob die Aktivitdt der am Lipidkorper lokalisierten LOX direkt von der Aktivitdt des Patatin-
dhnlichen Proteins CsPAT abhidngig ist. Mit Hilfe der transgenen Expression von CsPAT
und der Lipidkorper-LOX in Tabakpflanzen sollte iiberpriift werden, ob durch das
Einbringen von CsPAT allein oder in Kombination mit der Lipidkdrper-LOX ein
vorzeitiger Abbau der Speicherlipide und/oder die Akkumulation von Lipidhydroperoxiden

im Samen erreicht werden kann.

Anschliefende Experimente konzentrierten sich auf die Identifizierung der

Aminosduresequenz der in Gurkenkeimlingen beschriebenen spezifischen TGL, die fiir die
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Hydrolyse der oxygenierten TAGs verantwortlich ist (Balkenhohl et al., 1998; Balkenhohl,
2000), und auf die Charakterisierung der mutmaBlichen keimungsspezifischen TGLs

AtTGL1 und AtTGL2 in A. thaliana (Korner, 2005).
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Chemikalien von den Firmen Roth
(Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Miinchen), Fermentas (St.Leon-Rot), Acros Organics (Geel,
Belgien), Baker (Griesheim) und Macherey-Nagel (Diiren) bezogen.

2.2 Pflanzenmaterial und Anzucht

2.2.1 Anzucht von Cucumis sativus-Keimlingen

Samen von C. sativus L., var. chinesische Schlangengurke, wurden fiir 1 h in Wasser
eingeweicht und anschlieBend auf feuchtem Filterpapier ausgelegt. Die Keimung der
Samen erfolgte bei 28 °C unter 100 % Luftfeuchtigkeit im Dunkeln. Die Keimblétter
wurden nach unterschiedlichen Keimungszeiten geerntet und sofort zur Isolierung der
Lipidkorper verwendet (2.9). Das Saatgut wurde von der Erfurter Samen- und
Pflanzenzucht GmbH (Christensen) bezogen.

2.2.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana-Keimlingen

Fiir die Anzucht von A. thaliana L., var. Columbia (Col-0) wurden oberfachensterilisierte
Samen verwendet. Zur Oberflachensterilisation wurden 2 g Samen mit 30 ml 70 %-igem
Ethanol (v/v) versetzt und fiir 3 min langsam geschiittelt. Nach dem Absinken der Samen
wurde das Ethanol abgenommen und die Samen zweimal in sterilem H,Ogesr. gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Saatgut in sterilem H;Oges. aufgenommen und
auf sterilem Filterpapier ausgelegt. Die Samen wurden bei 23 °C im Dunkeln inkubiert.
Die gesamten Keimlinge wurden nach unterschiedlichen Keimungszeiten geerntet und

sofort zur Isolierung der Lipidkorper verwendet (2.9).
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2.2.3 Anzucht von Nicotiana tabacum-Pflanzen

Fir die Anzucht von N. tabacum L. var. Samsun NN (SNN) im Gewéchshaus wurde
Saatgut direkt auf Erde (EP Nr. 340 Fruhstorfer Erde, Firma Industrie-Erdenwerk Archut,
Lauterbach-Wallenrad) ausgelegt. Vor Gebrauch wurde die Erde durch 6-stiindiges
Erhitzen auf 80 °C keimarm gemacht. Die Pflanzen wurden unter Langtagsbedingungen

(16 h 120 pmol/m’s Licht, 22 °C) angezogen.

Fir die Anzucht von N. tabacum auf MS-Festmedium wurden 2,2 g/l (1/2x MS) MS-
Mischung (Duchefa, Haarlem, Niederlande; Murashige und Skoog, 1962) und 7 g/l
Mikroagar mit destilliertem Wasser versetzt. Dem Medium wurde 1 % Saccharose (w/v)
hinzugefiigt. Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren mit KOH auf 5,7 eingestellt. Fiir
die Selektion transgener Pflanzen wurde dem Medium nach dem Autoklavieren bei einer
Temperatur von ca. 60 °C zusitzlich Kanamycin (50 pg/ml Endkonzentration) bzw.

Phosphinotricin (Basta, 1 ng/ml Endkonzentration) zugefiigt.

2.2.4 Verwundung von N. tabacum

Zur Verwundung von N. tabacum wurden drei Bldtter im oberen Bereich der Pflanze mit
einem Korkbohrer behandelt. Die erhaltenen Blattscheiben wurden so aufgeteilt, dass fiir
jeden zu untersuchenden Verwundungszeitraum gleich viele Blattscheiben eines
Blattbereiches eingesetzt wurden. AnschlieBend wurden die Blattscheiben zur
Stressinduktion fiir 0, 0,5, 18 bzw. 24 h in H,O bei 120 umol/mzs Licht inkubiert. Die
Proben wurden in fliissigem Stickstoff gefroren und anschlieend bis zur Verwendung bei

-80 °C gelagert.

2.3 Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli-Stamme sind in Tab. 1 aufgefiihrt. Die
Anzucht von E. coli-Zellen erfolgte iiber Nacht bei 37 °C auf LB-Festmedium oder in LB-
Fliissigmedium, welches bei 220 rpm geschiittelt wurde. Festmedien enthielten 15 g Agar

pro Liter Medium.
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Tab. 1 Verwendete Bakterienstimme

Stamm/Referenz Genotyp Verwendung

E. coli XL1-Blue/ recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, Klonierung
Stratagene, Heidelberg SupE44, relAl, lac, [F* proAB, lacq,
lacZAM15, Tn10 (Tet")]
E. coli TOP10F’/ F’[proAB, laclq, lacZAM15, Tn10 Klonierung
Invitrogen, Karlsruhe (Tet™)] merA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
d80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, A
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL(Str™), endA1, nupG

E. coli SG13009[REP4]/ nal® str® rif®, lac” ara” gal” mtl” F- recA”~ Expression von

Qiagen, Hilden uvr Proteinen
LB-Medium 10 g Trypton
(Sambrook et al., 1989) 5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

Wenn Antibiotika erforderlich waren, wurden diese dem Medium wie in Tab. 2

beschrieben zugesetzt.

Tab. 2 Antibiotika

Antibiotikum Stammlosung Endkonzentration
Carbenicillin 100 mg/ml in HyO gegt. 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in HO gest. 25 pg/ml
Tetracyclin 10 mg/ml in Ethanol 10 pg/ml
Zeocin™ 100 mg/ml, Invitrogen, Karlsruhe 30 pg/ml

Fiir B-Galaktosidase-Selektion (Blau-WeiB3-Selektion) wurden den Festmedien Isopropyl-
B-thiogalaktopyranosid (IPTG) als Induktor und 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galaktosid (X-Gal) zugesetzt.

IPTG-Losung Stammldsung: 100 mM IPTG in H,O e, bei -20 °C gelagert

Endkonzentration: 200 uM
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X-Gal-Losung Stammlosung: 2 % (w/v) X-Gal in Dimethylformamid, bei
-20 °C gelagert

Endkonzentration: 80 pg/ml

2.4 Pichia pastoris

Die in dieser Arbeit verwendeten P. pastoris-Staimme sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Tab. 3 Verwendete P. pastoris-Stimme

Stamm Genotyp Phiinotyp Referenz

X-33 Wildtyp Mut+ Invitrogen, Karlsruhe
GS115/Albumin HIS4 MutS Invitrogen, Karlsruhe
GS115/pPICZ/lacZ his4 His-, Mut+ Invitrogen, Karlsruhe
X-33/AtTGL1-a AtTGL1 Mut+ diese Arbeit
X-33/AtTGL1+a AtTGL1 Mut+ diese Arbeit
X-33/AtTGL2-a AtTGL2 Mut+ diese Arbeit
X-33/AtTGL2+a AtTGL2 Mut+ diese Arbeit

Die Expression von rekombinanten Proteinen in P. pastoris erfolgte mit Hilfe des
,.EasySelect™ Pichia Expression Kits (Invitrogen, Karlsruhe). P. pastoris-Zellen wurden

nach Angaben des Herstellers angezogen.

2.5 Insektenzellen

Fiir die sekretorische Expression von rekombinanten Proteinen in Insektenzellen wurde die
High Five™-Zelllinie (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die Kultivierung der High
Five™-Zellen erfolgte sowohl in adhdrenter Zellkultur als auch in bis zu 1-I-
Suspensionskultur in Express Five® SFM-Medium (Gibco®; Invitrogen, Karlsruhe) nach
Angaben des Herstellers. Um eine Aggregation der Zellen zu verhindern, wurde
Suspensionskulturen 0,1 % (v/v) Pluronic F-68 (Sigma, Miinchen) zugesetzt. Zur Selektion
wurde das Antibiotikum Blasticidin S (Invitrogen, Karlsruhe) in einer Endkonzentration

von 10 pg/ml zugefiigt. Die High Five ™-Zellkulturen wurden bei 27 °C inkubiert.
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2.6 Molekularbiologische Techniken

Alle molekularbiologischen Methoden wurden nach Standardprotokollen in Anlehnung an
Ausubel et al. (1993) durchgefiihrt. Abweichungen von den Standardprotokollen werden

im Weiteren erlautert.

2.6.1 Klonierung von AtTGL1 und AtTGL2 zur Expression in Insektenzellen

Die mutmaBlichen TGL-Gene AtTGL1 (At1g28670) und AtTGL2 (At1g28660) wurden
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Saiki et al., 1985) mit A. thaliana cDNA als

Template und den folgenden Primern amplifiziert:
AtTGLSphla: 5'-GCATGCGCATGGCTTCTTCACTGAAGAAGCTT-3"
AtTGLXbalb: 5'-TCTAGATGTATCCACTGTACCAGAGCCAAGG-3'.

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden elektrophoretisch iiber ein 1 %iges Agarosegel
aufgetrennt, DNA-Banden der entsprechenden Grofle ausgeschnitten und mit Hilfe des
»DNA und Gel Band Purification Kit“ (GE Healthcare, Miinchen) nach Angaben des
Herstellers gereinigt. Die AtTGLI1- und AtTGL2-Fragmente wurden zunichst in den
pGEM-T Vektor des ,Vektor System II Kits“ (Promega, Madison, USA) nach
Herstellerangaben ligiert. Im Anschluss an die Ligationsreaktion wurde die DNA ohne
weitere Reinigung zur Transformation in E. coli XL1-Blue eingesetzt. Die DNA der
erhaltenen Klone wurde mit dem “NucleoSpinTM Plasmid-Kit“ (Macherey & Nagel,
Diiren) isoliert und mittels Restriktionsverdau auf das Vorhandensein der Fragmente
tiberpriift. Positive Klone wurden durch Sequenzierung mit dem ,,ABI Prism BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit vI1.1“(Applied Biosystems, Foster,
USA) und dem ,, ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser” (Applied Biosystems, Foster,
USA) verifiziert. AnschlieBend wurden AtTGL1 und AtTGL2 als gereinigte Sphl/Xbal-
Fragmente in den Expressionsvektor pMIB/V5-His A des ,Insect select*-Systems
(Invitrogen, Karlsruhe) ligiert. Dieser Vektor ermoglicht sowohl eine sekretorische
Expression in Insektenzellen als auch den Nachweis und die Reinigung der Proteine iiber

ein V5-Epitop und ein His-tag.
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2.6.2 Klonierung von AtTGL1 und AtTGL2 zur Expression in P. pastoris

Die mutmaBlichen TGL-Gene AtTGLI1 (At1g28670) und AtTGL2 (At1g28660) wurden
mittels PCR mit A. thaliana cDNA als Template und den folgenden Primern amplifiziert:

AtTGLPmlla: 5'-CACGTGATGGCTTCTTCACTGAAGAAGCTTATC-3’
AtTGLXhola: 5'-CTCGAGATGGCTTCTTCACTGAAGAAGCTTATC-3’
AtTGLXbalb: 5'-TCTAGATTTGTATCCACTGTACCAGAGCCAAG-3".

Zur Klonierung der Gene in den Pichia-Expressionsvektor pPICZaB (Invitrogen,
Karlsruhe) in einem Leserahmen mit dem N-terminalen a-Faktor zur sekretorischen
Expression wurde flir die Amplifikation der ,,forward“-Primer AtTGLPmlla verwendet.
Fir die Klonierung der Gene in den Pichia-Expressionsvektor pPICZoB ohne den N-
terminalen o-Faktor wurde der ,,forward“-Primer AtTGLXhola eingesetzt. Der jeweils
verwendete ,,reverse*“-Primer AtTGLXbalb ermdglichte die Klonierung der Gene in einem
Leserahmen mit dem C-terminalen His-tag des Vektors pPICZaB. Nach der Amplifikation
wurden die erhaltenen AtTGL1- und AtTGL2-Fragmente zundchst wie in 2.6.1
beschrieben in den Vektor pGEM-T kloniert und anschlieBend sequenziert. Dann wurden
die Gene AtTGL1 und AtTGL2 als gereinigte PmlI/Xbal- bzw. Xhol/Xbal-Fragmente in
den Expressionsvektor pPICZaB des ,,EasySelect'™ Pichia Expression Kits* (Invitrogen,
Karlsruhe) ligiert. Die DNA der Ligationsreaktion wurde ohne weitere Reinigung zur
Transformation in E. coli TOP10F" (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. Die Transformation
der Expressionskonstrukte in den P. pastoris-Wildtypstamm X-33 erfolgte mit Hilfe des

,.Pichia EasyComp " Kits“ (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben.

2.6.3 Klonierung von CsPAT zur Expression in E. coli

Das partielle CsPAT-Gen (Y12793) wurde mittels PCR mit dem Expressionskonstrukt
pQE11-CS291 (May et al., 1998) als Template und den folgenden Primern amplifiziert:
CsPATSphla: 5'-GCATGCATGGGATCCGTCGAGACC-3’

CsPATBgllIb: 5'-AGATCTAGGACTCAAACGTAGTTTTCTCTC-3".

Das erhaltene CsPAT-Fragment wurde zuerst wie in 2.6.1 beschrieben in den Vektor
pGEM-T kloniert und sequenziert. Dann wurde das CsPAT-Gen als gereinigtes Sphl/BgllI-
Fragment in den Expressionsvektor pQE70 (Qiagen, Hilden) mit C-terminalem His-tag



2. Material und Methoden 20

ligiert. Zur Expression (2.11.1) wurde das erhaltene pQE70-CsPAT-Konstrukt in den
E. coli-Stamm SG13009[pREP4] transformiert.

2.6.4 Klonierung von CsPAT und CsLbLOX zur Expression in N. tabacum

Das partielle CsPAT-Gen (Y 12793) wurde aus dem Expressionskonstrukt pQE11-CS291
(May et al., 1998) mit Hilfe der ,,Gateway cloning™ Technologie (Invitrogen, Karlsruhe) in
Anlehnung an Hornung et al. (2005) in den bindren Pflanzentransformationsvektor
pCambia3300 (CAMBIA, Canberra, Australien), der sich durch das bar-Gen zur Selektion
auf Basta-Resistenz auszeichnet, unter Kontrolle des USP-Promotors kloniert . In gleicher
Weise wurde das CsLbLOX-Gen (X92890) aus dem LOXpQE30-Expressionskonstrukt
(Feussner et al., 1998) in den bindren Pflanzentransformationsvektor pBinAR (Bevan,
1984), der eine Kanamycin-Resistenz aufweist, unter Kontrolle des 35S-Promotors aus

dem Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) kloniert.

2.6.5 Transformation von N. tabacum

Die Transformation von N. tabacum wurde unter der Leitung von Dr. 1. Saalbach am
Institut fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben
durchgefiihrt und erfolgte durch Infektion von Blattscheiben i{iber den Agrobacterium-
Stamm EHA105 wie bei Horsch et al. (1985) beschrieben. Transformanten wurden mit
10 mg/ml Phosphinothricin (Basta) bzw. 50 pg/ml Kanamycin selektioniert und die
Transformation mittels PCR mit genomischer DNA (2.6.6) und genspezifischen Primern
verifiziert. Zum Nachweis der CsLbLOX in transformierten Tabakpflanzen wurde die

folgende Primerkombination gewéhlt:
LOXSalla: 5'-AGTCGACACCATGTTTGGAATTGGGAAGAACATCATT-3’
LOXBarrell1Notlb: 5'-AGCGGCCGCATTGGCAAAGAAAATGCGATCTTTCTTG-3".

Der Nachweis von CsPAT in transformierten Tabakpflanzen erfolgte mit den unter 2.6.3

beschriebenen Primern.
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2.6.6 Isolierung genomischer DNA aus N. tabacum

Zur Isolierung genomischer DNA aus N. tabacum wurde ein sehr junges Blatt geerntet,
sofort in einem 2 ml-Reaktionsgefdl in fliissigem Stickstoff gefroren und anschlieend bis
zur Verwendung bei -80 °C verwahrt. Das Blattmaterial wurde fiir 30 s mit einem Potter
(Heidolph RZR 2020, Schwabach) in fliisssigem Stickstoff homogenisiert. Nach Zugabe
von 1 ml Aufschlusspuffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 mM
NaCl, 2,1 % SDS (w/v)) mit anschlieBendem kriftigen Schiitteln und nach Zugabe von
20 ul Proteinase K (25 mg/ml in H,Oges. ) wurde die Probe iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Dann wurde die Probe auf RT abgekiihlt, mit 333 ul 6 M NaCl-Lésung versetzt und 20 s
geschiittelt. Nach einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 1.500 x g wurde der Uberstand in
ein neues 2-ml-Reaktionsgefdll gegeben und durch Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol
die DNA bei RT fiir 30 min prézipitiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation fiir 10 min
bei 1.500 x g. Das DNA-Prézipitat wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, getrocknet

und in 100 pl HOgesr. aufgenommen.

2.7 Phylogenetische Untersuchungen

Die Aminosduresequenzen von Patatin-dhnlichen PLA aus A. thaliana (Holk et al., 2002),
DAD1 (Ishiguro et al., 2001) und CsPAT wurden mit Hilfe von PHYLIP 3.5
(http://evolution.genetics.washington.Edu/phylip.html) phylogenetisch klassifiziert.

2.8 Aufschluss des Pflanzenmaterials

Die geernteten C. sativus Keimblitter wurden bei 4 °C durch Zerhacken mit einer
Rasierklinge homogenisiert und anschlieBend mit einer dem Pflanzenmaterial
entsprechenden Menge Aufschlussmedium versetzt. Geerntete A. thaliana Keimlinge
sowie N. tabacum Samen wurden mit der gleichen Menge Aufschlussmedium versetzt und

bei 4 °C in einem Morser homogenisiert.
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Aufschlussmedium: 150 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 mM KCl
1,5 mM EDTA

0,1 mM MgCl, x 6 H,O
15 % (w/v) Saccharose

5 mMDTT

2.9 Isolierung von Lipidkorpern (Sturm et al., 1985; modifiziert)

Die Isolierung von Lipidkorpern aus dem homogenisierten Pflanzenmaterial (2.8) erfolgte
durch Zentrifugation in dem Ausschwingrotor SW 55 Ti (Beckman, Krefeld) bei 4 °C.
Nach einem ersten Zentrifugationsschritt bei 100.000 x g fiir 45 min wurde die obere
Lipidschicht mit einem Spatel abgehoben und mit einem Glashomogenisator in
Dichtegradientenpuffer rehomogenisiert. Eine erneute Zentrifugation unter den selben
Bedingungen lieferte die gereinigten Lipidkorper in der reflotierten Lipidschicht. Die

Lipidkdrper wurden wieder abgenommen und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Dichtegradientenpuffer: 50 mM Tris/HCL, pH 7,5
10 mM KCl
1.5 mM EDTA

0,1 mM MgCl, x 6 H,O
10 % (w/v) Saccharose

Zur Gewdhrleistung einer konstanten lonenstirke wurde die fiir ein bestimmtes End-
volumen erforderliche Saccharosemenge eingewogen und ein halbes Endvolumen doppelt
konzentrierter Dichtegradientenpuffer (ohne Saccharose) zugegeben. Anschliefend wurde

mit H,Oge. auf das entsprechende Endvolumen aufgefiillt.
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2.10 Isolierung von Lipidkorperproteinen

Die Isolierung der Lipidkdrperproteine erfolgte durch Extraktion der Lipide mit

organischen Losungsmitteln.

2.10.1 Aceton/Ethanol-Extraktion

Von den gereinigten Lipidkorpern (2.9) wurde mit 0,2 M Boratpuffer (pH 8,25 mit NaOH
eingestellt) durch Rehomogenisation eine Lipidkorperlosung mit einer Endkonzentration
von 50 mg/ml hergestellt. Ein Volumen von 20 pl der Lipidkorperlosung wurde mit 500 pl
eines eiskalten Aceton/Ethanol-Gemisches (80:20, v/v) versetzt. AnschlieBend wurden die
Proteine bei -20 °C fiir 20 min gefillt und der Proteinniederschlag durch Zentrifugation fiir
15 min bei 15.000 x g und 4 °C von der Lipidlosung getrennt. Das erhaltene Proteinpellet
wurde mit 1 ml 80 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen, unter den angegebenen Bedingungen
erneut zentrifugiert und an der Luft getrocknet. Nach Aufnahme des Pellets in 100 ul SDS-
Probenpuffer und Inkubation fiir 10 min bei 80 °C zur Denaturierung der Proteine wurden
die Proteine iiber Nacht bei RT gelost und konnten dann fiir SDS-PAGE- oder Western-
Blot-Analysen (2.16 und 2.18) verwendet werden.

SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 6,8
2 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glyzerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

2.10.2 Trichloressigsiure (TCA)-Extraktion (Wang et al., 2004)

Die gereinigten Lipidkdrper (S5mg, 2.9) wurden direkt mit 50 pul eines
Chloroform/Methanol-Gemisches (2:1, v/v) und mit 50 pl 10 %-iger TCA in Aceton
rehomogenisiert. Die Fillung der Lipidkorperproteine erfolgte fiir 5 min auf Eis. Nach der
Phasentrennung durch Zentrifugation fiir 1 min bei 10.000 x g und 4 °C wurde die untere
organische Phase und die Interphase zweimal mit 1 Volumen 10 %-iger, wassriger TCA,

einmal mit 1 Volumen H,;Og4 und einmal mit 5 Volumen eiskaltem Aceton griindlich
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gemischt und wie angegeben zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach dem letzten
Zentrifugationsschritt verworfen und das erhaltene Proteinpellet mit 1 ml 80 %-igem
Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen des Pellets an der Luft wurde es in 15 ul SDS-
Probenpuffer aufgenommen, fiir 3 min bei 94 °C zur Denaturierung der Proteine inkubiert
und iiber Nacht bei RT gelost. Die vorbereiteten Proteinproben wurden fiir SDS-PAGE-
oder Western-Blot-Analysen (2.16 und 2.18) eingesetzt.

2.11 Expression rekombinanter Proteine

2.11.1 Expression in E. coli

Die Expression der CsLbLOX mit N-terminalem His-tag erfolgte mit dem LOXpQE30-
Expressionskonstrukt (Feussner et al., 1998). CsPAT wurde sowohl mit N-terminalem His-
tag mit Hilfe des pQE11-CS291-Konstruktes (May et al., 1998) als auch mit C-terminalem
His-tag tiber das unter 2.6.3 beschriebene pQE70-CsPAT-Konstrukt exprimiert. Nach
Transformation der Expressionskonstrukte in den E. coli-Stamm SG13009[pREP4] wurde
von den E. coli-Zellen eine 5-ml-Ubernachtkultur (mit entsprechendem Antibiotikazusatz)
angezogen, die zum Animpfen einer 200-ml-Kultur verwendet wurde. Die Zellen wurden
bei 37 °C bis zu einer ODgg von ca. 0,6 angezogen und anschlieBend die Expression mit
1 mM Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert. Die Proteinexpression erfolgte
bei 10 °C fiir 10 d. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (3.200 x g, 20 min)
sedimentiert. Das Pellet wurde in 20 ml Lysispuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.,5; 10 %
Glyzerin (v/v), 0,1 % Tween 20 (v/v), 500 mM NacCl) resuspendiert. Der Aufschluss der
Zellen erfolgte durch eine viermalige Ultraschallbehandlung fiir jeweils 20 s. Die Proteine
wurden iiber Affinitdtschromatographie (2.13) gereinigt und Aliquots der Eluate zur

Untersuchung der Enzymaktivitit verwendet (2.21).

2.11.2 Expression in Insektenzellen

Die Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen erfolgte mit Hilfe des ,,Insect
select“-Systems (Invitrogen, Karlsruhe). Die pMIB/V5-His A-Expressionkonstrukte (2.6.1)
wurden durch Lipid-vermittelte Transfektion in High Five™-Zellen (Invitrogen,

Karlsruhe) nach Herstellerangaben transfiziert und die Expression der Proteine im
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Western-Blot (2.18) iiberpriift. Stabile Zelllinien, die sich durch eine multiple Integration
des Gens auszeichnen, wurden durch Verwendung des Antibiotikum Blasticidin S in
adhdrenten Zellkulturen selektioniert. Die Expression der Proteine erfolgte sowohl in
adhirenter Zellkultur als auch in bis zu 1-l-Suspensionskultur in Express Five” SFM-

Medium (Gibco®; Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers.

2.11.3 Expression in P. pastoris

Das ,,EasySelect™ Pichia Expression Kit* (Invitrogen, Karlsruhe) wurde zur Expression
von Proteinen in P. pastoris benutzt. Das zu untersuchende Gen steht dabei unter der
Kontrolle des mit Methanol induzierbaren AOX1-Promotors. FEine transformierte
P. pastoris-Kolonie wurde in 25 ml BMGY-Vollmedium in einem Schikanekolben
angeimpft und fiir 16-18 h bei 30 °C schiittelnd inkubiert, bis eine ODggp von 2 - 6 erreicht
wurde. Die Zelldichte wurde dann auf eine ODygyy von ca. 1 in BMMY-Mininalmedium,
welches 0,5 % Methanol (v/v) zur Induktion der Expression enthdlt, eingestellt. Zur
Erhaltung der Induktion wurde alle 24 h 100 %-iges Methanol in einer Endkonzentration
von 0,5 % (v/v) zu der Expressionskultur gegeben. Nach einer 3-tigigen Proteinexpression
bei 16 °C wurde 1 ml der Kultur fiir 5 min bei 16.100 x g zentrifugiert und das Zellpellet
sowie der Uberstand getrennt im Western-Blot (2.18) auf Expression des Proteins
{iberpriift. Die Probenvorbereitung fiir die Uberpriifung im Western-Blot und die

Herstellung der verwendeten Medien erfolgte nach Herstellerangaben.

2.12 Ammoniumsulfat-Fillung und Dialyse von Proteinen

Eine 1-1-High Five"™-Suspensionskultur (2.11.2), die rekombinantes Protein sekretorisch
exprimierte, wurde bis zu einer Zelldicht von 2.0-2.5x 10° Zellen/ml kultiviert.
AnschlieBend wurde das Medium mit dem rekombinanten Protein durch Zentrifugation fiir
10 min bei 15.100 x g und 4 °C geerntet. Zur Féllung des rekombinanten Proteins wurde
das Medium unter Riihren bei 4 °C langsam mit Ammoniumsulfat bis zu einem protein-
abhingigen Sittigungsgrad versetzt: AtTGL1: 50 % Sattigung, AtTGL2: 70 % Sattigung.
Eine gesittigte Losung enthdlt dabei 3,9 Mol/l Ammoniumsulfat bei 4 °C. AnschlieBend
wurde die Losung fir 4h bei 4°C weitergeriihrt und das gefillte Protein durch

Zentrifugation fiir 10 min bei 15.100 x g und 4 °C erhalten. Das Proteinpellet wurde in
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2 ml H;Oyge. resuspendiert und gegen 21 Equilibrierungspuffer iiber Nacht bei 4 °C
dialysiert, wobei der Equilibrierungspuffer dreimal ausgewechselt wurde. Die dialysierte

Proteinprobe wurde zur Proteinreinigung liber Talon-Séulen (2.13) verwendet.

Equilibrierungspuffer: 50 mM Na-Phosphat, pH 7,0

300 mM NacCl

2.13 Proteinreinigung iiber Talon-Siulen

Eine Proteinreinigung iiber Talon-Sédulen (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)
ist moglich, wenn die Proteine eine Sequenz von 6 - 10 Histidinen an C- oder N-Terminus
enthalten (His-tag). Uber diese Histidine binden die Proteine in einer
Affinitditschromatographie an das Trigermaterial der Sdule, einem immobilisierten
zweiwertigen Metall (Ni**, Co*", Cu®"). Die dialysierte Proteinprobe (2.12) wurde iiber
Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln mit 1 ml Talon-Sdulenmaterial inkubiert, das
zuvor mit Equilibrierungspuffer (2.12) gewaschen wurde. Um die nicht gebundenen
Proteine zu entfernen, schloss sich eine Zentrifugation fiir 5 min bei 8 x g und 4 °C an. Das
Talon-Sdulenmaterial wurde mit 20 ml Equilibrierungspuffer gewaschen und erneut fiir
5 min bei 8 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Talon-
Sadulenmaterial in 2 ml Equilibrierungspuffer resuspendiert und in eine Leersdule
iiberfiihrt. Das Sdulenmaterial wurde nochmals mit 5 ml Equilibrierungspuffer gewaschen.
Die Elution erfolgte mittels Imidazol, welches die Histidine verdridngt und selbst an die
Séulenmatrix bindet. Durch Zugabe von 5 ml Elutionspuffer wurden die Proteine mit His-
tag von der Séule eluiert und als 500 pl-Fraktionen gesammelt. Aliquots der Eluate wurden
sofort auf Enzymaktivitdt (2.21) analysiert bzw. bei -20 °C aufbewahrt und im Western-
Blot (2.18) tiberpriift.

Elutionspuffer: 50 mM Na-Phosphat, pH 7,0
300 mM NacCl

150 mM Imidazol
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2.14 Proteinreinigung mit Anionenaustauschchromatographie

Bei dieser Methode werden Proteine aufgrund unterschiedlicher -elektrostatischer
Wechselwirkungen mit einer geladenen Matrix, die kovalent geladene Gruppen enthilt,
aufgetrennt. Hierbei sind vor allem der isoelektrische Punkt und die Oberfldchenladung des
Proteins entscheidend, aber auch das lonenaustauscher-Material, der pH-Wert und die
Ionenstirke der verwendeten Puffer spielen eine Rolle. Bei einem Anionenaustauscher
werden Proteine im pH-Bereich oberhalb ihres isoelektrischen Punktes reversibel
gebunden. Eine Erhohung der lonenstirke bzw. der Salzkonzentration verstirkt die
Konkurrenz um die Bindungsstellen des lonenaustauscher-Materials und vermindert
gleichzeitig die Bindungskréfte der absorbierten Proteine. Dieser Effekt dient daher zur
Elution gebundener Molekiile. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem ,,AKTA prime plus*-
System (GE Healthcare, Miinchen). Vor dem Lauf wurden sdmtliche Puffer durch
Nitrocellulose (Sartorius, Gottingen) filtriert. Die in 2.13 erhaltenen Proteinfraktionen
wurden vereinigt, zur Entsalzung auf ein zehnfaches Volumen mit Puffer A (50 mM
Tris/HCI, pH 7,6, 50 mM NacCl, 10 % Glyzerin (v/v)) aufgefiillt und auf eine SourceQ-
Sepharosesdule (GE Healthcare, Miinchen), die zuvor mit 30 ml Puffer A equilibriert
wurde, geladen. Dieser und die nachfolgenden Schritte wurden mit einer Flussrate von
2 ml/min und einem Maximaldruck von 0,6 MPa durchgefiihrt. Nach dem Probenauftrag
wurden ungebundene Proteine mit 20 ml Puffer A von der Saule gewaschen. Daran schloss
sich die Elution gebundener Proteine durch einen Salzgradienten von 0 bis 100 % Puffer B
(50 mM Tris/HCL, pH 7,6, 1 M NaCl, 10 % Glyzerin (v/v)) an. Der Verlauf der Reinigung
wurde graphisch mit Hilfe eines Computers aufgezeichnet und die eluierten Proteine nach
dem Probenauftrag mit einem Fraktionssammler fraktioniert. Aliquots der Fraktionen
wurden sofort im Anschluss auf ihren Proteingehalt (2.15) und auf Enzymaktivitit (2.21)
untersucht bzw. bei -20 °C aufbewahrt und im Western-Blot (2.18) tiberpriift.

2.15 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Methode beruht auf einem colorimetrischen Test von hoher Empfindlichkeit. Die
Bindung des Farbstoffes ,,Serva Blau D* an Proteine ldsst sich durch die Zunahme der
Extinktion bei 595 nm photometrisch bestimmen. Der Protein-Farbkomplex wird innerhalb

von 2 min gebildet und ist etwa eine Stunde stabil.
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Der Proteingehalt der Proben wurde anhand einer Eichgerade ermittelt. Diese Eichreihe
wurde im Bereich von 0-20 pg BSA erstellt. Zu 2 ml Farbreagenz wurden 1-100 pl Probe

hinzugefiigt und die Extinktion bei 595 nm gemessen.

Farbreagenz: 14 mg Serva Blau G
10 ml 96 %-iges (v/v) Ethanol
20 ml 85 %-ige (v/v) Phosphorsédure

auf 200 ml mit H,Oges. auffiillen

2.16 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteingemischen und wurde in Anlehnung an
Laemmli (1970) durchgefiihrt. Bei der Probenvorbereitung wurde mit Hilfe des
anionischen Detergens SDS (Natriumdodecylsulfat) im SDS-Probenpuffer die Eigenladung
der Proteine iiberdeckt. Zusétzlich wurden die Proteine durch Erhitzen denaturiert (2.10.1
und 2.10.2). Zur Auftrennung wurden die denaturierten Proben auf ein Polyacrylamid-Gel
geladen. Das Gel bestand aus einem Trenngel, {iber das eine Schicht Sammelgel gelagert
war. Es wurde die ,,Mini-PROTEAN® 3 Cell*“-Elektrophorese-Apparatur (Bio-Rad,
Miinchen) verwendet. Das Anlegen einer Stromstirke fiir 15 min bei 15 mA und
anschlieBend 45 min bei 25 mA bewirkte eine Wanderung der negativ geladenen Proteine
durch das Gel. Um die Grof3e der Proteine abschétzen zu konnen, wurde zusétzlich zu den
Proben 5 pul GroBenmarker (,,Unstained Protein Molekular Weight Marker” bzw.
»Prestained Protein Marker”, Fermentas, St. Leon-Rot) auf das Gel geladen. Zur
Sichtbarmachung der Proteine nach der Elektrophorese schloss sich eine Coomassie-

Féarbung (2.17) oder ein Western-Blot (2.18) an.
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10 %-ige Trenngel-Losung: 3,75 Y%-ige Sammelgel-Losung:
10 % (w/v) Acrylamid 3,75 % (w/v) Acrylamid
2,7 % (w/v) Bisacrylamid 1 % (w/v) Bisacrylamid
250 mM Tris/HCI, pH 8,8 125 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
5 % (v/v) Glyzerin 0,4 % (v/v) TEMED
0,4 % (v/v) TEMED 0,08 % (w/v) APS

0,05 % (W/v) APS

Elektrophoresepuffer (pH 8,3):
25 mM Tris
200 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

2.17 Coomassie-Fiarbung

Die Farbung mit Coomassie ist die Standard-Methode, um Proteine im Polyacrylamidgel
sichtbar zu machen. Die Coomassie-Firbelosung enthdlt Methanol, um den Coomassie-
Farbstoff in Losung zu bringen, und Essigsdure, um die Proteine im Gel zu fixieren. Der
blaue Farbstoff lagert sich an basische und aromatische Seitenketten der Aminosduren an
und farbt so alle Proteine unspezifisch an. Die Gele wurden ca. 0,5 h in der Farbelosung
inkubiert und anschliefend so lange in Entfarbelosung geschiittelt, bis die Proteine deutlich

zu erkennen waren und der Hintergrund nahezu farblos war.

Firbelosung: 0,25 % (w/v) Coomassie Blue (Serva Blau R)
40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsédure
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Entfirbelosung: 50 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsédure

2.18 Western-Blot

2.18.1 Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membranen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE (2.16) erfolgte
der Transfer der Proteine durch das NaBblot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran
(Schleicher & Schuell, Dassel). Es wurde dazu eine ,,Mini Trans-Blot® Cell“-Apparatur
(Bio-Rad, Miinchen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Blotkammer wurde mit
Transferpuffer gefiillt und ein elektrisches Feld angelegt, so dass die Proteine fiir 1 h bei
60V und ca. 8°C transferiert wurden. Die Proteine blieben aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen an der Membran haften. Bei diesem Vorgang wurde das an den
Proteinen angelagerte SDS ausgewaschen. Im Anschluss erfolgte eine Markierung der
Markerproteine (,,Prestained Protein Marker”, Fermentas, St. Leon-Rot) auf der

Nitrocellulosemembran.

Transferpuffer (pH 8,4): 25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Methanol

2.18.2 Immunodetektion der Proteine

Die Nitrocellulosemembran (2.18.1) wurde kurz in TBS-Puffer gewaschen und zur
Absittigung liberschiissiger Bindungsstellen fiir mindestens 2 h in Blockierungsldsung bei
4 °C inkubiert. Die nachfolgenden Schritte erfolgten bei RT unter kontinuierlichem
Schiitteln. Nachdem die Membran fiir 2 min in TBST-Puffer gewaschen wurde, erfolgte
eine 1-stiindige Inkubation in 10 ml der Losung des primdren Antikorpers (Tab. 4) in
TBST. Durch dreimaliges Waschen fiir 10 min in TBST-Puffer wurden schwicher

haftende, unspezifisch gebundene Antikérper von der Membran entfernt. Die Losung des
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sekunddren Antikorpers (Tab. 4) wurde fiir 1 h mit der Membran geschwenkt. Dieser
Antikorper bindet spezifisch an den primdren Antikorper. AnschlieBend wurde die
Membran dreimal 10 min in TBST-Puffer, einmal 10 min in TBS-Puffer und einmal
10 min in AP-Puffer gewaschen. Zur Visualisierung wurden sekundéire Antikorper
verwendet, die ein Konjugat mit der alkalischen Phosphatase (AP) bildeten. Die Reaktion
der alkalischen Phosphatase wurde durch Zugabe von 66 pul NBT (Nitroblau-Tetrazolium)
und 32 pl BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) in 10 ml AP-Puffer nach Angaben

des Herstellers (Promega, Mannheim) gestartet.

TBS-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
TBST-Puffer: TBS-Puffer mit 0,05 % (v/v) Tween20

Blockierungslosungen: 1 % (w/v) BSA in TBST-Puffer bzw.

3 % (w/v) Milchpulver in TBS-Puffer

AP-Puffer: 100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

5 mM MgCl,
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Tab. 4 Verwendete Antikorper

Primérer Antikorper

(Verdiinnung/Referenz)

Sekundéirer Antikorper

(Verdiinnung/Referenz)

Anti-CsPAT
(1:2.000/May et al., 1998)

Anti-CsLbLOX
(1:1.000/Hause et al., 2000)

Anti-Caleosin
(1:1.000/Naested et al., 2000)

Anti-Oleosin
(1:1.000/Tzen et al., 1990)

Anti-His
(1:5.000/Invitrogen, Karlsruhe)

Anti-V5
(1:2.000/Invitrogen, Karlsruhe)

Anti-Kaninchen-IgG-AP
(1:2.000/KPL, Gaithersburg, USA)

Anti-Kaninchen-IgG-AP
(1:2.000/KPL, Gaithersburg, USA)

Anti-Kaninchen-IgG-AP
(1:2.000/KPL, Gaithersburg, USA)

Anti-Huhn-IgG-AP
(1:500/Sigma, Miinchen)

Anti-Maus-IgG-AP
(1:10.000/Sigma, Miinchen)

Anti-Maus-IgG-AP
(1:10.000/Sigma, Miinchen)

2.19 Immunogold-Transmissionselektronenmikroskopie

Immunogold-Transmissionselektronenmikroskopie zur intrazelludren Lokalisierung von

CsPAT und CsLbLOX im C. sativus-Keimling wurde von Dr. M. Melzer am Institut fiir

Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben durchgefiihrt. Die fiir

die Immunogoldmarkierung verwendeten Antikorper Anti-CsPAT und Anti-CsLbLOX

sind in Tab. 4 beschrieben.

2.20 Proteinsequenzierung

Proteinsequenzierungen erfolgten am Institut fiir Mikrobiologie und Genetik der

Universitit Gottingen unter der Leitung von Dr. O. Valerius.
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2.21 Enzymaktivititsbestimmungen

2.21.1 Lipoxygenase-Aktivitit
2.21.1.1 Polarographische Messung der Lipoxygenase-Aktivitit

Fiir die polarographische Bestimmung der LOX-Aktivitit an isolierten Lipidkorpern
wurden 950 ul 200 mM Boratpuffer (pH 8,25) mit 50 ul Lipidkorperlosung (2.10.1)
versetzt und die LOX-Aktivitidt anhand des Linolséure-abhéngigen Sauerstoff-Verbrauchs
mit einer Sauerstoff-Elektrode (Rank Borther, Bottisham, UK) gemessen. Als Substrat
wurde in Ethanol geloste Linolsdure mit einer Endkonzentration von 0,9 mM verwendet.
Die Reaktion erfolgte in einer auf 20 °C temperierten Messkammer und wurde durch die
Zugabe der Substratlosung gestartet. Die Berechnung der spezifischen Aktivitét erfolgte
tiber die Abschitzung der Proteinkonzentration in einem Coomassie-gefarbten

Polyacrylamidgel (2.16 und 2.17).

2.21.1.2 Messung der Lipoxygenase-Aktivitit mittels Produktanalyse

Die Untersuchungen zur in vitro Interaktion zwischen der CsPAT- und der CsLbLOX-
Aktivitit wurden von Dr. A. Schlereth am Institut fiir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben durchgefiihrt. Es wurden 4 mg gereinigte
Lipidkorper (2.9) aus 2 h in Leitungswasser eingeweichten C. sativus-Samen in 50 mM
Na-Phosphatpuffer (pH 8,0) mit 25 mM CaCl, rehomogenisiert und anschlieBend mit
400 pl gereinigter CsPAT- sowie 200 pul gereinigter CsLbLOX-Proteinlosung (2.11.1) fiir
120 min bei 30 °C inkubiert (900 pul Endvolumen). Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 100 pl konzentrierter Essigsdure gestoppt. Die Lipide wurde nach Bligh und Dyer
(1959; 2.22.1) extrahiert und wie unter 2.24 beschrieben transesterifiziert. Die erhaltenen
Methylester der Hydroxyfettsduren und Fettsduren wurden mittels ,,reverse phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) analysiert. Zur Bestimmung der LOX-
Aktivitdt wurde das Verhiltnis von veresterter 13-Hydroxy-9,11-octadecadiensdure (13-

HOD) als Produkt zu veresterter Linolsdure (LA) als Substrat berechnet.

Eine Vorinkubation der rehomogenisierten Lipidkdrper mit immobilisierter Proteinase K
erfolgt fiir 60 min bei 30 °C unter leichtem Schiitteln. Erst nach dem Entfernen der
Proteinase K durch kurzes Zentrifugieren wurde die CsLbLOX-Proteinlosung wie oben

beschrieben dazugegeben.



2. Material und Methoden 34

2.21.2 Phospholipase-Aktivititsnachweis mit Hilfe radioaktiv markierter Substrate
(Huang, 1987)

2.21.2.1 Aktivitit an isolierten Lipidkorpern

Zur Bestimmung der PLA,-Aktivitdt an isolierten Lipidkorpern wurden 10 mg gereinigte
Lipidkorper (2.9) in 300 ul 50 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,25) rehomogenisiert und
anschlieBend mit 3 mM CaCl, sowie 1,76 nmol '*C-markiertem Phospatidylcholin (‘*C-
PC, L-a-1-Palmitoyl-2-linoleoyl-[linoleoyl-1-"*C]-phosphatidylcholin; NEN, Boston,
USA) als Substrat griindlich gemischt. Die Reaktion verlief fiir 90 min bei RT unter
leichtem Schiitteln. Als Kontrolle wurde ein zusétzlicher Testansatz mit 3 pl PLA, (15 U;
Sigma, Miinchen) angefertigt. Die Lipidkorper wurden durch Zentrifugation fiir 10 min bei
10.000 x g flotiert und die wéssrige Phase abgenommen. Zur Protonierung freier
Fettsduren wurde der pH-Wert mit 100 pl konzentrierter Essigsdure gesenkt. Die Lipide
wurden zweimal mit 500 pl Chloroform extrahiert und die vereinigten Chloroformphasen
daraufhin im Stickstoffstrom getrocknet. Der Riickstand wurde in 10 ul Chloroform
aufgenommen und mittels Diinnschichtchromatographie (DC) aufgetrennt. Die
Diinnschichtplatte (Kieselgel 60, Merck, Darmstadt) wurde in dem DC-Laufmittel
entwickelt und anschlieBend durch Exposition eines ,,Phosphor-Storage-Screens an einem
,Fluorescent Image Analyzer” (FujiFilm, Japan) ausgewertet. Eine Quantifizierung der
Lipide erfolgte anhand der Bestimmung des Schwérzungsgrades mit Hilfe der AIDA/2D-

Densitometrie Software (Raytest, Straubenhardt)

DC-Laufmittel:

Chloroform/Methanol/H;O gest. (65:25:4, v/V/v)

2.21.2.2 Aktivitit von AtTGL1 und AtTGL2 nach Expression in Insektenzellen

Ein Volumen von 80 pul der zu testenden Enzymlosung wurde mit 10 ul Pufferkonzentrat
(10x), 8 ul H2Og4est. und 2 pl Substrat griindlich gemischt und wie unter 2.21.2.1
beschrieben weiterbehandelt. Als Substrate dienten 1,76 nmol 14C-PC, 0,70 nmol He-
markierte Phosphatidsiure (‘*C-PA, L-a-Dipalmitoyl [glycerol-'*C(U)] NEN, Boston,
USA) und 3,08 pmol *H-markiertes Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (*H-PIP2,
Inositol-2-"H [N]; NEN, Boston, USA). Als Kontrollen wurden zusitzliche Testansétze mit
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3ul PLA, (15U; Sigma, Miinchen) und 3 pl Phospholipase C (PLC; 3 U; Sigma,
Miinchen) angefertigt. Die Auftrennung mittels DC erfolgte bei der Umsetzung der
Enzymlésung mit '*C-PC und '*C-PA als Substrat in dem DC-Laufmittel 1 und mit *H-
PIP2 als Substrat in dem DC-Laufmittel 2.

DC-Laufmittel 1:
Chloroform/Methanol/H;O gest. (65:25:4, v/V/v)
DC-Laufmittel 2:

Chloroform/Methanol/Ammoniumhydroxid/H,Oges, (57:50:4:11, v/v/v/v))

Pufferkonzentrat (10 x): 1 M Tris/HCI, pH 7,5

50 mM CaCl,

2.21.3 Phospholipase-Aktivititsnachweis mittels Produktanalyse

Die Bestimmung des pH-Optimums des rekombinanten CsPAT wurde von Dr. A.
Schlereth am Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in
Gatersleben durchgefiihrt. Gereinigtes Protein (C-terminales His-Tag, 2.11.1) wurde mit
PC (2-Linoleoyl-phosphatidylcholin; Sigma, Miinchen) fiir 70 min bei 30 °C inkubiert. Als
Puffer diente 50 mM Na-Phosphatpuffer mit 25 mM CaCl,, wobei unterschiedliche pH-
Werte zwischen pH 5,0 und pH 9,0 getestet wurden. Nach der Ansduerung mit
konzentrierter Essigsdure wurden die Lipide nach Bligh und Dyer (1959, 2.22.1) extrahiert.

Freie Linolsdaure wurde mittels RP-HPLC separiert und quantifiziert.

2.21.4 Lipase-Aktivititsnachweis mit Hilfe radioaktiv markierter Substrate (Huang,

1987)

Es wurden 7 mg gereinigte Lipidkorper (2.9) in 100 ul Lipasepuffer rehomogenisiert und
mit 0,1 nmol '*C-Triolein ([Carboxyl—MC]—triolein; NEN, Boston, USA) griindlich
gemischt. Zur Untersuchung der Lipase-Aktivitdt von Enzymldsungen wurden 80 ul der

jeweiligen Enzymlosung mit 10 pl zehnfach konzentriertem Lipasepuffer, 10 pl H2Oges.
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und 0,1 nmol '*C-Triolein versetzt und kriftig geschiittelt. Als Kontrolle wurde ein
zusitzlicher Testansatz mit 80 pl pankreatischer Lipase (1 mg/ml, w/v; aus
Schweinepankreas; Sigma, Miinchen) und 10 pl zehnfach konzentriertem Lipasepuffer
angefertigt. Die Reaktion erfolgte fiir 120 min bei 37 °C in einem Wasserbad und wurde
im Anschluss durch die Zugabe von 10 pl konzentrierter Essigsdure gestoppt. Die Lipide
wurden mit 200 pl n-Hexan extrahiert und zur Unterstiitzung der Phasentrennung fiir 5 min
bei 3.000 x g zentrifugiert. Die Hexanphase wurde im Stickstoffstrom getrocknet und der
Riickstand in 10 pl Chloroform aufgenommen. Die Auftrennung der Lipide iiber DC
wurde wie in 2.21.2.1 beschrieben durchgefiihrt.

DC-Laufmittel:

Chloroform/Aceton (96:4, v/v)

Lipasepuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 8,5
50 mM NaCl

5 mM CaCl,

2.21.5 DAG-DAG-Acyltransferase-Aktivititsnachweis
2.21.5.1 Herstellung von radioaktiv markiertem Substrat

Zur Herstellung von '*C-markiertem Diacylglyzerin (DAG) wurde '*C-markiertes PC mit
PLC umgesetzt. Es wurden 4,40 nmol “C-PC (L-a-1-Palmitoyl-2-linoleoyl-[linoleoyl-1-
'C]-phosphatidylcholin; NEN, Boston, USA) mit 10 pl PLC (10 U; Sigma, Miinchen) in
1 ml Inkubationspuffer iiber Nacht bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss
wurden die Lipide nach Hajra (1974) extrahiert. Dazu wurde der Ansatz mit 1 ml Hajra-
Losung kriftig geschiittelt und nach Zugabe von 2 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v)
erneut geschiittelt. Zur Unterstiitzung der Phasentrennung erfolgte eine Zentrifugation flir
5 min bei 2.300 x g. Die Chloroformphase wurden entnommen und die in der wéssrigen
Phase verbliebenen Lipide mit 2 ml Choroform reextrahiert. Nach dem Trocknen der
vereinigten Chloroformphasen im Stickstoffstrom wurde der Riickstand in 20 ul

Chloroform aufgenommen und die Lipide mittels DC wie in 2.21.2.1 beschrieben
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aufgetrennt. Das Audioradiogramm der entwickelten Diinnschichtplatte diente als
Schablone, um die 1C-markierten 1,2-DAG- und 1,3-DAG-Kieselgelbanden mit einem
Spatel von der Diinnschichtplatte auszukratzen. AnschlieBend wurden die Lipide mit 1 ml
400 mM H3;BOj3 angeséduert und mit 4 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) und kréftigem
Schiitteln aus dem Kieselgel extrahiert. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei
1.500 x g, wurde die Chloroformphase entnommen und im Stickstoffstrom getrocknet. Der
Riickstand wurde in 20 pl Chloroform aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20 °C
gelagert. Da 1,2-DAG- und 1,3-DAG spontan ineinander isomerisieren wurden beide
Extrakte vereinigt und gemeinsam als Substrat fir die DAG-DAG-Acyltransferase-
Aktivitdtsbestimmung (2.21.5.2) eingesetzt.

Inkubationspuffer: 100 mM H;BO;
5 mM CaCl, x 2H,0
0,1 % (v/v) Triton X-100

pH 7,3

Hajra-Losung: 200 mM H3;BO;

1 MKCI

DC-Laufmittel:

Chloroform/Aceton (96:4, v/v)

2.21.5.2 DAG-DAG-Acyltransferase-Aktivititsnachweis

Ein Volumen von 80 pul der zu testenden Enzymldsung wurde mit 10 ul Pufferkonzentrat
(2.21.2.2) gemischt, auf 0,88 nmol '*C-markiertes DAG (2.21.5.1) gegeben und
anschlieend griindlich geschiittelt. Es wurden drei Ansétze bei 30 °C im Wasserbad fiir
10, 15 bzw. 20 min inkubiert. Nach Ansduerung mit 10 pl konzentrierter Essigsdure
wurden die Lipide mit 200 pl Chloroform extrahiert und die Phasentrennung durch eine
Zentrifugation fiir Smin bei 1.500 x g unterstiitzt. Die Chloroformphase wurde im

Stickstoffstrom getrocknet und der Riickstand in 10 pul Chloroform aufgenommen. Die
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Auftrennung der Lipide mittels DC wurde mit dem in 2.21.5.1 angegebenen Laufmittel wie

in 2.21.2.1 beschrieben durchgefiihrt.

2.21.6 Steroidester-Hydrolaseaktivititsnachweis

Zur Bestimmung einer Steroidester-Hydrolaseaktivitdit wurden 80 pl der zu testenden
Enzymlésung mit 10 pl zehnfach konzentriertem Lipasepuffer (2.21.4), 9 pul HyOgest. und
0,19 nmol 1C-markiertem Cholesteryloleat ([Oleat—l—14C]—Cholesteryloleat; NEN, Boston,
USA) kriéftig gemischt und wie in 2.21.4 beschrieben weiterbehandelt.

2.22 Lipidextraktion

2.22.1 Extraktion der Lipide nach Bligh und Dyer (1959)

Zur Extraktion der Lipide aus isolierten Lipidkoérpern (2.9) wurden diese in 900 pl
100 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,4) rehomogenisiert. AnschlieBend wurden 250 pl 100 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 7,4), 2,5 ml Methanol und 1,25 ml Chloroform zugesetzt und
griindlich gemischt. Nach weiterer Zugabe von 1,25 ml 100 mM Tris/HCI-Puffer (pH 7,4)
und 1,25 ml Chloroform wurde erneut gemischt und die Phasentrennung durch eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 5.000 x g und 4 °C unterstiitzt. Die Chloroformphase wurde
entnommen, im Stickstoffstrom getrocknet und der Riickstand in 1 ml Chloroform

aufgenommen.

2.22.2 Extraktion der Lipide mit n-Hexan/Isopropanol

Gefrorenes Pflanzenmaterial wurde abgewogen und auf Eis gekiihlt mit 10 ml HIP-Lsung
und einem Standardgemisch versetzt. Um eine Autoxidation zu verhindern, wurde die
Probe mit Argon iiberschichtet. Zur Analyse von freien Oxylipinen und freien Fettsduren
wurde ein Standardgemisch aus 100 ng Dg-Jasmonsdure (Dg-JA, Dr. O. Miersch, IPB
Halle), 100 ng Ds-12-Oxophytodiensédure (Ds-oPDA, Dr. O. Miersch, IPB Halle), 200 pg
Heptadecansdure (Sigma, Miinchen) und 13y-Hydroxyoctadecatriensdure (13y-HOT,
Cayman Chemical, Ann Arbor, USA) verwendet. Die Probe wurde fiir 45 s mit einem

Ultra-Turrax  (13.000 min'; IKA® Werke, Staufen) unter einem Argonstrom
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homogenisiert. Der Ultra-Turrax wurde in weiteren 10 ml HIP-Losung gereinigt und diese
HIP-L6sung mit der Probeldsung vereinigt. Nach 10-miniitigem Schiitteln bei 8 °C und
einer 10-miniitigen Zentrifugation bei 3.200xg und 4°C wurde der Uberstand
abgenommen und mit wéssriger K;SO4-Losung auf 32,5 ml aufgefiillt. Die Probe wurde
erneut fiir 10 min bei 8 °C geschiittelt und 10 min bei 3.200 x g und 4 °C zentrifugiert. Im
Anschluss wurde die Hexanphase entnommen, im Stickstoffstrom getrocknet und mit
dreimal 400 pl n-Hexan/Isopropanol (100:5, v/v) in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal} tiberfiihrt.
Nach dem Trocknen im Stickstoffstrom wurde der Riickstand in 200 ul Methanol

aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

HIP-Lo6sung: n-Hexan/Isopropanol (3:2, v/v) mit 0,0025 % (w/v) BHT (2,6-Di-
tert-butyl-4-methylphenol)

K,SO,-Losung: 6,66 % (w/v) K2SO4

2.23 Methylierung von freien Fettsiuren

Fiir die Methylierung von freien Fettsduren wurden 20 pl des Lipidextraktes (2.22.2) im
Stickstoffstrom getrocknet und anschlieBend in 400 pul Methanol aufgenommen. Es wurde
1 mg 1-Ethyl-3-(3-Dimethyl-aminopropyl)carbodiimid in 10 pl Methanol geldst zur Probe
gegeben und fiir 2 h bei RT geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 pl
gesittigter NaCl-Losung gestoppt. Zur Extraktion der entstandenen Fettsduremethylester
(FAME) wurde zweimal 1 ml n-Hexan zugesetzt und das Gemisch kréftig geschiittelt.
Durch Zentrifugation fiir jeweils 5 min bei 12.000 x g wurde die Phasentrennung
beschleunigt. Die Hexanphasen wurden vereinigt und im Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingeengt. Der Riickstand wurde in 10 pl Acetonitril aufgenommen und stand damit fiir die

Analyse mittels Gaschromatographie (GC) bereit (2.26).
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2.24 Transesterifizierung von veresterten Fettsiuren und Oxylipinen

Die Transesterifizierung beinhaltet die Umwandlung von lipidgebundenen Fettsduren und
Oxylipinen in ihre entsprechenden Methylester unter alkalischen Bedingungen. Fiir die
Transesterifizierung wurden 10 ul des Lipidextraktes (2.22.1) mit Triricinolein sowie
20 pg Triheptadecanoat als interne Standards in einem 2-ml-Reaktionsgefd3 versetzt und
in einem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt. Ein Aliquot Triricinolein wurde zur
Quantifizierung mittels ,,straight phase* (SP-)HPLC (2.25.3) parallel zu der Probe trans-
esterifiziert. AnschlieBend wurde die Probe in 330 ul Methanol/Toluol (2:1, v/v) und
170 pl 0,5 M Natriummethoxid (in Methanol; Sigma, Miinchen) aufgenommen. Sollten
Lipide aus Tabaksamen transesterifiziert werden, wurden diese direkt in 330 pl
Methanol/Toluol (2:1, v/v) mit einem Potter (Heidolph RZR 2020, Schwabach)
homogenisiert und dann mit 170 ul 0,5 M Natriummethoxid versetzt. Das Gemisch wurde
bei RT fiir 20 min geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pl 1 M NaCl
und 50 ul HCI (32 %, v/v) gestoppt. Zur Extraktion der methylierten Lipide wurde
zweimal 1 ml n-Hexan zugegeben und das Gemisch kréftig geschiittelt. Die
Phasentrennung erfolgte jeweils durch Zentrifugation bei 12.000 x g fiir 5 min. Die oberen
Hexanphasen wurden vereinigt und in einem Stickstoffstrom getrocknet. Die Probe wurde
in 200 pl Methanol aufgenommen und stand fiir die GC-Analyse (2.26) der FAME sowie
fiir die Auftrennung der methylierten Oxylipine tiber RP-HPLC (2.25.1) und anschlie3ende
Trennung und Quantifizierung mittels SP-HPLC (2.25.3) bereit.

2.25 ,,High performance liquid chromatography“(HPLC-) Analysen

HPLC-Analysen wurden mit einem Agilent 1100 HPLC-System (Agilent, Waldbronn)
durchgefiihrt, an das ein Diodenarray-Detektor gekoppelt war. Die Signalflaichen wurden
mit der ChemStation-Software (Rev. A. 10.02; Agilent, Waldbronn) integriert und

quantifiziert.

2.25.1 Trennung von Oxylipinen und Fettsiuren mittels RP-HPLC

Die RP-HPLC-Analyse der Oxylipine erfolgte an einer EC250/2 Nucleosil 120-5 C18
Saule (250 x 2,1 mm, 5 um PartikelgroBe, Macherey&Nagel, Diiren). Zur Detektion von
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Hydro(pero)xyfettsduren wurde die Absorption bei 234 nm (konjugiertes Diensystem) und
zur Detektion von oPDA wurde die Absorption bei 224 nm dokumentiert. Fiir die
Trennung der einzelnen Oxylipinklassen wurden die folgenden Laufmittel verwendet:
Laufmittel A: Methanol/H;Oges /Essigsdure  (75:25:0,1, v/v/v) und Laufmittel B:
Methanol/H;O g5t /Essigsdure (100:0:0,1, v/v/v). Die Elution der freien Oxylipine und
Fettsduren erfolgte mit dem folgenden Gradienten: 0 - 10 min 80 % Laufmittel A und 20 %
Laufmittel B bei einer Flussrate von 0,18 ml/min, 10 - 15 min von 80 % Laufmittel A und
20 % Laufmittel B auf 100 % Laufmittel B, 15-17 min Erhéhung der Flussrate auf
0,36 ml/min, 17 - 25 min 100 % Laufmittel B, 25 -27 min von 100 % Laufmittel B auf
80 % Laufmittel A und 20 % Laufmittel B, 25 - 30 min 80 % Laufmittel A und 20 %
Laufmittel B. Zur Bestimmung der Retentionszeiten der verschiedenen freien
Oxylipinklassen wurden JA, oPDA, 13-Hydrox-9,11,15-octadecatriensiure (13-HOT) und
13-HOD als Standards verwendet. Zur weiteren Trennung der Oxylipine wurden
entsprechende Fraktionen gesammelt. Die Elution der methylierten Oxylipine erfolgte nach
einem modifizierten Gradienten: 0 - 5 min 80 % Laufmittel A und 20 % Laufmittel B bei
einer Flussrate von 0,18 ml/min, 5 - 10 min von 80 % Laufmittel A und 20 % Laufmittel B
auf 100 % Laufmittel B und Erhohung der Flussrate auf 0,36 ml/min, 10 - 20 min 100 %
Laufmittel B, 20 - 25 min von 100 % Laufmittel B auf 80 % Laufmittel A und 20 %
Laufmittel B, 25 - 30 min 80 % Laufmittel A und 20 % Laufmittel B. Als Standards fiir die
methylierten Oxylipine wurden methyliertes 13-HOT, methyliertes 13-HOD sowie

methylierte Ricinolsdure eingesetzt.

2.25.2 Trennung von oxygenierten Triacylglyzeriden mittels RP-HPLC (Feussner et
al., 1997a)

Zur Identifizierung von Signalen bei der DC-Analyse von Neutrallipiden (2.31) wurde
Trilinolein mit rekombinant exprimierter CsLbLOX (2.11.1) zu einfach, zweifach und
dreifach oxygeniertem Trilinolein umgesetzt. Dazu wurde das Zellysat einer 10-ml-E. coli-
Kultur, die die CsLbLOX exprimierte, mit 1,2 mg Trilinolein fiir 30 min bei RT inkubiert.
Das Substrat Trilinolein wurde zuvor in 50 pl 5 % (w/v) Gummi arabicum durch eine
Ultraschallbehandlung gelost. Die Reaktionsprodukte wurden nach der Methode von Bligh
und Dyer (1959; 2.22.1) extrahiert. Die Trennung der oxygenierten Produkte erfolgte iiber
RP-HPLC an einer EC250/4 Nucleosil 120-5 C18 Siule (250 x 4 mm, 5 um Partikelgrof3e,

Macherey&Nagel, Diiren) bei einer Flussrate von 1 ml/min mit folgenden Laufmitteln:
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Laufmittel A: Methanol/H,Ogest /Essigsdure  (90:10:0.1, v/v/v) und Laufmittel B:
Methanol/H; O gest /Essigsdure (100:0:0.1, v/v/v). Die Elution verlief nach folgendem
Gradienten: 0-10min 100 % Laufmittel A, 10 - 30 min von 100 % Laufmittel A auf
100 % Laufmittel B und 30 - 80 min 100 % Laufmittel B. Zur Detektion wurde die
Absorption bei 234 nm gemessen. Die entsprechenden Fraktionen der oxygenierten
Produkte wurden gesammelt, nach dem Trocknen im Stickstoffstrom in 200 ul Methanol

aufgenommen und konnten dann mittels DC (2.31) analysiert werden.

2.25.3 Trennung und Quantifizierung von Oxylipinen mittels SP-HPLC

Die Trennung der einzelnen Isomere der Hydro(pero)xyfettsduren mittels der SP-HPLC
wurde mit einer Zorbax SIL Sdule (150 x 2.1 mm, 5 um Partikelgroe, Agilent,
Waldbronn) durchgefiihrt. Als Laufmittel wurde n-Hexan/Isopropanol/Essigsdure
(100:1:0.1, v/v/v) verwendet. Fiir die Trennung von freien Oxylipinen wurde eine Flussrate
von 0,2 ml/min gewéhlt, und als Standards zur Bestimmung der Retentionszeiten wurden
ein Brennnesselblattextrakt sowie 13-y-HOT verwendet. Methylierte Oxylipine wurden bei
einer Flussrate von 0,1 ml/min getrennt und methylierte Isomere der Hydroxyfettsduren
dienten als Standards. Die Detektion der Hydro(pero)xyfettsduren erfolgte durch die

Absorptionsmessung bei 234 nm.

2.26 Analyse von Fettsduremethylestern durch Gaschromatographie

Fettsduremethylester (FAME) sind bei hohen Temperaturen in die Gasphase iiberfiihrbar.
Diese Eigenschaft wurde wihrend der gaschromatographischen Trennung mit der Agilent
GC 6890 Serie (Agilent, Waldbronn) ausgenutzt. Die Trennung der FAME wurde an einer
DB-23-Séule (30 m x 0.25 mm, 0,25 um Filmdicke; J&W, Scientific, Agilent, Waldbronn)
mit Helium als Triagergas und einer konstanten Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Das
Injektionsvolumen war von der Konzentration der FAME in der Probe abhéngig. Der
Temperaturgradient verlief fiir I min bei 150 °C, gefolgt von einer Erhdhung um 8 °C/min
auf 200 °C und einer Erhdhung um 25 °C/min auf 250 °C. Die Temperatur von 250 °C
wurde fiir 6 min konstant gehalten. Die Detektion erfolgte iiber einen Flammen-
Ionisations-Detektor (FID). Zur Bestimmung der Retentionszeiten der FAME diente ein

FAME-Standardgemisch (F.A.M.E. Mix, C4-C24, Sigma, Miinchen).
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2.27 Derivatisierung mit Pentafluorbenzylbromid

Fir die GC/MS-Analyse (2.28) von JA, dinor-oPDA und oPDA wurden die
Carboxylgruppen dieser Oxylipine mit Pentafluorbenzylbromid derivatisiert. Dazu wurden
die vereinigten JA-, dinor-oPDA- und oPDA-Fraktionen nach der RP-HPLC (2.25.1) in
einem Stickstoffstrom getrocknet und in 200 pl Chloroform/N,N-Diisopropylethylamin
(1:1, v/v) aufgenommen. Nach der Zugabe von 10pul auf 37°C erwidrmten
Pentafluorbenzylbromid (Sigma, Miinchen) wurde die Probe iiber Nacht bei RT
derivatisiert. Anschlieend wurden die Proben in einem Stickstoffstrom getrocknet und der
Riickstand in 5 ml n-Hexan geldst iiber eine Kieselgelsiule (Bakerbond spe™ Silica Gel,
Baker, Griesheim) gegeben. Diese wurde zuvor mit 5 ml n-Hexan konditioniert. Die
Pentafluorbenzylester wurden mit 7 ml n-Hexan/Diethylether (2:1, v/v) in ein
10-ml-Schliffglas eluiert und erneut in einem Stickstoffstrom getrocknet. Die Probe wurde

in 10 ul Acetonitril resuspendiert und stand fiir die GC/MS-Analyse (2.28) bereit.

2.28 GC/MS-Analyse von Pentafluorobenzylestern

Die wie unter 2.27 beschrieben mit Pentafluorbenzylbromid derivatisierten Oxylipine JA,
dinor-oPDA und oPDA wurden anschlieBend gaschromatographisch aufgetrennt und
massenspektrometrisch quantifiziert. Die GC/MS-Analyse (Stumpe et al., 2005) wurde mit
einem Finnigan GCQ Gaschromatographie/Massenspektrometrie-System (Austin, Texas,
USA) durchgefiihrt, das mit einer RTX-5MS-Sdule mit integrierter Vorsdule (15 m x
0,25 mm, 0,25 um Filmdicke; Restek, Bad Homburg) ausgestattet war. Helium wurde mit
einer konstanten Flussrate von 0,8 ml/min als Trigergas eingesetzt. Es wurde eine
Elektronenenergie von 100eV, eine Quellentemperatur von 200°C und eine
» L ransferline“-Temperatur von 300 °C verwendet. Die Proben wurden durch negative
chemische lonisierung mit Ammoniak als Reagenzgas gemessen. Die Injektionstemperatur
betrug 220 °C und der Temperaturgradient verlief wie folgt: 60 - 180 °C mit einer
Erhohung von 25 °C/min, 180 - 270 °C mit einer Erhéhung von 5 °C/min, 270 °C fiir
1 min, 270 - 300 °C mit einer Erhéhung von 10 °C/min und 300 °C fiir 25 min.
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2.29 Isolierung von Membranphospholipiden aus Lipidkorpern (Tzen et
al., 1992)

Fiir die Isolierung von Membranphospholipiden wurden 30 mg gereinigte Lipidkorper in
500 pl Dichtegradientenpuffer (2.9) rehomogenisiert. Um zundchst die Neutrallipide zu
entfernen, wurde die Lipidkdrperpriaparation mit 1 ml Diethylether durch kréftiges
Schiitteln, eine 15-miniitige Inkubation bei RT und anschlieBender Zentrifugation fiir
4 min bei 13.600 x g extrahiert. Die obere Etherphase wurde entfernt, die untere wéssrige
Phase und die Interphase wurden weitere dreimal in der gleichen Weise mit 1 ml
Diethylether extrahiert. Zur Verdampfung restlicher Spuren des Diethylethers wurden die
untere wassrige Phase und die Interphase fiir 1 h einem Stickstoffstrom ausgesetzt. Nach
Zugabe von 750 ul Chloroform/Methanol (2:1, v/v) und vorsichtigem Schiitteln wurde die
Probe fiir 4min bei 13.600x g zentrifugiert. Die Choroformphase, welche die
Phospholipide enthélt, wurde dreimal mit Methanol/H,Oges. (1:1, v/v) gewaschen, jeweils
gefolgt von einer 15-miniitigen Zentrifugation bei 13.600 x g. Der Riickstand der unter
einem Stickstoffstrom getrockneten Choroformphase wurde in 80 pl Chloroform/Methanol
(2:1, v/v) aufgenommen und stand fiir die Analyse in der DC (2.31) bereit.

2.30 Isolierung von Neutrallipiden und Glykolipiden aus Lipidkorpern

Zur Fraktionierung von Neutrallipiden und Glykolipiden wurde ein Lipidextrakt (2.22.1)
aus 30 mg gereinigten Lipidkorpern (2.9) auf eine Kieselgelsdule (Strata SI-1 Silica, S5um,
70A, 500 mg/6 ml; Phenomenex, Torrance, USA) geladen, die zuvor mit 5 ml Chloroform
konditioniert wurde. Die Neutrallipide wurden mit 9 ml Chloroform von der Séule eluiert.
Anschliefend wurden die Glykolipide mit 10 ml Aceton/Isopropanol (9:1, v/v) eluiert. Die
beiden Eluate wurden in einem Stickstoffstrom getrocknet und die Riickstinde in 200 pl
Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen. Die weitere Analyse erfolgte iiber DC
(2.31).
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2.31 Diinnschichtchromatographie von Lipidkorperlipiden

Die isolierten Lipidklassen (Phospholipide, Neutrallipide, Glykolipide; 2.29 und 2.30)
sowie oxygeniertes Trilinolein (2.25.2) wurden mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie
(DC) weiter aufgetrennt. Die Diinnschichtplatte (Kieselgel 60, 20 x 20 cm; Merck,
Darmstadt) wurde iiber einen DC-Probenautomaten (Camag, Muttenz, Schweiz) mit einem
Aliquot der isolierten Lipide, entsprechend der Lipidkonzentration, beladen. Phospholipide
wurden in Methylacetat/Isopropanol/Chloroform/Methanol/0,25 % wéssrigem Kalium-
chlorid (25:25: 25:10:9, v/v/v/v/v), Neutrallipide in Petrolether/Diethylether/Essigsdure
(70:30:0,5, v/v/v) und Glykolipide in Chloroform/Methanol (85:15, v/v) als Laufmittel
entwickelt. Fiir die Identifizierung der verschiedenen Lipide wurde die Co-Migration von
Standardlipiden genutzt. Die Visualisierung der Lipide erfolgte durch Inkubation in einer
CuSOy4-Losung (10 g CuSO4 x 5 H,O, 92 ml H,O, 8§ ml H3PO4) und anschlieBender
Erhitzung der Diinnschichtplatte auf 170 °C. Die Quantifizierung der Phospholipide und
oxygenierter Neutrallipide erfolgte anhand der Bestimmung des Schwirzungsgrades mit
Hilfe der AIDA/2D-Densitometrie Software. Mit Standardldsungen von Phospholipiden

bzw. Trilinolein wurden dazu Eichgeraden fiir den Schwirzungsgrad erstellt.

2.32 Analyse von Neutrallipiden mittels LC/MS (TOF)

Die Identifizierung unbekannter DC-Signale erfolgte durch Analyse mittels Ultra
Performance LC™ (ACQUITY UPLC™ System, Waters Corporation, Milford, USA)
gekoppelt mit Flugzeitanalysator-MS (TOF-MS, LCT Premier™, Waters Corporation,
Milford, USA), welche von Dr. K. FeuBner durchgefiihrt wurde. Die chromatographische
Auftrennung der Proben erfolgte an einer ACQUITY UPLC™ BEH SHIELD RP18 Saule
(1x 100 mm, 1,7 um PartikelgroBe, Waters Corporation, Milford, USA) bei einer
Temperatur von 40 °C und einer Flussrate von 0,2 ml/min mit folgenden Laufmitteln:
Laufmittel A: H;Ogesr./Methanol/Acetonitril/  Ameisensdure (90:5:5:0.1, v/v/v/v) und
Laufmittel B: Acetonitril/Ameisensdure (100:0.1, v/v). Die Elution erfolgte entsprechend
des Gradientes: 0 - 0,5 min 40 % Laufmittel B, 0,5 - 5,5 min von 40 % Laufmittel B auf
100 % Laufmittel B, 5,5 - 10 min 100 % Laufmittel B und 10 - 12 min 40 % Laufmittel B.
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Die Detektion der eluierten Lipide erfolgte durch Elektrosprayionisations-MS (ESI-MS)
im positiven W-Modus mit einer Massenauflosung groBer als 10000. Vor jeder
Probenreihe wurde das LCT Premier™ durch Injektion von 0,01 % (v/v) Phosphorséure in
Acetonitril/H,Ogesr,  (50:50,  v/v)  kalibriert.  Kapillar- und  Conespannung,
Desolvationstemperatur und Gasfluss wurden optimiert, um Cluster einer Intensitét
zwischen 200 und 20 Counts/Scan in einem Massenbereich (m/z) von 500 - 1000 Da zu
erhalten. Die Analyse der Proben erfolgte bei einer Kapillar- und Conespannung von
2700 V bzw. 30 V, einer Desolvations- und Sourcetemperatur von 250 °C bzw. 80 °C und
einem Cone- und Desolvationsgasfluss von 30 bzw. 600 1/h. Daten wurden im Centroid-
Modus mit einer Scanzeit von 0,5 sec und einem Interscan-Delay von 0,1 sec unter

Nutzung des DRE (Dynamic Range Enhancement) aufgezeichnet.

Zur Gewiéhrleistung einer Massengenauigkeit unter 5 ppm wurde der LockSpray™-Modus
zur Analyten-unabhéngigen Messung einer internen Kalibrierungsmasse genutzt. Hierbei
diente 1 pg/ml Leucin-Enkephaline ([M+H]= 556,2771, [M+H]" des doppelten C"
Isotopomers = 558,2828, Sigma-Aldrich, Deisenheim) in Acetonitril/HyOgest. (50:50, v/v)
als Kalibrierungsmasse. Die kontinuierliche Injektion des Locksprays mit einer Flussrate
von 20 ul/min erfolgte iiber eine externe Pumpe (515 HPLC Pump, Waters Corporation,
Milford, USA). Dabei wurde fiir die Lockmasse eine durchschnittliche Intensitdt von 500

Counts/Scan im Centroid-Modus erreicht.
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3. Ergebnisse

In Olsaaten dienen Speicherlipide in den Anfangsstadien der Keimung als alleinige
Kohlenstoffquelle fiir das embryonale Wachstum. Diese Speicherlipide werden in den
Lipidkérpern in Form von TAGs gelagert. Neben dem klassischen Abbau der
Speicherlipide tiber am Lipidkorper lokalisierte TGLs, die TAGs zu freien Fettsduren und
Glyzerin hydrolysieren, wurde in einigen Pflanzenarten ein alternativer Abbauweg
beschrieben, der durch die spezifische Aktivitit einer 13-LOX initiiert wird (Feussner et
al., 1997b; Kindl, 1997; Feussner et al., 2001). Bisher blieb jedoch ungeklart, wie diese
lipidmobilisierenden Enzyme Zugang zu ihrem hydrophoben Substrat im Inneren des
Lipidkorpers erhalten. In Gurkenkeimlingen konnte die am Lipidkdrper lokalisierte PLA,
CsPAT identifiziert werden, die moglicherweise durch den partiellen Abbau der
Lipidkorpermembran an der Mobilisierung der Speicherlipide beteiligt ist (May et al.,
1998). In der vorliegenden Arbeit sollte der LOX-abhédngige Abbauweg der Speicherlipide
in Lipidkérpern von Gurkenkeimlingen unter besonderer Beriicksichtigung der initialen
Schritte, die die Zuginglichkeit des Lipidkorpers ermdglichen, genauer untersucht werden.
Weitere Analysen sollten sich auf die Mobilisierung der Speicherlipide iiber TGLs in

Arabidopsis-Keimlingen ausweiten.

3.1 Die Zusammensetzung des Lipidkorpers im Gurkenkeimling

3.1.1 Lipidkorper-assoziierte Proteine wihrend der Keimlingsentwicklung

Bisherige Untersuchungen an Gurkenkeimlingen haben ergeben, dass bereits 24 h nach
Beginn der Keimung eine spezifische LOX, die CsLbLOX, tber Aktivitit und
Proteinvorkommen an der Membran des Lipidkdrpers nachzuweisen war (Feussner und
Kindl, 1992). Im weiteren Verlauf der Keimung wird dieses Enzym dann zu einem der
dominierenden Proteine dieses Organells (Feussner, 1993; Feussner et al., 1996). Fiir das
Patatin-dhnliche Protein CsPAT konnte iiber Subfraktionierungsexperimente mit
Gurkenkeimlingen gezeigt werden, dass es ebenfalls ausschlieBlich am Lipidkorper
vorkommt (May et al., 1998). Um einen mdglichen funktionellen Zusammenhang
zwischen der CsLbLOX und dem CsPAT wihrend der Keimung, insbesondere bei der

Mobilisierung der Speicherlipide, aufzudecken, sollte zunéchst eine zeitliche Korrelation
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zwischen der Expression des CsPAT, der CsLbLOX und weiterer Lipidkorper-assoziierter
Proteine wéhrend der Keimung untersucht werden. Abb. 4 zeigt die zeitabhingige
Akkumulation der untersuchten Proteine wiahrend der Keimung. CsPAT war ab 36 h nach
Beginn der Keimung und dann fortlaufend in dem analysierten Zeitraum bis 96 h
detektierbar. Nach einer Keimungszeit von 72 h konnte im Vergleich zu den anderen
Keimungszeitpunkten die hochste Akkumulation an CsPAT-Protein gefunden werden. Im
Gegensatz zum Auftreten des CsPAT konnte die CsLbLOX schon nach 24 h Keimung in
sehr geringen Mengen nachgewiesen werden. In weiteren Keimungsversuchen wurde
CsLbLOX-Protein bereits nach 18 h nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Insgesamt zeigte
die CsLbLOX eine transiente Akkumulation in dem untersuchten Keimungszeitraum mit
einem Maximum des Proteingehaltes nach 72 h. Im Gegensatz zu der nach 24 h bzw. 36 h
beginnenden Akkumulation der CsLbLOX- und CsPAT-Proteine, wurde fiir die beiden
Strukturproteine des Lipidkdrpers Caleosin und Oleosin eine deutliche Abnahme ihres
Proteingehaltes in der Western-Blot-Analyse offensichtlich. Wiahrend die beiden
Strukturproteine zwischen 12 und 24 h Keimung jeweils als zwei distinkte Signale im

Western-Blot erkennbar waren, nahm zwischen 36 und 96 h der Proteingehalt einerseits ab

kDa
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Abb. 4 Zeitliches Vorkommen von Lipidkorper-assoziierten Proteinen wihrend der
Keimung. Nach der Isolierung von Lipidkoérpern aus Keimblittern, die nach der
entsprechenden Keimungszeit geerntet wurden, erfolgte die Extraktion der Proteine aus
den Lipidkorpern (2.10.1). Die Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western-Blot mit den angegebenen primiren Antikdrpern (Tab. 4) analysiert. Von fiinf (a-
CsLbLOX, a-CsPAT) bzw. zwei (a-Caleosin, a-Oleosin) Keimungsversuchen stellt die
Abbildung ein reprisentatives Ergebnis dar.
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und andererseits losten sich die beiden distinkten Signale eventueller Isoformen
zunehmend auf. Dieser Effekt war beim Caleosin starker ausgepréigt als beim Oleosin und
lasst auf einen proteolytischen Abbau dieser beiden Lipidkorper-assoziierten Proteine

wihrend der Keimung schliefen.

3.1.2 Intrazellulire Lokalisierung von CsPAT und CsLbLOX

In einer fritheren Arbeit konnte durch immunzytochemische Farbung von Keimblittern die
Lokalisierung der CsLbLOX am Lipidkorper beschrieben werden (Feussner et al., 1996).
Generell erfolgte der Nachweis der Lokalisierung der CsLbLOX und auch des CsPAT an
der Membran des Lipidkorpers bisher indirekt {iiber Aktivititsmessungen und
Proteinanalysen (Feussner und Kindl, 1992; May et al., 1998). Daher sollte die genaue
intrazelluldre Lokalisierung der CsLbLOX im Vergleich zu der des CsPAT mit Hilfe der
Immunogold-Transmissionselektronenmikroskopie (2.19) untersucht werden. Diese
Untersuchungen wurden von Dr. M. Melzer am Institut fiir Pflanzengenetik und

Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben durchgefiihrt.

Von 72 h alten, etiolierten Keimblattern wurden Ultradiinnschnitte angefertigt und diese
mit den Antikorpern, die gegen CsLbLOX bzw. CsPAT gerichtet waren, inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Immunogold-Markierung der Gewebeschnitte, von denen
reprasentative Transmissionselektronenmikroskopaufnahmen in Abb. 5 dargestellt sind.
Die CsLbLOX wurde an der Membran der Lipidkorper detektiert. Vereinzelt war auch eine
Immunogold-Markierung im Zytosol in der Nihe des rauen endoplasmatischen Retikulums
zu erkennen (Abb. 5B). Bei den meisten globuldren Strukturen handelt es sich hier um
Ribosomen, die eine dhnliche Grofle wie die verwendeten Goldpartikel besitzen. Im Falle
des CsPAT konnte ebenfalls eine Lokalisierung an der Membran der Lipidkorper
festgestellt werden (Abb. 5C, D).
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Abb. 5 Intrazellulire Lokalisierung von CsPAT und CsLbLOX iiber Immunogold-
Markierung. Ultradiinnschnitte von Gurkenkeimbldttern wurden mit Antiseren gegen
CsLbLOX (A und B) bzw. CsPAT (C und D) inkubiert, anschliefend immunogold-
markiert und im Transmissionselektronenmikroskop analysiert (2.19). Die Keimblitter
stammten von 72h alten etiolierten Keimlingen. Die Pfeile verweisen auf die
Immunogold-Markierung an der Lipidkorpermembran. LB: Lipidkorper; Cy: Zytosol.

3.1.3 Untersuchung der Phospholipaseaktivitit am Lipidkorper

Fiir das rekombinant exprimierte CsPAT wurde PLA,-Aktivitit gegeniiber PC als Substrat
in vitro nachgewiesen (May et al., 1998). Zunichst sollte das pH-Optimum des
rekombinanten Proteins bestimmt werden, und anschlieBend die Phospholipase-Aktivitét
am isolierten Lipidkorper wéahrend der Keimung analysiert werden, um eine mogliche
Korrelation zu der bestimmten Proteinakkumulation festzustellen. Fiir die Mobilisierung
der Speicherlipide in Gurkenkeimlingen konnte gezeigt werden, dass die durch die
CsLbLOX-Reaktion oxidativ modifizierten, mehrfach ungesittigten Fettsduren in den
Speicherlipiden durch eine fiir diese Derivate hoch spezifische TGL vom Lipidkorper
freigesetzt werden (Balkenhohl et al., 1998). Um die untersuchte PLA,-Aktivitdt wihrend
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der Keimung und damit den vermuteten partiellen Abbau der Lipidkdrpermembran in
einen zeitlichen Kontext mit dem generellen Abbau der Speicherlipide stellen zu konnen,
sollte die TGL-Aktivitdt an isolierten Lipidkdrpern wihrend der Keimung untersucht
werden. Der hypothetische partielle Abbau der Lipidkdrpermembran zur Initialisierung der
Speicherlipidmobilisierung sollte sich in Anderungen der Zusammensetzung der
Membranphospholipide wihrend der Keimung widerspiegeln. Daher sollten iiber die
Analyse der Zusammensetzung der Membranphospholipide des Lipidkorpers Hinweise

tiber das Vorkommen von Substraten und Produkten des CsPAT in vivo gefunden werden.

3.1.3.1 Ermittlung des pH-Optimums von CsPAT

Die Bestimmung des pH-Optimums des rekombinant exprimierten CsPAT wurde von Dr.
Armin Schlereth am Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in
Gatersleben durchgefiihrt. Das rekombinante CsPAT zeigte hochste PLA,-Aktivitdt in
einem pH-Bereich zwischen pH 8 und 8,5 (Abb. 6A), wie bereits auch fiir die rekombinant
exprimierte CsLbLOX gefunden worden war (Feussner und Kindl, 1994; Feussner et al.,
1998).

3.1.3.2 Enzymaktivititen am isolierten Lipidkorper

Um die Beteiligung einer Phospholipase am partiellen Abbau der Lipidkdrpermembran
wiahrend der Mobilisierung der Speicherlipide zu untersuchen, wurden isolierte
Lipidkorper auf PLA,-Aktivitdt wihrend der Keimung untersucht. Da CsPAT vermutlich
die verantwortliche PLA, darstellt, wurde fiir den PLA,-Aktivitétstestansatz der optimale
pH-Wert der CsPAT-Aktivitdt von 8,25 eingestellt (3.1.3.1). Die ermittelte spezifische
PLA,-Aktivitdt an isolierten Lipidkorpern wihrend der Keimung ist in Abb. 6B gezeigt.
PLA,-Aktivitdit war transient ab 36 h nach Beginn der Keimung am Lipidkdrper
nachweisbar und erreichte nach 72 h Keimungszeit ein Maximum. Eine deutliche TGL-
Aktivitdit war am Lipidkdrper erst nach 96 h Keimungszeit detektierbar (Abb. 6C). Im
Gegensatz zu der ermittelten TGL-Aktivitdt ab 96 h nach Beginn der Keimung war die
spezifische PLA,-Aktivitdt zu diesem Zeitpunkt schon wieder erheblich zuriickgegangen

(Abb. 6B).
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Abb. 6 Untersuchungen der PLA,- und TGL-AKktivitit. (A) Bestimmung des pH-
Optimums des rekombinant exprimierten CsPAT. Nach Inkubation des mittels Affinitits-
chromatographie gereinigten Proteins mit 2-Linoleoyl-PC bei den entsprechenden pH-
Werten wurde die freigesetzte Linolsdure liber RP-HPLC bestimmt (2.21.3). Die relative
Aktivitdt wurde auf den hochsten Wert bei pH 8 bezogen. (B) PLA,-Aktivitdt an isolierten
Lipidkorpern, die mit '*C-markiertem PC inkubiert wurden (2.21.2.1). (C) TGL-Aktivitit
an isolierten Lipidkérpern, die mit '*C-markiertem Triolein inkubiert wurden (2.21.4).
PLA,- und TGL-Aktivitdten wurden anhand der freigesetzten radioaktiven Linolsdure {iber
DC detektiert und mit Hilfe der 2D-Densitometrie quantifiziert (B und C). Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte von jeweils zwei unabhéngigen Messungen.

3.1.3.3 Zusammensetzung der Membranphospholipide

Zur Untersuchung der Membranphospholipide wurden diese aus Lipidkorpern extrahiert
und iiber DC aufgetrennt (2.29). Fiir die Identifizierung der verschiedenen Phospholipide

wurde die Co-Migration von Standardlosungen der Phospholipide genutzt.
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Abb. 7 Untersuchung der Membranphospholipide isolierter Lipidkorper wihrend
der Keimung. Die Phospholipide wurden aus isolierten Lipidkorpern extrahiert und iiber
DC aufgetrennt (2.29). Die Quantifizierung der jeweiligen Phospholipide erfolgte iiber die
2D-Densitometrie nach Farbung mit einer CuSO4-Lésung und Erhitzen auf 170 °C. (A)
zeigt den Gehalt von Phosphatidylcholin (PC), (B) den Gehalt von Lysophosphatidylcholin
(LPC) und (C) den Gehalt an Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI) und
Phosphatidylserin (PS) wéhrend der Keimung. Die Daten représentieren die Mittelwerte
von drei unabhidngigen Messungen, wobei fiir PS nur die Daten von zwei Messungen
verwendet wurden. Die Standardabweichungen sind angegeben.

Phosphatidylcholin (PC), Lysophosphatidylcholin (LPC), Phosphatidylethanolamin (PE),
Phosphatidylinositol (PI) und Phosphatidylserin (PS) konnten als Bestandteile der
Lipidkérpermembran identifiziert werden (Abb. 7). Der Gehalt an PC nahm kontinuierlich
wéhrend der Keimung ab (Abb. 7A), wihrend gleichzeitig der Gehalt an LPC, dem
Abbauprodukt von PC, zunahm (Abb. 7B). Der verstirkte Abbau von PC und die deutliche
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Akkumulation von LPC nach 36 h Keimungszeit korrelierte zeitlich mit dem Nachweis der
ersten PLA,-Aktivitdt (Abb. 6B) und dem ersten Auftreten des CsPAT (Abb. 4) wéhrend
der Keimung. Neben PC wurden aullerdem PE, PI und PS als wesentliche Bestandteile der
Lipidkdrpermembran identifiziert (Abb. 7C). Diese drei Phospholipide traten anndhernd in
gleicher Menge auf, und in friihen Stadien der Keimung (12 bis 24 h) représentierte jedes
einzelne Phospholipid ungefdhr 50 % der Menge an PC (Abb. 7A und C). Der Gehalt an
PE und PS anderte sich nicht signifikant wihrend der untersuchten Keimungszeit, wahrend
fiir den Gehalt an PI eine leichte Abnahme von 36 h bis 96 h um 35 % festgestellt werden

konnte.

3.1.4 Untersuchung der Lipoxygenaseaktivitit am Lipidkorper

Im Gurkenkeimling wurde ein alternativer Stoffwechselweg fiir den Abbau der
Speicherlipide gefunden (Feussner et al., 2001). Hierbei ist die CsLbLOX in der Lage,
spezifisch lipidgebundene Fettsduren zu oxygenieren, wodurch hauptsidchlich
lipidgebundenes 13-H(P)OD gebildet wird. Da die Speicherlipide von einer einschichtigen
Phospholipidmembran umgeben sind, mufl zur Initiation der CsLbLOX-Reaktion
moglicherweise zunéchst die Integritdt dieser Lipidkorpermembran gestort werden. Sollte
eine Phospholipase fiir einen partiellen Abbau der Lipidkdrpermembran verantwortlich
sein und damit den Zugang zu dem Substrat der CsLbLOX ermdéglichen, miisste dieses
Enzym vor und/oder zur gleichen Zeit wie die CsLbLOX aktiv sein. Um folglich die schon
ermittelte PLA,-Aktivitdt am Lipidkdrper (3.1.3.2) in einen zeitlichen Zusammenhang mit
dem Auftreten der CsLbLOX-Aktivitdt stellen zu konnen, wurden sowohl die LOX-
Aktivitdt als auch das Auftreten ihrer Metabolite im isolierten Lipidkdrper wéhrend der
Keimung untersucht. Aus Abb. 8A geht hervor, dass erste LOX-Aktivitdt 36 h nach Beginn
der Keimung messbar war. Von diesem Zeitpunkt an nahm die Aktivitdt kontinuierlich zu.
Nach 96 h Keimungszeit war die gemessene Aktivitit um das Vierfache hoher als nach

36 h.

In Abb. 8B ist die Produktakkumulation der CsLbLOX-Reaktion in den Speicherlipiden
wihrend der Keimung dargestellt. Zwischen 36 und 72 h Keimungszeit stieg der Gehalt
des primidren CsLbLOX-Produktes 13-HPOD parallel zur Zunahme der in vitro LOX-
Aktivitdt am Lipidkorper an. Dabei trat ein Maximum nach 72 h auf, das gegeniiber 48 h
54 % mehr 13-HPOD aufwies (Abb. 8B). Obwohl nach 96 h Keimung noch eine Erh6hung

der LOX-Aktivitdt in vitro bestimmt werden konnte, nahm der Gehalt an lipidgebundenem
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13-HPOD zu diesem Zeitpunkt bereits wieder um 27 % ab. Parallel zur Akkumulation von
13-HPOD wurden auch ansteigende Mengen an 13-HOD mit fortlaufender Keimungsdauer
detektiert. Der Anstieg an 13-HOD beginnt bereits nach 12 h Keimung (Abb. §B).

Untersuchungen des Verhiltnisses von S- und R-Enantiomeren haben fiir 13-HOD
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Abb. 8 Untersuchungen der LOX-Aktivitit, der Produktakkumulation und des
Substratverbrauches wihrend der Keimung. (A) Polarographische Bestimmung der
LOX-Aktivitdt an isolierten Lipidkdrpern iiber eine Sauerstoff-Elektrode mit Linolsdure
als Substrat (2.21.1.1). (B) Bestimmumg von veresterter (13S,9Z,11E)-13-Hydro(pero)xy-
9,11-octadecadiensdure (13-H(P)OD) in isolierten Lipidkdrpern. Lipidextrakt von
Lipidkdrpern wurde transesterifiziert (2.24) und methyliertes 13-H(P)OD nach Reinigung
tiber RP-HPLC durch SP-HPLC aufgetrennt und quantifiziert. (C) Messung des LOX-
Substrates veresterte Linolsdure in isolierten Lipidkoérpern. Lipidextrakt von Lipidkdrpern
wurde transesterifiziert (2.24) und methylierte Linolsdure mittels GC quantifiziert. Die
Daten reprisentieren die Mittelwerte von drei (A und B) bzw. vier (C) unabhidngigen
Messungen. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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zwischen 18 und 96 h der Keimung eine iiberwiegende S-Konfiguration ergeben und lassen

daher auf einen enzymatischen Ursprung dieser Verbindung schlieBen (Daten nicht
gezeigt).

Desweiteren wurde zur Untersuchung der LOX-Aktivitit der Gehalt an lipidgebundener
Linolsdure, dem CsLbLOX-Substrat, wihrend der Keimung bestimmt. Die trans-
esterifizierten Lipidextrakte aus Lipidkorpern wurden mittels GC (2.26) analysiert und die
methylierte Linolsdure quantifiziert. Der Gehalt der lipidgebundenen Linolséure zeigte
eine starke Abnahme von 875 nmol mg"' nach 18 h auf 220 nmol mg"' nach 96 h (Abb.
8C), welches eine Abnahme des CsLbLOX-Substrates um 75 % wéhrend der untersuchten
Keimungsperiode darstellt. Nach 72h Keimung, dem Zeitpunkt der stirksten
Akkumulation von gebundenem 13-HPOD und 13-HOD, lagen 63 % der gebundenen

Linolsdure in oxygenierter Form vor.

3.1.5 Zusammensetzung der Neutrallipide

Die CsLbLOX ist in der Lage in vitro Di- und Trilinolein zu den entsprechenden Mono-,
Di- und Trihydroperoxy-Derivaten zu oxygenieren (Feussner et al., 1997a). Zur weiteren
Untersuchung der LOX-Aktivitdit und des Abbaus der Speicherlipide sollte die
Zusammensetzung der Neutrallipide im Lipidkorper im Verlauf der Keimung im Detail
analysiert werden. Lipidextrakte aus isolierten Lipidkdrpern von sieben unterschiedlichen
Keimungszeitpunkten wurden iiber Kieselgelsdulen fraktioniert und die erhaltenen
Neutrallipide mittels DC aufgetrennt (2.30, 2.31). Es konnten keine offensichtlichen
Veranderungen im TAG-, 1,3-DAG- und 1,2-DAG-Gehalt iiber den untersuchten
Keimungszeitraum festgestellt werden (Abb. 9A). Es wurden aber Neutrallipide
aufgetrennt, die mit den herkommlichen Standardsubstanzen nicht identifiziert werden
konnten und im Verlauf der Keimung in ihrem Gehalt zunahmen. Um zu {iberpriifen, ob es
sich dabei um unterschiedlich stark oxidierte Neutrallipidspezies handelt, wurden zur
Identifizierung geeignete Standardsubstanzen durch Umsetzung von Trilinolein mit der
rekombinanten CsLbLOX hergestellt (2.25.2). Die dabei entstandenen einfach, zweifach
und dreifach oxygenierten Trilinolein-Spezies wurden iiber RP-HPLC aufgereinigt.
Aufgrund der identischen R¢-Werte dieser oxygenierten Trilinolein-Spezies mit denen der
unbekannten Neutrallipide konnten diese Signale als monohydro(pero)xygenierte,
dihydro(pero)xygenierte bzw. trihydro(pero)xygenierte TAG-Spezies identifiziert werden
(Abb. 9A). Die Akkumulation der oxygenierten TAG-Spezies wihrend der Keimung
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Abb. 9 Untersuchung der Neutrallipide isolierter Lipidkorper wihrend der Keimung.
Lipidextrakt aus isolierten Lipidkérpern wurde iiber eine Kieselgelsdule fraktioniert und
die Neutrallipide mittels DC aufgetrennt (2.30, 2.31). (A) Neutrallipide in Lipidkérpern.
(B) Gehalt oxygenierter TAG-Spezies in Lipidkérpern. Die oxygenierten TAG-Spezies
wurden mit Hilfe von mit CsLbLOX umgesetztem Trilinolein (2.25.2) identifiziert und
iiber die 2D-Densitometrie quantifiziert. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte von drei
unabhingigen Messungen, wobei fiir den Zeitpunkt 96 h nur die Daten von einer Messung
verwendet wurden. Die Standardabweichungen sind angegeben. TAG, Triacylglyzerin;
DAG, Diacylglyzerin; 30xTAG, Trihydro(pero)xy-TAG; 20xTAG, Dihydro(pero)xy-TAG;
10xTAG, Monohydro(pero)xy-TAG; 1epoxyTAG, Monoepoxy-TAG.
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wurde mit Hilfe der 2D-Densitometrie-Software quantifiziert, wobei Trilinolein zur
Erstellung einer Eichgeraden fiir den Schwirzungsgrad verwendet wurde (Abb. 9B). Die
mono-, di- und trihydro(pero)xygenierten TAG-Spezies waren ungefihr zu gleichen
Anteilen in den Lipidkoérpern zu den verschiedenen Keimungszeitpunkten zu finden. Ein
deutlicher Anstieg des Gehaltes an oxygenierten TAG-Spezies war ab 36 h Keimungszeit
festzustellen. Die Zunahme verlief kontinuierlich und zeigte nach 72 h Keimungszeit ihr
Maximum. Der zeitliche Verlauf der Akkumulation von oxygenierten TAG-Spezies glich

sehr stark dem Verlauf der Akkumulation von 13-HPOD in der TAG-Fraktion (Abb. §B).

Tab. 5 Charakterisierung der nicht identifizierten DC-Signale durch Analyse der
darin enthaltenen molekularen TAG-Spezies mittels LC/MS (TOF) und Berechnung
des relativen Anteils dieser Spezies

Signal Experimentelle Theoretische = RMS-Fehler Summen- Interpretation Anteil
m/z m/z [ppm] formel (TAG mit) [%]
1 x Epoxy-
lepoxyTAG 910,7487 910,7500 3,11 C57H100NO7  54:6; 3 x 18:2 19
912,7658 912,7656 1,02 C57H102NO7  54:5; 2 x 18:2, 1 x 18:1 22
886,7504 886,7500 1,74 C55H100NO7  52:4;1x18:2,1x 18:1, 1 x 16:1 26
888,7649 888,7656 1,77 C55H102NO7  52:3;1x 18:2, 1x 18:1, 1 x 16:0 5
888,7626 888,7656 3,60 C55H102NO7  52:3; 1x 18:2, 1x 18:1, 1 x 16:0 4
914,7810 914,7813 2,45 C57H104NO7  54:3; 3 x 18:1 25
1x HPOD
1oxTAG 928,7597 928,7605 2,60 C57H102NO8  54:6; 3 x 18:2 13
930,7753 930,7762 2,42 C57H104NO8  54:5; 2 x 18:2, 1 x 18:1 11
904,7603 904,7605 1,89 C55H102NO8  52:4;2 x 18:2, 1 x 16:0 14
906,7751 906,7762 2,56 C55H104NO8  52:3; 2 x 18:1, 1 x 16:1 13
932,7913 932,7918 2,70 C57H106NO8  54:4;2x 18:1, 1 x 18:2 19
880,7585 880,7605 3,50 C53H102NO8  50:2; 2 x 16:0, 1 x 18:2 6
934,8076 934,8075 0,88 C57H108NO8  54:3;1x 18:2,1x 18:1, 1 x 18:0 15
908,7909 908,7918 1,95 C55H106NO8  52:2; 1 x 18:2, 1 x 18:0, 1 x 16:0 9
2 x HPOD
20xXTAG 960,7508 960,7504 0,97 C57H102NO10  54:6; 3 x 18:2 10
936,7532 936,7504 0,73 C55H102NO10 52:4;2x 18:2, 1 x 16:0 28
962,7684 962,7660 0,54 C57H104NO10 54:5;2x 18:2, 1 x 18:1 25
964,7834 964,7817 2,60 C57H106NO10 54:4;2x 18:2, 1 x 18:0 18
1x HPOD, 1 x HOD
944,7529 944,7555 6,10 C57H102NO9  54:6; 3 x 18:2 6
918,7410 918,7398 0,74 C55H100NO9  52:5; 2 x 18:2, 1 x 16:1 7
946,7717 946,7711 0,91 C57H104NO9  54:5; 2 x 18:2, 1 x 18:1 6
/
TAG 902,8182 902,8177 1,32 C57H108NO6  54:3; 3 x 18:1 10
894,7523 894,7551 3,51 C57H100NO6  54:7;2x 18:2, 1 x 18:3 4
876,8016 876,8020 0,88 C55H106NO6  52:2; 2 x 18:1, 1 x 16:0 11
896,7701 896,7707 1,55 C57H102NO6  54:6; 3 x 18:2 29
898,7840 898,7864 3,54 C57H104NO6  54:5; 2 x 18:2, 1 x 18:1 21
872,7686 872,7707 4,80 C55H102NO6  52:4; 2 x 18:2, 1 x 16:0 26

m/z, Masse/Ladungs-Quotient des Ammoniumaddukts; ¥ (mass error)2
RMS-Fehler, die Wurzel des mittleren quadratischen Fehlers berechnet sich nach folgender Formel: V T

Anzahl der Messungen n = 3.

Zusitzlich wurde die Identifizierung der monohydro(pero)xygenierten und dihydro-

(pero)xygenierten TAG-Spezies mit Hilfe von LC/MS-Analysen bestétigt (2.32). Die
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LC/MS-Analysen wurden von Dr. K. FeuBner durchgefiihrt. In Tab. 5 sind die in der
LC/MS-Analyse erhaltenen Massen, die entsprechenden Summenformeln und die daraus
abgeleiteten moglichen TAG-Spezies der jeweiligen DC-Signale (Abb. 9A)
zusammengefasst. Fiir die einfach oxygenierten TAG-Spezies (10xTAG) wurden nur
Hydroperoxide identifiziert, wéhrend fiir die zweifach oxygenierten TAG-Spezies
(20xTAG) sowohl TAGs mit zwei Hydroperoxiden als auch solche mit einem
Hydroperoxid und einem Hydroxid gefunden wurden. In der abgeleiteten
Fettsdurezusammensetzung der oxygenierten TAG-Spezies und auch der nicht
oxygenierten TAGs war ein hoher Anteil an Linolsdure (18:2) zu erkennen. Desweiteren

wurde ein in der DC-Analyse nicht identifiziertes Signal, dessen Intensitit wihrend der
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Abb. 10 Untersuchung der oxygenierten TAGs mittels HPLC. Fraktionierte
Neutrallipide von isolierten Lipidkorpern der angegebenen Keimungszeiten (2.30) wurden
tiber DC aufgetrennt und entsprechende Signale aus der DC-Platte ausgekratzt. Nach
Extraktion der Lipide in dem Laufmittel und Reinigung iiber Watte-Séulchen wurde ein
Aliquot transesterifiziert (2.24). Methylierte Hydro(pero)xide wurden anschlieend iiber
RP-HPLC gereinigt sowie durch SP-HPLC aufgetrennt und quantifiziert. TAG,
Triacylglyzerin-Signal; lepoxyTAG, Monoepoxy-TAG-Signal, 10xTAG, Monohydro-
(pero)xy-TAG-Signal; 20xTAG, Dihydro(pero)xy-TAG-Signal. 13-H(P)OD, (135,97,
11E)-13-Hydro(pero)xy-9,11-octadecadiensdure; 9-HOD, (9S,10E,12Z)-9-Hydroxy-10,12-
octadecadiensédure; 13-H(P)OT, (13S,9Z,11E,15Z)-13-Hydro(pero)xy-9,11,15-octadeca-
triensaure.
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Keimung deutlich abnahm, mittels der LC/MS-Analyse als TAG mit einem Epoxid als
funktionelle Gruppe identifiziert (1epoxyTAG; Abb. 9A, Tab. 5). Dabei kamen TAGs mit
einem Vernolsédurerest als Standardsubstanz zum Nachweis der Epoxygruppe zum Einsatz
(Daten nicht gezeigt). Um aufzuklidren welche Hydroperoxide bzw. Hydroxide in den
oxygenierten TAG-Spezies vorkommen, wurden die entsprechenden DC-Signale (Abb.
9A) isoliert, die extrahierten Lipide transesterifiziert und mittels HPLC analysiert (Abb.
10). Fiir die monohydro(pero)xygenierten und dihydro(pero)xygenierten TAG-Spezies
wurden 13-HPOD und 13-HOD als vorwiegende oxygenierte Fettsduren identifiziert,
wobei 13-HOD durch Reduktion von 13-HPOD wihrend der Aufarbeitung entstanden sein
diirfte. Die weiteren detektierten Hydro(pero)xide 9-HOD, 13-HOT und 13-HPOT kamen
nur in vernachldssigbaren Anteilen in den einfach und zweifach oxygenierten TAG-
Spezies vor. Das nicht oxygenierte TAG-Signal wies 13-HOD und 9-HOD in &uBerst
geringen Mengen auf, wihrend in dem Signal der monoepoxygenierten TAGs keine

Hydro(pero)xide nachgewiesen werden konnten.

3.1.6 Zusammensetzung der Glykolipide des Lipidkorpers

Fir eine komplexe Analyse der Zusammensetzung des Lipidkorpers von
Gurkenkeimlingen wurde die Zusammensetzung der Glykolipide wihrend der Keimung
untersucht. In Abb. 11 ist eine reprdsentative Trennung der Glykolipide nach ihrer
Entwicklung und Detektion in der DC dargestellt. Durch Vergleich der Re-Werte von
bekannten Standardglykolipiden mit den nachgewiesenen Signalen konnten in den
Lipidkorpern verschiedene Glykolipidspezies identifiziert werden. Wahrend des gesamten
untersuchten Keimungszeitraumes wurden acetylierte Sterolglycoside (ASG) detektiert,
deren Gehalt zwischen 48 und 96 h Keimung deutlich zunahm. Desweiteren wurden {iber
den gesamten Keimungszeitraum geringe Mengen an Sterolglycosiden (SG) identifiziert,
deren Menge 24 h nach Beginn der Keimung abnahm. Eine weitere Glykolipidspezies co-
migrierte mit dem Cerebrosid-Standard (Cer). Dieses Glykolipid begann nach 48 h
Keimung bis zum Ende des analysierten Zeitraumes zu akkumulieren. Parallel zu dieser
Lipidspezies akkumuliert eine unbekannte Glykolipidspezies, die geringfiigig unpolarer ist
als Digalactosyldiacylglyzerin (DGD). Aufgrund des gegeniiber DGD unterschiedlichen
R¢-Wertes kann eine mogliche plastididre Verunreinigung der Lipidkorperpraparation
ausgeschlossen werden. Im stark unpolaren Bereich des Trennbereichs, oberhalb der

ASGs, wurden weitere Glykolipide detektiert, die mit den Standardlipiden nicht zu
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identifizieren waren. Diese Glykolipide akkumulierten ab 36 h Keimung so stark, dass sie
nicht mehr als distinkte Signale aufgetrennt wurden und sogar den grofiten Anteil der
Glykolipidfraktion darstellten. Die Annahme, dass es sich bei diesen Lipiden um eine
Verunreinigung der Glykolipidfraktion mit Neutrallipiden bei der Fraktionierung der
Lipidklassen handeln konnte, konnte mit einer weiteren DC-Analyse, bei der die
Glykolipide in dem Laufmittel der Neutrallipide aufgetrennt wurden, widerlegt werden, da

auf Hohe der TAGs keine Signale gefunden wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11 Untersuchung der Glykolipide isolierter Lipidkorper wiahrend der Keimung.
Lipidextrakt aus isolierten Lipidkorpern wurde iiber eine Kieselgelsdule fraktioniert und
die Glykolipide mittels DC aufgetrennt (2.30, 2.31). MGD, Monogalactosyldiacylglyzerin;
DGD, Digalactosyldiacylglyzerin; ASG, acetyliertes Sterolglycosid; SG, Sterolglycosid;
Cer, Cerebrosid. Von den Glykolipidisolierungen drei verschiedener Keimungsversuche
stellt die Abbildung ein reprasentatives Ergebnis dar.
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3.1.7 Invitro Untersuchungen der CsPAT-abhingigen CsLbLOX-AKktivitit

Fir die Analyse einer direkten Interaktion der CsLbLOX- und der CsPAT-Aktivitit
wihrend der Mobilisierung der Speicherlipide wurden Lipidkorper von reifen Samen, in
denen CsLbLOX bzw. CsPAT noch nicht aktiv sind, mit rekombinant exprimierter
CsLbLOX bei gleichzeitiger Anwesenheit oder Abwesenheit von rekombinant exprimierter
CsPAT inkubiert. Diese Untersuchungen wurden von Dr. A. Schlereth durchgefiihrt. Die
13-LOX-Aktivitdt wurde indirekt iiber das Produkt-Substrat-Verhdltnis von verestertem
13-HOD/Linolsdure bestimmt. Abb. 12 zeigt, dass die 13-LOX-Aktivitit von
Lipidkdrpern, die entweder mit rekombinanter CsLbLOX oder mit rekombinanter CsSPAT
inkubiert wurden, im Vergleich zu reinen Lipidkorpern nicht erhoht war. Im Gegensatz
dazu besallen Inkubationsansitze, die sowohl rekombinante CsLbLOX als auch
rekombinante CsPAT enthielten, eine 1,6-fach erhohte 13-LOX-Aktivitit im Vergleich zu
dem reinen Lipidkorper. Diese Aktivitdt wurde sowohl flir rekombinant exprimiertes
CsPAT mit einem C-terminalen als auch mit einem N-terminalen His-tag detektiert, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass die zusétzlichen Histidine unabhéngig davon,
an welchem Terminus sie sich befinden, die CsPAT-Aktivitit nicht beeintrdchtigten.
Dieses Ergebnis deutet damit auf eine direkte Interaktion zwischen der LOX-Aktivitét der

CsLbLOX und der Aktivitiat der CsPAT.

Zur Untersuchung des moglichen proteolytischen Abbaus der integralen Membranproteine
der Lipidkoérpermembran, Oleosine und Caleosine, und der damit einhergehenden
Zuginglichkeit des LOX-Substrates wurden die Lipidkorper von reifen Samen mit
Proteinase K vorbehandelt und nach Entfernung der Protease mit der rekombinanten
CsLbLOX inkubiert (2.21.1.2). Die 13-LOX-Aktivitdit wurde wie oben beschrieben
ermittelt und ist ebenfalls in Abb. 12 dargestellt. Lipide der mit Proteinase K
vorbehandelten Lipidkorper zeigten nach Inkubation mit der CsLbLOX keine Erhohung
der 13-LOX-Aktivitit gegeniiber den reinen Lipidkorpern, die nur mit Proteinase K
vorbehandelt wurden. Mit diesem Versuchsansatz konnte folglich die Mitwirkung einer
Protease am Abbau der Lipidkdrpermembran und bei der Initiierung der LOX-Reaktion

nicht nachgewiesen werden, kann jedoch prinzipiell nicht vollig ausgeschlossen werden.
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LK

LK + CsLbLOX

LK + CsPATC

Lb + CsPATN

LK + ProtK

LK + ProtK + CsLbLOX

LK + CsPATC + CsLbLOX
LK + CsPATN + CsLbLOX

Abb. 12 Untersuchungen der Interaktion von CsPAT- und CsLbLOX-AKktivitiit in
vitro. Lipidkorper (LK) aus ungekeimten Samen wurden mit rekombinanter CsLbLOX, mit
CsPAT mit C-terminalem His-tag (CsPATC), mit CsPAT mit N-terminalem His-tag
(CsPATN) bzw. mit Proteinase K (ProtK) inkubiert. Die anschlieBend extrahierten Lipide
wurden transesterifiziert und das Verhiltnis von 13-HOD zu Linolsdure (LA) durch die
Auftrennung und Quantifizierung in der RP-HPLC bestimmt (2.21.1.2). Die Daten
repriasentieren drei unabhingige Messungen, wobei fiir die Vorinkubationen mit Proteinase
K nur die Daten von einer Messung verwendet wurden. Die Standardabweichungen sind
angegeben.
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3.1.8 Uberexpression von CsPAT und CsLbLOX in Tabakpflanzen

Eine funktionelle Analyse der Patatin-dhnlichen Phospholipase CsPAT des
Gurkenlipidkorpers sollte in transgenen Tabakpflanzen erfolgen, die CsPAT alleine oder in
Kombination mit der CsLbLOX exprimierten. Zusitzlich sollten Blétter von transgenen
Tabakpflanzen, die das CsPAT alleine sowie in Kombination mit der CsLbLOX
exprimierten, im Verlauf der Wundreaktion auf Verdnderungen in der Oxylipinbildung

untersucht werden.

Zur Erzeugung der transgenen Tabaklinien wurde zunédchst das CsPAT-Gen in den bindren
Pflanzentransformationsvektor pCambia3300 unter Kontrolle des USP-Promotors und das
CsLbLOX-Gen in den Vektor pBinAR unter Kontrolle des 35S-Promotors kloniert (2.6.4).
AnschlieBend erfolgte die Transformation der Konstrukte in N. tabacum-Pflanzen (SNN)
iiber Agrobakterien-vermittelten T-DNA-Transfer in Blattscheiben (2.6.5). Der Vektor
pCambia 3300 vermittelt tiber das bar-Gen eine Resistenz gegeniiber dem Herbizid Basta,
wéhrend der Vektor pBinAR iiber das Resistenzgen nptll die Resistenz gegeniiber dem
Antibiotikum Kanamycin vermittelt. Transformanten wurden dementsprechend tiber die
jeweiligen Resistenzen selektioniert und die genomische DNA der transformierten
Pflanzen zusétzlich mittels PCR und genspezifischen Primern iberpriift (2.6.5). Die

Erstellung der transgenen Pflanzen erfolgte durch Dr. 1. Saalbach.

Es wurden insgesamt 94 Doppeltransformanten (A92+A93/1 bis 94) erzeugt, die sowohl
CsPAT als auch die CsLbLOX aufweisen sollten. Unter den TO-Pflanzen konnten 46
Doppeltransformanten positiv auf Basta-Resistenz getestet werden, so dass vom
Vorhandensein des CsPAT-Gens ausgegangen werden konnte. Die genomische DNA
dieser 46 Pflanzen wurde mittels PCR auf das Vorhandensein des CsLbLOX-Gens
tiberpriift, wobei 38 A92+A93-Linien als positiv identifiziert wurden (siche Anhang, Tab.
7). Je 40 Samen (T1-Samen) dieser 38 A92+A93-Linien wurden auf kanamycinhaltigem
MS-Medium auf ihre Kanamycinresistenz untersucht und das Spaltungsverhiltnis
bestimmt (siche Anhang, Tab. 7). Bei einem Spaltungsverhdltnis von 4 kann davon
ausgegangen werden, dass die Transformanten nur eine Insertion des untersuchten Gens
aufweisen. Es konnten 12 A92+A93-Linien gefunden werden, die ein Spaltungsverhiltnis
zwischen 3,3 und 6,5 zeigten und daher Kandidaten darstellten, die moglicherweise nur
eine Insertion des CsLbLOX-Gens besallen (siche Anhang, Tab. 7). Von 15 A92+A93-
Linien, einschlieBlich der 12 Linien, die anndhernd das gesuchte Spaltungsverhiltnis

zeigten, wurden je 20 TI1-Pflanzen auf Erde angezogen und auf Basta-Resistenz
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selektioniert, um die Insertion des CsPAT-Gens zu iiberpriifen. Fiir 6 Linien konnte ein
Spaltungsverhiltnis zwischen 3,3 und 10 festgestellt werden, wobei nur die Linie
A92+A93/26 sowohl nach Kanamycin-Selektion als auch nach Basta-Selektion
Spaltungsverhéltnisse zeigte, die auf nur eine Insertion des CsLbLOX- und des CsPAT-
Gens schlieBBen lieen (sieche Anhang, Tab. 7).

Desweiteren wurden 37 TO-Pflanzen erzeugt, die nur mit dem CsPAT-Gen transformiert
und mit A93/1 bis 37 bezeichnet wurden (siche Anhang, Tab. 8). Nach Selektion auf das
Herbizid Basta konnten 27 Basta-resistente Linien identifiziert werden. Bei der
Uberpriifung der genomischen DNA von 10 Basta-resistenten A93-Linien mittels PCR
wurde fiir 9 Linien das CsPAT-Gen gefunden. Von 26 A93-Linien der 27 Linien, die in der
TO-Generation als Basta-resistent identifiziert wurden, wurden je 40 Pflanzen der T1-
Generation erneut auf Basta-Resistenz selektioniert und das Spaltungsverhéltnis bestimmt.
Dabei zeigten 9 Linien ein Spaltungsverhdltnis zwischen 3,6 und 5, welches mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf nur eine Insertion des CsPAT-Gens schlieBen lie (siche Anhang,
Tab. 8).

3.1.8.1 Immunochemischer Nachweis der CsSPAT- und CsLbLOX-Expression

Um die Expression von CsPAT und CsLbLOX in den erzeugten transgenen Tabaklinien
mittels Western-Blot-Analyse zu untersuchen, wurden Lipidkérper aus T1-Tabaksamen
isoliert (2.9) und die Lipidkorperproteine durch eine Aceton/Ethanol-Extraktion (2.10.1)
gewonnen. Da das CsPAT wund die CsLbLOX im Gurkenkeimling an der
Lipidkorpermembran lokalisiert sind, wurde hier davon ausgegangen, dass diese
Lokalisierung auch nach Expression im Tabaksamen zutrifft. Fiir die CsLbLOX konnte
diese Lokalisierung bereits in transgenen Tabaksamen gezeigt werden (Hause et al., 2000).
Abb. 13 zeigt den Nachweis von CsPAT und CsLbLOX in T1-Samen ausgewdihlter
Tabaklinien. Fiir die Doppeltransformante A92+A93/26 konnte sowohl die Expression des
CsPAT als auch der CsLbLOX gezeigt werden, wihrend in der Doppeltranformante
A92+A93/72 nur die CsLbLOX nicht aber das CsPAT nachweisbar waren. Im Gegensatz
zu der Linie A93/9, fiir die CSPAT nicht detektiert werden konnte, konnte eine A93-Linie
identifiziert werden, bei der die Expression des CsPAT gezeigt werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Da die Doppeltransformante A92+A93/26 als positiv fiir die Expression von
CsPAT und CsLbLOX getestet wurde und nach Untersuchung der Spaltungsverhéltnisse
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Abb. 13 Expression von CSPAT und CsLbLOX in Tabaksamen. Nach Isolierung von
Lipidkoérpern transgener T1-Samen und Fillung der Lipidkorperproteine (2.10.1) wurden
die Proteine durch Elektrophorese im 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
nach dem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mit dem Antiserum gegen CsPAT
(Spur 1 und 2) bzw. CsLbLOX (Spur 3 - 5) detektiert (2.18). Spur 1: Linie A93/9, Spur 2:
Linie A92+A93/26, Spur 3: A93/9, Spur 4: Linie A92+A93/26, Spur 5: Linie
A92+A93/72.

fiir die Markerresistenzen die einzige Linie darstellte, die vermutlich nur jeweils eine
Insertion der beiden Gene besaBl (3.1.8), wurden T2-Samen von 9 Pflanzen dieser Linie
erneut auf das Vorhandensein der exprimierten Proteine immunochemisch untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dass nur in Samen einer der 9 A92+A93/26-Pflanzen das CsPAT
nachweisbar war und in Samen keiner A92+A93/26-Pflanze die CsLbLOX zu finden war
(Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die ins Tabakgenom
inserierten CsPAT- und CsLbLOX-Gene in der Folgegeneration nicht stabil exprimiert
werden. Anhand der immunochemischen Untersuchungen war es nicht moglich,
ausreichend transgene Linien fiir weiterfilhrende Untersuchungen zu identifizieren, so dass
im Folgenden zunichst der Nachweis des CsPAT- und CsLbLOX-Gens auf genomischer
Ebene erbracht werden sollte (3.1.8.2).

3.1.8.2 Nachweis von CSPAT und CsLbLOX auf genomischer Ebene in transgenen
Tabakpflanzen

Zur Identifizierung von transgenen Tabaklinien, die das CsPAT- und/oder das CsLbLOX-
Gen exprimieren, sollte die genomische DNA von TI1-Pflanzen der A92+A93/26-Linie
mittels PCR und genspezifischen Primern analysiert werden. Das Ergebnis der PCR-

Analysen von 53 A92+A93/26-Pflanzen ist in Tab. 9 im Anhang zusammengefasst und in
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Abb. 14 exemplarisch fiir 11 A92+A93-Pflanzen dargestellt. Es konnten 20 A92+A93/26-
Pflanzen identifiziert werden, in denen das CsPAT-Gen nachweisbar war. Aullerdem
wurde eine A92+A93/26-Pflanze generiert, deren Genom das CsLbLOX-Gen aufwies. Als
Doppeltransformanten konnten 21 der 53 untersuchten A92+A93/26-Pflanzen verifiziert
werden. In weiteren 11 Pflanzen wurden die untersuchten Gene nicht gefunden. Deshalb
wurden diese Pflanzen als Kontrollpflanzen in den folgenden Experimenten verwendet.
Eine Zusammenfassung der genotypischen Aufgliederung der untersuchten A92+A93/26-
Pflanzen ist im Anhang in Tab. 10 zu finden. Von den generierten Pflanzen wurden zehn
Pflanzen, in denen nur das CsPAT-Gen nachgewiesen werden konnte, zehn
Doppeltransformanten und zehn Kontrollpflanzen als Wildtyp sowie die eine Pflanze, die
nur das CsLbLOX-Gen aufwies, bis zum T2-Samen angezogen und fiir die weiteren

Untersuchungen verwendet (siche Anhang, Tab. 10).

A B
1 2346567 8 91011 M 1234567 8 91011 M
& ' -
B 2000 bp
1000 bp
500 bp

Abb. 14 Uberpriifung von A92+A93/26-Tabakpflanzen mittels PCR. Isolierte
genomische DNA (2.6.6) von A92+A93/26-Pflanzen wurde fiir eine PCR-Reaktion (A) mit
den Primern CsPATSphla und CsPATBglllb (2.6.3) zum Nachweis des CsPAT-Gens
(1290 bp) bzw. (B) mit den Primern LOXSalla und LOXBarrellNotlb (2.6.5) zum
Nachweis der [-Barreldomidne der CsLbLOX (540bp) eingesetzt. Spur 1:
A92+A93/26/10, Spur 2 - 11: A92+A93/26/12 - 22, M; Marker.

3.1.8.3 Oxylipinprofil in Blittern nach Verwundung von CsPAT-Einzel- und
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten

Zur Untersuchung einer moglichen verdnderten Oxylipinbildung im Verlauf der
Wundreaktion wurden Blétter transgener Tabakpflanzen, die das CsPAT alleine sowie in
Kombination mit der CsLbLOX exprimierten, verwundet und die erhaltenen Blattscheiben
zur Induktion der Stressreaktion fiir 0, 0,5, 18 bzw. 24 h in Wasser inkubiert (2.2.4).
Aufgrund der genotypischen Charakterisierung in 3.1.8.2 kamen hierbei als CsPAT-
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exprimierende Pflanzen die A92+A93/26 T1-Pflanzen 10, 18, 19 und 22 zum Einsatz, als
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten wurden die A92+A93/26 T1-Pflanzen 12, 16, 20
und 24 und als Wildtyp SNN die A92+A93/26 T1-Pflanzen 21, 25 und 32 verwendet
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Abb. 15 Profil freier Oxylipine in Blittern der CsPAT-Einzel- und CsPAT/
CsLbLOX-Doppeltransformanten nach Verwundung. Blattscheiben der Transforman-
ten wurden zur Stressinduktion fiir die angegebenen Zeiten in H,O inkubiert und die
Lipide anschlieBend extrahiert (2.2.4, 2.22.2). Nach der Auftrennung der freien Oxylipine
mittels RP-HPLC (2.25.1) wurden die freien Hydroxyfettsduren mit Hilfe der SP-HPLC
(2.25.3) und Jasmonsdure (JA) sowie oPDA iiber GC/MS (2.28) quantifiziert. Die Daten
reprasentieren den gemittelten Gehalt von jeweils vier CsPAT-Einzel- (CsPAT) und
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten (CsPAT + CsLbLOX) der T1-Generation sowie
von drei Wildtyp-Pflanzen (SNN). Die Standardabweichungen sind angegeben.
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(sieche Anhang, Tab. 10). Das Ergebnis der Untersuchung freier Oxylipine ist in Abb. 15
dargestellt. Die Wundantwort spiegelt sich in der Bildung des Phytohormons Jasmonat
(JA) wieder (Conconi et al., 1996). Nach Oh Stressinduktion wurde in den
Wildtyppflanzen und CsPAT-exprimierenden Pflanzen noch kein JA nachgewiesen,
wohingegen der JA-Gehalt in den Doppeltransformanten erhoht war. Die Wundantwort trat
sowohl im Wildtyp als auch in den transgenen Tabakpflanzen nach 0,5 h Stressinduktion
auf. In CsPAT-exprimierenden Pflanzen konnten nach 0,5 h Stressinduktion nur 61 % und
in CsPAT- und CsLbLOX-exprimierenden Pflanzen konnten sogar nur 46 % des JA-
Gehaltes des Wildtyps gefunden werden. Die weiteren untersuchten Zeitpunkte der

Stressinduktion nach derVerwundung zeigten keine Akkumulation von JA.

Der 12-Oxophytodiensdure- (0PDA-) Gehalt direkt nach der Verwundung (0 h-Wert) in
CsPAT-exprimierenden Pflanzen war um 79 % hoher als im Wildtyp, wéhrend er in der
CsPAT-/CsLbLOX-Doppeltransformante um 54 % gegeniiber dem Wildtyp erhoht war.
Der oPDA-Gehalt nahm mit zunehmender Zeit der Stressinduktion im Wildtyp und auch in
den transgenen Pflanzen ab. Da oPDA eine Vorstufe in der Biosynthese von JA ist, sollte
eine Erhohung des oPDA-Gehaltes in den transgenen Pflanzen auch zu einer erhohten
Bildung an JA wihrend der Wundreaktion fiihren. Dieses konnte jedoch nicht bestdtigt
werden, da die JA-Gehalte in den transgenen Pflanzen deutlich geringer waren als im

Wildtyp.

Die Bestimmung der CsLbLOX-Produkte ergab fiir den 13-HOD-Gehalt einen deutlich
geringeren Gehalt direkt nach der Verwundung (0 h) in den transgenen Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp, wobei in CsPAT-Einzeltransformanten nur 29 % und in
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten nur 26 % des 13-HOD-Gehaltes des Wildtyps
gemessen werden konnten. Im weiteren zeitlichen Verlauf der Stressinduktion unterschied
sich der 13-HOD-Gehalt der transgenen Pflanzen nicht signifikant von dem des Wildtyps.
Fiir den Gehalt an 13-HOT, einer frithen Vorstufe in der Biosynthese von JA, konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den transgenen Pflanzen
gefunden werden. Der Gehalt an 9-HOD, dem endogenen LOX-Produkt in Tabakpflanzen,
zeigte wihrend der untersuchten Zeitraume der Stressinduktion sowohl fiir den Wildtyp als
auch fiir die transgenen Pflanzen keine Anderungen, die Riickschliisse auf eine Beteiligung
von 9-HOD an der Wundreaktion zulieBen. Im Gegensatz dazu konnte im Wildtyp eine
Erhohung des 9-HOT-Gehaltes bei fortschreitender Stressinduktion festgestellt werden,
welches einen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung von 9-HOT an der spéten

Wundantwort liefert. In den transgenen Pflanzen erfolgte keine Erhéhung des 9-HOT-
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Gehaltes nach 24 h Stressinduktion, so dass die Uberexpression des CsPAT und der
CsLbLOX die Akkumulation von 9-HOT nach Verwundung unterbindet.
Zusammenfassend war festzustellen, dass die Uberexpression von CsPAT und CsLbLOX
in Tabakpflanzen nicht zu gravierenden Verdnderungen im Gehalt freier Oxylipine
wéhrend der Wundreaktion flihrte. Tendenziell wiesen die transgenen Pflanzen einen etwas
niedrigeren Gehalt an den untersuchten Oxylipinen auf, wobei oPDA hier als Ausnahme

anzusehen war.

Zusitzlich wurde der Gehalt an freier Linol- und a-Linolensdure im Verlauf der Wund-
reaktion bestimmt (Abb. 16). Beide Fettsduren sind Vorstufen in der Biosynthese von

Oxylipinen, wobei a-Linolensdure das Substrat fiir die Biosynthese von JA darstellt.
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Zeit nach Verwundung

Abb. 16 Gehalt freier Linol- und a-Linolensiure nach Verwundung von
Tabakblittern der CsPAT-Einzel- und CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten.
Blattscheiben der Transformanten wurden zur Stressinduktion fiir die angegebenen Zeiten
in H,O inkubiert und die Lipide extrahiert (2.2.4, 2.22.2). Nach der Methylierung des
Lipidextraktes wurden die Fettsduremethylester mittels GC-Analyse quantifiziert (2.26).
Die Daten reprisentieren den gemittelten Gehalt von jeweils vier CsPAT-Einzel- (CsPAT)
und CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten (CsPAT + CsLbLOX) der TI1-Generation
sowie von drei Wildtyp-Pflanzen (SNN). Die Standardabweichungen sind angegeben.

Wihrend des gesamten Zeitraumes nach der Verwundung wurde zwischen dem Wildtyp
und CsPAT-/CsLbLOX-Doppeltransformante kein Unterschied in dem Gehalt an freier

Linol- und a-Linolensdure festgestellt. Es trat eine leichte Abnahme der Summe der beiden
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Fettsduren mit fortschreitender Stressinduktion auf. Die CsPAT-Einzeltransformante zeigte
nach 0 und 0,5 h Stressinduktion einen doppelt so hohen Gehalt an freier Linol- und a-

Linolensdure wie der Wildtyp.

3.1.8.4 Oxylipinprofil von T2-Samen der CsPAT-Einzel- und CsPAT/CsLbLOX-

Doppeltransformanten

Im Zusammenhang mit der Hypothese, dass CsPAT als PLA; an dem partiellen Abbau der
Lipidkérpermembran wéhrend der Mobilisierung der Speicherlipide beteiligt ist, sollte
tiberpriift werden, ob durch die Expression von CsPAT alleine oder in Kombination mit
einer Expression der CsLbLOX in Tabaksamen Anderungen im Fettsiuregehalt und eine
erhohte Akkumulation von Oxylipinen bewirkt werden konnen. Fiir die Erstellung des
Oxylipinprofils wurden entsprechend der genotypischen Charakterisierung in 3.1.8.2 die
T2-Samen von jeweils zehn CsPAT-Einzeltransformanten, zehn CsPAT-/CsLbLOX-
Doppeltransformanten und zehn Kontrollpflanzen sowie T2-Samen einer CsLbLOX-

Einzeltransformante verwendet (siche Anhang, Tab. 10).

3.1.8.4.1 Freie und veresterte Fettsiduren

Das Ergebnis der Untersuchung der freien Fettsduren in T2-Samen transgener
Tabakpflanzen ist in Abb. 17 dargestellt. Bei Bildung der Mittelwerte der jeweils zehn
untersuchten Pflanzen stellte sich heraus, dass die T2-Samen der Doppeltransformanten
mit 0,52 ng/mg gegentiiber 0,57 ug/ml in Samen der CsPAT-Einzeltransformanten und
0,57 pg/mg in Samen des Wildtyps einen um 9 % geringeren Gehalt an freien Fettsduren
aufwiesen (Abb. 17A). Der Gehalt an freier Linolsdure in den T2-Samen der einzelnen
transgenen Pflanzen zeigte ein entsprechendes Bild wie der Gehalt der gesamten freien
Fettsduren (Abb. 17B), dabei setzen sich die gesamten freien Fettsduren zu 75 - 80 % aus
freier Linolsdure zusammen. Der geringfligig erniedrigte Gehalt an freien Fettsduren in
Samen der Doppeltransformanten kdnnte in der Umsetzung der freien Linolsdure durch die
exprimierte CsLbLOX begriindet sein. Da nur die T2-Samen einer Pflanzenlinie analysiert
wurden, die nur die CsLbLOX exprimierten, kann keine Aussage dariiber gemacht werden,
ob CsPAT an dieser Linolsdureumsetzung beteiligt ist. Fiir den Gehalt an veresterten

Fettsduren in den T2-Samen konnten keine Unterschiede zwischen den CsPAT-
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Einzeltransformanten, den CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten und dem Wildtyp

gefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 17 Gehalt freier Fettsduren in T2-Tabaksamen von CsPAT-Einzel- und CsPAT/
CsLbLOX-Doppeltransformanten. (A) Gesamtgehalt freier Fettsduren, (B) Gehalt freier
Linolsdure in CsLbLOX-exprimierenden (CsLbLOX), CsPAT-exprimierenden (CsPAT),
CsPAT- und CsLbLOX-exprimierenden (CsPAT + CsLbLOX) sowie Wildtyp-T2-Samen
(SNN) einzelner Pflanzen. Nach der Methylierung des Lipidextraktes (2.22.2, 2.23)
wurden die Fettsduremethylester mittels GC-Analyse quantifiziert (2.26).

3.1.8.4.2 Freie und veresterte Oxylipine

Bei der Bestimmung der freien Oxylipine in den T2-Tabaksamen konnten keine deutlichen
Unterschiede in dem Gehalt an freiem 13-HOD, dem Produkt der CsLbLOX, zwischen den
CsPAT-Einzeltransformanten, den CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten und dem
Wildtyp festgestellt werden (Abb. 18). Samen der CsPAT-/CsLbLOX-Doppeltrans-
formanten zeigten mit 1,17 nmol gk einen um 6 % erhohten Gehalt an freiem 13-HOD
gegeniiber dem Wildtyp (1,10 nmol g'gg), wihrend Samen der CsPAT-Einteltrans-

formanten mit 1,06 nmol g™ ¢ einen um 4 % geringeren 13-HOD-Gehalt aufwiesen als der
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Wildtyp. Das Hydroxid der Linolensdure 13-HOT konnte nur in Samen einzelner Pflanzen
nachgewiesen werden (Abb. 18). Der Gehalt an freiem 13-HOT war in der
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformante allerdings nicht deutlich erhoht gegeniiber dem
Wildtyp. Desweiteren konnten in Samen einzelner Pflanzen freies 9-HOD und freies 9-
HOT in einem &hnlichen Gehalt wie freies 13-HOD nachgewiesen werden, wobei auch
hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den transgenen Samen und den Wildtyp-

Samen analysiert wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 18 Gehalt freier Oxylipine in T2-Tabaksamen von CsPAT-Einzel- und CsPAT/
CsLbLOX-Doppeltransformanten. Die freien Oxylipine der extrahierten Lipide (2.22.2)
aus CsLbLOX-exprimierenden (CsLbLOX), CsPAT-exprimierenden (CsPAT), CsPAT-
und CsLbLOX-exprimierenden (CsPAT + CsLbLOX) sowie Wildtyp-T2-Samen (SNN)
einzelner Pflanzen wurden mittels RP-HPLC aufgereinigt (2.25.1) und tiber die SP-HPLC
aufgetrennt und quantifiziert (2.25.3).

Bei der Bestimmung der veresterten Oxylipine konnten folgende Verbindungen
nachgewiesen werden: 13-HOD, 13-all-trans-HOD, 13-HPOD, 13-HOT, 9-HOD, 9-all-
trans-HOD und 9-HOT (Daten nicht gezeigt). Die veresterten Oxylipine 13-HOD und 9-
HOD stellten in den untersuchten Tabaksamen die Hauptoxylipine dar, wobei der 13-
HOD-Gehalt etwa doppelt so hoch war wie der 9-HOD-Gehalt (Daten nicht gezeigt). In
Abb. 19A ist zu erkennen, dass der Gesamtgehalt der veresterten Oxylipine sich zwischen
den CsPAT- exprimierenden Samen und den CsPAT- und CsLbLOX-exprimierenden
Samen nicht signifikant unterschied, wihrend Samen von mehreren Wildtyp-Pflanzen
einen deutlich niedrigeren Gehalt an veresterten Oxylipinen aufwiesen als die Samen der

transgenen Pflanzen. Im Durchschnitt zeigten die Samen der CsPAT/CsLbLOX-
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Doppeltransformanten mit 843 nmol g ¢ einen um 16 % hoheren Gehalt an veresterten
Oxylipinen als Samen des Wildtyps mit 712 nmol g ¢ und einen um 7 % hoheren Gehalt

als Samen der CsPAT-Einzeltransformanten mit 788 nmol g ¢. Stellte man nur den
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Abb. 19 Gehalt veresterter Oxylipine in T2-Tabaksamen von CsPAT-Einzel- und
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten. (A) Gesamtgehalt veresterter Oxylipine, (B)
Gehalt an verestertem 13-H(P)OD und verestertem 13-HOT in CsLbLOX-exprimierenden
(CsLbLOX), CsPAT-exprimierenden (CsPAT), CsPAT- und CsLbLOX-exprimierenden
(CsPAT + CsLbLOX) sowie in Wildtyp-T2-Samen (SNN) einzelner Pflanzen. Extrahierte
Lipide (2.22.2) wurden transesterifiziert (2.24) und mittels RP-HPLC aufgereinigt (2.25.1).
Die Auftrennung und Quantifizierung der methylierten Oxylipine erfolgte liber die SP-
HPLC (2.25.3).

Gehalt an 13-H(P)OD und 13-HOT in den T2-Samen der untersuchten Pflanzen graphisch
dar, konnte ein entsprechendes Bild wie fiir die gesamten detektierten veresterten

Oxylipine festgestellt werden (Abb. 19B). Der Anteil der Summe des Gehaltes an 13-
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H(P)OD und 13-HOT an den gesamten veresterten Oxylipinen lag in den Samen der
einzelnen untersuchten Pflanzen zwischen 65 und 70 %, wobei der hochste Anteil bei 13-

HOD lag.

3.1.9 Phylogenetische Analyse des CsPAT

Da eine weitere molekulare Analyse von CsPAT in Gurke nicht moglich war, sollte
analysiert werden, ob es ein homologes Gen in A. thaliana gibt. Zur phylogenetischen

Analyse der PLA,; CsPAT wurden die Aminosduresequenzen der zehn verschiedenen

AtPLAV AtPLA IVA
AtPLA IVB

AtPLA IVC AtPLA lIA

CsPAT. AtPLA IIIB

(Sturdy)

Gruppe Il
AtPLA IVD

AtPLA IIB

AtPLA IIIA

AtPLA |

AtPat10
(FEY3)

Abb. 20 Phylogenetische Eingruppierung der PLA, CsPAT mit Patatin-dhnlichen
Phospholipase-Sequenzen aus A. thaliana. Die Aminosduresequenzen von Patatin-
dhnlichen PLA aus A. thaliana (Holk et al., 2002), DADI (Ishiguro et al., 2001), FEY3
(At4g27760) und CsPAT wurden mit Hilfe des Programms PHYLIP 3.5
(http://evolution.genetics.washington.Edu/phylip.html) phylogenetisch klassifiziert.
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Isoformen Patatin-dhnlicher PLAs aus A. thaliana (Holk et al., 2002) einer Phospholipase
Ay, DADI, die den ersten Schritt der JA-Biosynthese katalysiert (Ishiguro et al., 2001),
eines weiteren Patatin-dhnlichen Proteins AtPatl0 aus A. thaliana, das als ,,Forever
Young“-Oxidoreduktase (FEY3, At4g27760) annotiert wurde und des CsPAT verwendet
(Abb. 20). In dem Arabidopsis-Genom konnten zehn Gene mit Patatin-dhnlichen PLA-
Proteinsequenzen identifiziert werden. Aufgrund der genomischen Struktur und des
Aminosdurevergleichs lieen sich diese Gene in drei Gruppen eingliedern: Gruppe 1
enthdlt nur AtPLA I, Gruppe 2 besteht aus AtPLA TIA, AtPLA IVA, AtPLA 1IVB, AtPLA
IVC und AtPLA V und Gruppe 3 setzt sich aus AtPLA IIB, AtPLA IITA, AtPLA IIIB und
AtPLA IVD zusammen (Abb. 20). Die CsPAT-Sequenz konnte phylogenetisch mit den
Patatin-dhnlichen PLA aus A. thaliana ecingruppiert werden und zeigte die hochste
Homologie zu den AtPLA der Gruppe 2 (Abb. 20).

Keimungszeit [h]
kDa 0 24 48 72

118

85

32 —

Abb. 21 Zeitliches Vorkommen eines Patatin-dhnlichen, Lipidkorper-assoziierten
Proteins in A. thaliana wihrend der Keimung. Nach der Isolierung von Lipidkdrpern
aus Keimlingen der angegebenen Keimungszeitpunkte erfolgte die Extraktion der Proteine
aus den Lipidkdrpern (2.10.2). Die Proteine wurden durch Elektrophorese im 10 %-igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach dem Transfer auf eine Nitrocellulose-
membran mit dem Antiserum gegen CsPAT detektiert (2.18). Die Abbildung stellt ein
repriasentatives Ergebnis der Western-Blot-Analysen von drei Keimungsversuchen dar.
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Ein Hinweis fiir eine hohe Homologie zwischen dem CsPAT aus Gurkenkeimlingen und
einem mutmaBlichen Patatin-dhnlichen Protein an Lipidkdrpern von Arabidopsis-
Keimlingen konnte durch eine Western-Blot-Analyse von A. thaliana-Keimlingen
gefunden werden (Abb. 21). In Lipidkorperproteinen aus Arabidopsis-Keimlingen konnte

ein Patatin-dhnliches Protein nach 48, 72 und 96 h Keimung detektiert werden.

3.1.10 Sequenzierung von Lipidkorperproteinen aus Gurkenkeimlingen

Zur weiteren Untersuchung der Mobilisierung der Speicherlipide in Gurkenkeimlingen
sollte die Sequenz der spezifischen TGL identifiziert werden, die selektiv oxygenierte
Fettsduren aus den TAGs abspaltet (Balkenhohl, 2000). Diese TGL konnte bereits
biochemisch charakterisiert werden. Versuche zur Identifizierung ihrer Aminoséure-
sequenz waren jedoch bisher erfolglos. Da nach der Reinigung der TGL ein
Molekulargewicht von 110 kDa fiir dieses Protein in der SDS-PAGE bestimmt werden
konnte (Balkenhohl, 2000), sollten im Rahmen dieser Arbeit jene Proteine, die am
Lipidkorper lokalisiert sind und ein Molekulargewicht von 110 kDa besitzen, in
Zusammenarbeit mit Dr. O. Valerius am Institut fiir Mikrobiologie der Universitit
Gottingen sequenziert werden. Dazu wurden Lipidkorper aus fiir 96 h gekeimten,
etiolierten Kotyledonen isoliert (2.9) und die Lipidkorperproteine extrahiert. Nach
elektrophoretischer ~ Auftrennung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel und
anschlieBender Coomassie-Farbung wurde der Bereich auf Hohe des 116 kDa-
Molekulargewichtmarkers ausgeschnitten und sequenziert. Die Identifizierung der Proteine
erfolgte iiber LC-MS/MS (Ma et al., 2003) und die erhaltenen MS2-Spektren wurden mit
dem Programm Peaks Online (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Kanada) gegen die
»hon-redundant™ Datenbank (NCBI) abgeglichen. So konnte mit einem Protein-,,Score*
von 94,87 % und einer Aminosdureabdeckung von 54,85 % die Lipoxygenase 1
(gi/3668063/gb/AAC61785.1) aus C. sativus identifiziert werden, welche der in dieser
Arbeit untersuchten CsLbLOX (X92890) entspricht. Diesem Protein konnten 21
unabhingige Peptidsequenzen mit einem Peptid-,,Score” von 99 % zugeordnet werden,
wobei zwei unabhéngige Peptidsequenzen mit einem Peptid-,,Score” von 99 % bereits
ausreichen, um ein Protein mit dem verwendeten Programm als identifiziert zu bewerten.
In dem untersuchten Proteinsignal konnte kein weiteres Protein ermittelt werden, fiir das
der Protein-,,Score* ausreichend hoch war und dem Peptidsequenzen mit einem Peptid-

»dcore von 99 % zugeordnet werden konnten.
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3.2 Abbau von Speicherlipiden durch TGLs in Arabidopsis

Da die Identifizierung der Aminosduresequenz der an der Mobilisierung von
Speicherlipiden beteiligten spezifischen TGL in Gurkenkeimlingen erfolglos blieb, sollte
die Suche nach einer am Abbau der Speicherlipide beteiligten TGL in Keimlingen des

Modellorganismus Arabidopsis thaliana ausgeweitet werden.

3.2.1 Ungerichtete Proteomanalyse von Lipidkorpern aus Arabidopsis-Keimlingen

Anhand einer ungerichteten Proteomanalyse von Lipidkorperproteinen sollten
Peptidsequenzen identifiziert werden, die im Datenbankvergleich Ahnlichkeiten zu
Lipasesequenzen aufwiesen. Lipidkdrperproteinpréparationen aus 0, 24, 48, 72 und 96 h
alten, etiolierten Keimlingen wurden durch Elektrophorese im SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Als Auswahlkriterium fiir die Sequenzierung von Proteinsignalen in
Zusammenarbeit mit Dr. O. Valerius am Institut fiir Mikrobiologie der Universitit

Gottingen wurde eine transiente Akkumulation im Verlauf der Keimung festgelegt. Die

Keimungszeit [h]
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Abb. 22 Lipidkorperproteine aus etiolierten Arabidopsis-Keimlingen im Verlauf der
Keimung. Nach der Isolierung von Lipidkérpern aus Keimlingen der angegebenen
Keimungszeitpunkte, erfolgte die Extraktion der Proteine aus den Lipidkorpern (2.10.2).
Die Proteine wurden durch Elektrophorese im 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und mit Coomassie Blue geférbt.
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gelelektrophoretische Auftrennung der Lipidkorperproteine ist in Abb. 22 dargestellt. Es
wurde im Molekulargewichtsbereich zwischen 35 und 45 kDa lediglich ein Proteinsignal
identifiziert, das in einem Keimungszeitraum von 24 h bis 96 h akkumulierte. Dieses
Proteinsignal wurde sequenziert (Valerius et al., 2007) und die erhaltenen MS2-Spektren
wurden mit Hilfe des Programms TurboSEQUEST (Thermo Electron Corp, San Jose,
USA) gegen die Arabidopsis-Genom-Proteinsequenz-Datenbank (NCBI) abgeglichen. Auf
diese Weise konnten die in diesem Signal erhaltenen Peptidsequenzen insgesamt 126
Proteinen zugeordnet werden. Fiir acht Proteine wurde mindestens eine Peptidsequenz mit
einem X-Core-Wert >4 Dbestimmt, wodurch diese Proteine mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit in dem untersuchten Proteinsignal vorhanden sind. Diese acht Proteine
sind mit ithrer Molekularmasse und den gefundenen Sequenzabdeckungen in Tab. 6
aufgelistet. Den ersten sechs aufgefiihrten Proteinen konnten vier bzw. mehr als vier

Peptidsequenzen zugeordnet werden, wiahrend fiir die letzten beiden Proteine jeweils nur

Tab. 6 Ubersicht identifizierter Proteinfragmente

Protein Referenz Masse Aminosauren Sequenzabdeckung Sequenzabdeckung
[kDa] bezogen auf Masse [%] bezogen auf Aminosauren [%]
Protochlorophyllid Reduktase B At4g27440 43,36 401 10,98 10,47
Kurzketten-Dehydrogenase/Reduktase-Familie At5g50600 39,09 349 44,49 45,27
Cruciferin 3 (CRU3) At4g28520 58,24 524 23,48 23,66
Ribosomales Protein (ATL5) At3g25520 34,36 301 18,77 19,60
Protochlorophyllid Reduktase A (PORA) At5g54190 43,86 405 16,68 17,28
Cruciferin A (CRA1) At5g44120 52,60 472 14,49 14,41
Glycinreiches Protein/Oleosin At3g01570 19,76 183 14,39 13,66
60S saures ribosomales Protein PO (RPPOB) At3g09200 34,13 320 14,16 15,63

zwei Peptidsequenzen gefunden werden konnten. Da CRU3 (58,2 kDa) und CRAI1
(52,6 kDa) groBer und das glycinreiche Protein/Oleosin (19,8 kDa) kleiner sind als das
Proteinsignal von 40 kDa, handelt es sich dabei wahrscheinlich um posttranslational
modifizierte Formen bzw. Abbauprodukte der identifizierten Proteine. Sechs weiteren
Proteinen, die in Tab. 6 nicht aufgelistet sind, konnten jeweils zwei Peptidsequenzen
zugeordnet werden, darunter ein Protein der Esterase/Lipase/Thioesterase-Familie mit
39,1 kDa (At5g22460) und ein Protein der LOX-Familie. Das Protein der
Esterase/Lipase/Thioesterase-Familie besal jedoch fiir eine Peptidsequenz einen so
niedrigen X-Core-Wert, dass es wahrscheinlich nicht in dem untersuchten Proteinsignal
vorlag. Den verbleibenden 112 Proteinen konnte jeweils nur eine Peptidsequenz mit

niedrigen X-Core-Werten unter 3,2 zugeordnet werden. Unter diesen Proteinen befand sich
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eine mutmaBliche Lipase mit 43,6 kDa und ein Protein der Esterase/Lipase/Thioesterase-

Familie mit 29,6 kDa.

Zusammenfassend konnte in diesem Ansatz keine mutmalBliche Lipase in dem analysierten
Proteinsignal der Lipidkorperproteine gefunden werden, der mindestens zwei

Peptidsequenzen mit jeweils einem X-Core-Wert iiber 4 zugeordnet werden konnte.

3.2.2 Expression der mutmaBlichen TGLs AtTGL1 und AtTGL?2 in Insektenzellen

Im Zuge eines reversen genetischen Ansatzes konnten in einer frilheren Arbeit die
vermutlich keimungsspezifischen TGLs AtTGL1 und AtTGL2 in A. thaliana identifiziert
werden (Korner, 2005). Da die Expression von AtTGLI und AtTGL2 in E.coli in
verschiedenen Expressionsvektoren und Expressionsstimmen nicht stabil genug fiir eine
weitergehende biochemische Charakterisierung war und auch die Expression lipolytisch
aktiver Enzyme in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) erfolglos blieb, sollte in dieser
Arbeit die heterologe Expression der beiden mutmaBlichen TGLs in Insektenzellen zur
Charakterisierung der Proteine verfolgt werden. Zu diesem Zweck wurden die cDNAs von
AtTGL1 und AtTGL2 in den Expressionsvektor pMIB/V5-HisA des ,Insect select”-
Systems in einen Leserahmen mit dem Sekretionssignal des Vektors und einem C-
terminalen His-tag kloniert (2.6.1) und die erhaltenen Expressionskonstrukte in High
Five™-Zellen transfiziert. Stabile Zelllinien dienten der Proteinexpression in
Suspensionskulturen (2.11.2). Aufgrund des Sekretionssignals wurden die heterolog
exprimierten Proteine direkt ins Kulturmedium sekretiert und aus diesem durch eine
Proteinfdallung gewonnen (2.12). Nach der Reinigung iiber Affinitdtschromatographie
(2.13) wurden die exprimierten Proteine in den Elutionsfraktionen mittels Western-Blot
und V5-Antikorpern, die das C-terminale V5-Epitop detektieren, nachgewiesen (Abb. 23).
AtTGL1 konnte iiberwiegend in den Elutionsfraktionen 1 und 2 gefunden werden und wies
eine Grofe von ungefihr 45kDa auf, wéihrend AtTGL2 ausschlieBlich in der
Elutionsfaktion 1 vorlag und mit ca. 49 kDa deutlich groBer war als AtTGL1. Fiir beide
Proteine wurde aufgrund ihrer Aminoséuresequenz ein Molekulargewicht von 42 kDa
postuliert. Aufgrund des C-terminalen VS5-Epitops und His-tags ist das heterolog
exprimierte Protein um ca. 3 kDa grofer als das natiirlich vorkommende Protein

(Anleitung zum ,,pMIB/V5-HisA, B, and C Vector Kit“; Invitrogen, Karlsruhe). Das fiir
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Abb. 23 Heterologe Expression von AtTGL1 und AtTGL2 in High Five'™-Zellen.
Nach der sekretorischen Expression in Insektenzellen (2.11.2) wurden die Proteine gefallt
und iiber Affinitdtschromatographie gereinigt (2.12, 2.13). Der Nachweis der Expression
erfolgte im Western-Blot mit Antiserum gegen das VS5-Epitop (2.18). EI - E3,
Elutionsfraktion 1 bis 3 der Affinititschromatographie. Die Abbildung stellt ein
reprisentatives Ergebnis der Western-Blot-Analysen von 13 Expressionen dar.

AtTGL1 im Western-Blot detektierte Signal besitzt somit das vorhergesagte
Molekulargewicht, wohingegen das Signal fiir AtTGL2 ca. 4 kDa groBer ist als erwartet.
Eine mogliche Erklarung wére eine posttranslationale Glykosylierung des Proteins. Da im
Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel AtTGL1 und AtTGL2 nicht nachgewiesen
wurden (Daten nicht gezeigt) und die Signale der Western-Blot-Analyse erst nach sehr
langer Férbung erhalten worden sind, kann davon ausgegangen werden, dass die

Expressionsrate der beiden Proteine in den Insektenzellen sehr gering ist.

3.2.3 Untersuchung der TGL-AKktivitit von AtTGL1 und AtTGL2

Zum Nachweis von TGL-Aktivitit fiir AtTGL1 und AtTGL2 wurden die in Insektenzellen
exprimierten Proteine (3.2.2, 2.11.2) zunéchst mittels Affinitdtschromatographie (2.13)
gereinigt und anschlieBend Aliquots der Elutionsfraktionen, die nach Proteinbestimmung
eine vergleichsweise hohe Proteinkonzentration aufwiesen (2.15), mit '*C-Triolein
inkubiert (2.21.4). Die Auftrennung der extrahierten Lipide liber DC ist in Abb. 24
dargestellt. TGL-Aktivitit ist an der Freisetzung von '*C-markierter Olsiure und den
dadurch entstehenden Abbauprodukten des "C-Trioleins, "*C-1,2- und '"C-1,3-Diolein
sowie '*C-Monoolein, zu erkennen. In Proteinpriparationen des Kulturmediums von
AtTGL1- und AtTGL2-produzierenden Zellen sowie in der Negativkontrolle, affinitits-
gereinigtes Protein von High Five'V-Zellen, die nicht transfiziert waren, konnte TGL-

Aktivitit detektiert werden. High Five'“-Zellen an sich wiesen folglich mindestens ein
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Protein mit lipolytischer Aktivitdt auf, das iiber die Affinitdtschromatographie ebenfalls
gereinigt wurde. Als Positivkontrolle wurde '“C-Triolein von Pankreas-Lipase zu '*C-
Olssure umgesetzt. Aufgrund der hohen Aktivitit dieses Enzyms wurde das Substrat
vollstindig abgebaut und als Abbauprodukt nur '*C-Monoolein gefunden. AtTGL1 und
AtTGL2 zeigten nach Expression in Insektenzellen keine hohere TGL-Aktivitit als die
Negativkontrolle. Es kann hier jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass AtTGL1 und
AtTGL2 TGL-Aktivitdt besitzen, da wie in 3.2.2 beschrieben die Expressionsrate beider
Proteine moglicherweise so gering war, dass ihre TGL-Aktivitdt vor dem Hintergrund der

endogenen TGL-Aktivitit der Insektenzellproteine nicht nachweisbar ist.

See -

—14C-1,3-DOA

—14C-1,2-DOA

e - —14C-0A

—14C-MOA

H5-  Kontroll-
AtTGL1 AtTGL2 Zellen lipase 4C-TOA

Abb. 24 Untersuchung der TGL-Aktivitait von AtTGL1 und AtTGL2 nach
Expression in High Five'™-Zellen. Die heterolog exprimierten Proteine (2.11.2) wurden
tiber Affinititschromatographie (2.13) aufgereinigt und ein Aliquot der AtTGL1- bzw.
AtTGL2-enthaltenden  Elutionsfraktionen mit '*C-Triolein (**C-TOA) inkubiert.
Anschliefend wurden die Lipide extrahiert und iliber DC aufgetrennt (2.21.4). Als
Kontrollen wurden Pankreas-Lipase (Kontrolllipase, Positivkontrolle) und affinitéts-
gereinigtes Protein von High Five™- (H5-) Zellen (Negativkontrolle) mit '“C-TOA
umgesetzt. Hc-0A, "C-Olsdure; "C-MOA, *C-Monoolein; *C-DOA, "*C-Diolein.
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3.2.4 Analyse von AtTGL1 und AtTGL2 auf weitere Enzymaktivititen

Vor der Hintergrundaktivitit der endogenen TGLs in Insektenzellen konnte bisher keine
TGL-Aktivitat fir die mutmaBlichen TGLs AtTGL1 und AtTGL2 aus A. thaliana
nachgewiesen werden, welches moglicherweise auf eine zu geringe Expressionrate der
beiden Proteine in den Insektenzellen zuriickzufiihren ist. Um weitere potentielle
Aktivitidten dieser Enzyme auszuschlieBen oder gegebenenfalls zu identifizieren, sollten
AtTGL1 und AtTGL2 nach Expression in Insektenzellen auf weitere lipolytische

Enzymaktivititen analysiert werden.

3.2.4.1 DAG-DAG-Acyltransferaseaktivitiit

Homologievergleiche der AtTGL1- und AtTGL2-Sequenzen ergaben, dass die Proteine
zwel Sequenzmotive am aktiven Zentrum aufweisen, welche eine mdgliche Homologie zu

DAG-DAG-Acyltransferasen zeigen (Dr. A. Abbadi, personliche Mitteilung). DAG-DAG-

-

— 14C-1,3-DAG

— 14C-1,2-DAG

100 15" 20° 10" 15° 20" 207
AtTGL1 AtTGL2 DAG TAG

Abb. 25 Untersuchung der in High Five ™-Zellen exprimierten Proteine AtTGL1 und
AtTGL2 auf DAG-DAG-Acyltransferaseaktivitit. Die heterolog exprimierten Proteine
(2.11.2) wurden tiiber Affinitdtschromatographie (2.13) aufgereinigt und ein Aliquot der
AtTGL1- bzw. AtTGL2-enthaltenden Elutionsfraktionen mit '*C-Diacylglyzerin (**C-
DAG) fiir 10, 15 bzw. 20 min inkubiert (2.21.5.2). AnschlieBend wurden die Lipide
extrahiert und iiber DC aufgetrennt. '*C-TAG, "*C-Triacylglyzerin (Carboxyl-'*C-triolein).
Die Abbildung stellt das Ergebnis eines Experimentes dar.
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Acyltransferasen iibertragen einen Acylrest eines DAG-Molekiils auf ein zweites DAG-
Molekiil, wobei ein TAG- und ein Monoacylglyzerin- (MAG-) Molekiil entstehen. Zur
Untersuchung einer moglichen DAG-DAG-Acyltransferaseaktivitit wurden affinitéts-
gereinigte AtTGL1 und AtTGL2 nach der heterologen Expression in Insektenzellen mit
einem Gemisch aus den Isomeren 14C-1,2-DAG und *C-1,3-DAG fiir 10, 15 bzw. 20 min
inkubiert. Das Produkt einer DAG-DAG-Acyltransferaseaktivitit, 14C—TAG, konnte zu
keinem untersuchten Zeitpunkt der Inkubation von AtTGL1 bzw. AtTGL2 mit '*C-DAG
nachgewiesen werden, wohingegen das eingesetzte Substrat in Form der beiden Isomere
C-1,2-DAG und 'C-1,3-DAG detektiert werden konnte (Abb. 25). Somit wurde fiir
AtTGL1 und AtTGL2 eine DAG-DAG-Acyltransferaseaktivitdt ausgeschlossen.

3.2.4.2 Phospholipaseaktivitit

Eine Phospholipaseaktivitit von AtTGL1 und AtTGL2 wurde durch Inkubation der in
Insektenzellen exprimierten und anschlieBend affinititsgereinigten Proteine mit drei
verschiedenen Phospholipiden als Substrat untersucht (2.21.2.2). Dabei wurden '*C-
markiertes Phosphatidylcholin ("*C-PC), ""C-markierte Phosphatidsiure (**C-PA) und *H-
markiertes Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (*H-PIP2) als Substrate verwendet. Nach
Inkubation der beiden Proteine AtTGL1 und AtTGL2 mit "“C-PC konnte nur das
eingesetzte Substrat in der Analyse detektiert werden (Abb. 26A). Die Positivkontrollen,
PLA; und Phospholipase C (PLC), wiesen jeweils die entsprechenden Signale fiir die zu
erwartenden Spaltprodukte '*C-LA und '*C-DAG auf. Die als Kontrolle eingesetzte
Pankreas-Lipase wies PLA,-Aktivitdt auf. Nach Inkubation von AtTGL1 und AtTGL2 mit
"C-PA wurde ebenfalls nur das eingesetzte Substrat nachgewiesen (Abb. 26B), wihrend
fiir die Positivkontrolle, PLA, inkubiert mit '*C-PA, das Reaktionsprodukt '*C-Lyso-PA
gefunden wurde. Damit besitzen AtTGL1 und AtTGL2 bezogen auf die beiden
untersuchten Substrate PC und PA keine Phospholipaseaktivitit. Desweiteren wurden
AtTGL1 und AtTGL2 auf Phospholipaseaktivitit gegeniiber *H-PIP2 als Substrat
untersucht (Abb. 26C). Fiir die beiden mutmaBlichen TGLs konnte nach Inkubation mit
*H-PIP2 jeweils oberhalb des Signals des Substrates ein Signal in der DC detektiert
werden, das unpolarer als *H-PIP2 war. Moglicherweise handelt es sich dabei um *H-

Phosphatidyl-inositol-4-phosphat (‘H-PI4P). *H-PI4P ist aufgrund nur einer
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Abb. 26 Untersuchung der in High Five'"'-Zellen exprimierten Proteine AtTGL1 und
AtTGL2 auf Phospholipaseaktivitit. Die heterolog exprimierten Proteine (2.11.2)
wurden iiber Affinitdtschromatographie (2.13) aufgereinigt und ein Aliquot der AtTGL1-
bzw. AtTGL2-enthaltenden Elutionsfraktionen mit (A) “C-PC (L-a-1-Palmitoyl-2-
linoleoyl-[linoleoyl-1-"*C]-phosphatidylcholin), (B) *C-PA (L-o-Dipalmitoyl [glycerol-
C(U)]-phosphatidsiure) und (C) *H-markiertem Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(*H-PIP2, Inositol-2-*H[N]) inkubiert. AnschlieBend wurden die Lipide extrahiert und iiber
DC aufgetrennt (2.21.2.2). Als Kontrollen wurden Pankreas-Lipase (Kontrolllipase),
Phospholipase A, (PLA;) aus Bienengift und Phospholipase C (PLC) aus Bacillus cereus
verwendet. DAG, Diacylglyzerin; LA, Linolsdure; Lyso-PA, Lysophosphatidséure; Lyso-
PIP2, Lysophosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PI4P, Phosphatidylinositol-4-phosphat.
Die Abbildung stellt ein représentatives Ergebnis von drei Experimenten (A) bzw. einem
Experiment (B, C) dar.

Phosphatgruppe am Inositolring unpolarer als PIP2 und wandert daher in dem verwendeten
unpolaren Laufmittel (2.21.2.2) auch weiter. Die Bildung von *H-PI4P lieBe auf eine
Phosphataseaktivitit schlieBen, die mdglicherweise in den mitgereinigten Insekten-
zellproteinen vorlag. Wéhrend fiir die Positivkontrolle der PLA,-Aktivitit das zu
erwartende Spaltprodukt *H-Lyso-PIP2 schwach nachzuweisen war, konnte fiir AtTGLI
und AtTGL2 keine PLA,-Aktivitit gezeigt werden. PLC-Aktivitdt konnte mit diesem
Ansatz nicht untersucht werden, da das dabei entstehende ’H-markierte Spaltprodukt 1,4,5-
Inositoltrisphosphat als polare Substanz nicht in der unpolaren Chloroformphase extrahiert

wird, die hier in der DC analysiert wurde.
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3.2.4.3 Steroidester-Hydrolaseaktivitit

Steroidester-Hydrolasen hydrolysieren die Esterbindung zwischen einem Steroid und z.B.
einer Fettsdure. Um eine Steroidester-Hydrolaseaktivitit fiir die mutmaBlichen TGLs
AtTGL1 und AtTGL2 zu untersuchen, wurden die in Insektenzellen exprimierten und
affinitéitsgereinigten Proteine mit '*C-markiertem Cholesteryloleat (Oleat-1-'*C) inkubiert.
Bei Steroidester-Hydrolaseaktivitit wire die Abspaltung der '*C-markierten Olsdure zu
erwarten. Fiir AtTGL1 und AtTGL2 konnte jedoch nur das eingesetzt Substrat '*C-
Cholesteryloleat detektiert werden, d.h. beide Enzyme weisen keine Steroidester-
Hydrolaseaktivitit auf. Dahingegen zeigte die als Kontrolle verwendete Pankreas-Lipase
diese fiir dieses Enzym unspezifische Aktivitit bei der Umsetzung mit '*C-Cholesteryloleat

(Abb. 27).

— 14C.0A

At At  Kontroll-
TGL1 TGL2 lipase Chol-OA

Abb. 27 Untersuchung der in High Five'"'-Zellen exprimierten Proteine AtTGL1 und
AtTGL2 auf Steroidester-Hydrolaseaktivitit. Die heterolog exprimierten Proteine
(2.11.2) wurden iiber Affinitdtschromatographie (2.13) aufgereinigt und ein Aliquot der
AtTGLI1- bzw. AtTGL2-enthaltenden Elutionsfraktionen mit 14C-Cholesteryloleat (**c-
Chol-OA; Oleat-1-'*C) inkubiert. AnschlieBend wurden die Lipide extrahiert und iiber DC
aufgetrennt (2.21.6). Als Kontrolle wurde Pankreas-Lipase (Kontrolllipase) eingesetzt. He-
OA, "C-markierte Olsdure. Die Abbildung stellt das Ergebnis von einem Experiment dar.
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3.2.5 Trennung der in Insektenzellen exprimierten AtTGL1 und AtTGL2 von
Insektenzellprotein mit TGL-Aktivitit

Zur Trennung des Insektenzellproteins mit lipolytischer Aktivitdt (3.2.3) von den in
Insektenzellen  exprimierten  Proteinen AtTGL1 und AtTGL2 sollten die
affinititsgereinigten Proteine weiter mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie iiber
eine SourceQ-Sepharosesdule (2.14) gereinigt werden. Der theoretische isoelekrische
Punkt von AtTGL1 liegt bei pH 5,11 und der von AtTGL2 bei pH 4,67, d.h. beide Proteine
sollten in Gegenwart eines Puffers mit einem pH von 7,6 an die Sdulenmatrix binden und
anschlieBend in einem Salzgradienten eluiert werden. In den Elutionsprofilen (Abb. 28)
dieser Reinigung von AtTGLI1, AtTGL2 und der Negativkontrolle, affinitdtsgereinigtes
Insektenzellprotein aus High Five'-Zellen, die nicht mit einem Expressionskonstrukt
transfiziert waren, sind jeweils vier Signale im Absorptionschromatogramm bei 280 nm
detektiert worden. Das erste Signal trat im Durchfluss auf und stellt Proteine dar, die nicht
an die Sdulenmatrix gebunden haben. Die weiteren drei Signale bei 280 nm traten wihrend
der Elution bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen auf und wurden mit 1 bis 3
durchnummeriert. Das Signal 3 trat nur im Elutionsprofil der Reinigung von AtTGLI1
(Abb. 28A) deutlich auf, wihrend es in den Elutionsprofilen der Reinigung von AtTGL2
und der Negativkontrolle nur schwach zu erkennen ist (Abb. 28B, C). Fiir ausgewihlte
Fraktionen des Durchflusses und jene, die die Signale 1 bis 3 enthielten, wurde die
Proteinkonzentration bestimmt (2.15). Fraktionen der Signale 1 bis 3 der Reinigung von
AtTGL1 wiesen dabei sehr geringe Proteinkonzentrationen von 0,03 bis 0,11 mg/ml auf,
wohingegen die Proteinkonzentrationen in den ausgewdihlten Fraktionen der Reinigung
von AtTGL2 und von der Negativkontrolle unter der Detektionsgrenze lagen (Daten nicht
gezeigt). In Western-Blot-Analysen konnten sehr schwache Signale fiir AtTGL1 in einer
Fraktion des Elutionssignals 1 und fiir AtTGL2 in Fraktionen der Elutionssignale 1 und 2

immunodetektiert werden.

Zur Uberpriifung der Auftrennung des Insektenzellproteins mit lipolytischer Aktivitéit von
AtTGL1 und AtTGL2 nach der Anionenaustauschchromatographie wurden jeweils
ausgewdihlte Fraktionen des Durchflusses und der Elutionssignale 1 bis 3 auf TGL-
Aktivitdt untersucht (2.21.4). Dabei wurden Aliquots der Fraktionen mit '*C-Triolein
inkubiert und mdégliche Produkte mit DC untersucht (Abb. 29). In allen untersuchten

Fraktionen der Elutionssignale 1 bis 3 sowie in einer untersuchten Fraktion des
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Abb. 28 Elutionsprofil der Reinigung der in High Five'“-Zellen exprimierten
Proteine AtTGL1 und AtTGL2 mit Hilfe einer SourceQ-Sepharosesiule. Die nach
Affinitdtschromatographie (2.13) erhaltenen, vereinigten Proteinfraktionen wurden 1:10
mit 50 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7,6, auf eine Salzkonzentration von 50 mM NaCl
verdiinnt. Bei einer Flussrate von 2 ml/min wurde die Proteinlosung auf die SourceQ-
Sepharosesdule aufgetragen. Die Absorption der eluierten Molekiile wurde bei 280 nm
verfolgt (UV in blau). Es wurde ein Gradient von 0,05 bis 1 M NaCl angelegt (Conc,
Konzentration in griin). Die Leitfdhigkeit (Cond) ist in rot dargestellt. Der Durchfluss
sowie die Elution wurden in 3 ml-Fraktionen gesammelt. Die detektierten Signale wihrend
der Elution wurden mit 1 bis 3 nummeriert. (A) Reinigung der AtTGL1, (B) der AtTGL2
und (C) der High Five ™-Insektenzellproteine als Negativkontrolle. Die Abbildung zeigt
ein reprasentatives Ergebnis von fiinf Experimenten.
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Durchflusses der gereinigten Proteine aus High Five'™-Zellen konnte TGL-Aktivitit in
Form der freigesetzten '*C-Olsdure und des Abbauproduktes '“C-1,2-Diolein gefunden
werden. Nach der Reinigung von AtTGL1 und AtTGL2 konnte in den untersuchten
Fraktionen der Elutionssignale 1 und 2 ebenfalls TGL-Aktivitdt detektiert werden, jedoch
in geringerem Malle als in den entsprechenden Fraktionen der gereinigten Proteine aus
High Five'™-Zellen. Eine Trennung von endogenem Insektenzellprotein mit lipolytischer
Aktivitit von den heterolog exprimierten Proteinen konnte folglich mit dieser zusitzlichen
Reinigung nicht erreicht werden. Aufgrund der niedrigen Proteinkonzentration wurde auf

weitere Reinigungsschritte verzichtet.

..i-------... s 8 cToa
— 14C-1,3-DOA
— 14C-1,2-DOA
s — — 1C-0A
— 14C-MOA
Waschen 1 2 3 Waschen 1a 1b 2a 2b 3 Waschen 1a 1b 2a 2b 3 Kontroll- "“C-
g ARG / _ / lipase TOA
YT Y Y
AtTGL1 AtTGL2 H5-Zellen

Abb. 29 Untersuchung der TGL-Aktivitit von AtTGL1 und AtTGL2 nach der
Reinigung mittels Anionenaustauschchromatographie. Die in High Five™-Zellen
exprimierten Proteine (2.11.2) wurden zunichst tiber Affinitdtschromatographie (2.13) und
anschlieBend mittels einer SourceQ-Sepharosesdule (2.14) aufgereinigt. Ein Aliquot der
Fraktionen wurde mit *C-Triolein (‘*C-TOA) inkubiert (2.21.4). Nach Extraktion der
Lipide wurden diese iiber DC aufgetrennt. Als Kontrollen wurden Pankreas-Lipase
(Kontrolllipase, Positivkontrolle) und Protein von High Five - (H5-) Zellen nach
Anionenaustauschromatographie (Negativkontrolle) mit '*C-TOA umgesetzt. '*C-OA, '*C-
Olsdure; '*C-MOA, "C-Monoolein; *C-DOA, '“C-Diolein. Waschen, Fraktionen des
Durchflusses; 1-3, Fraktionen der Elutionssignale 1-3 (siche Abb. 28); a und b
bezeichnen verschiedene Fraktionen eines Elutionssignals.
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3.2.6 Expression der mutmafilichen TGL AtTGL1 und AtTGL?2 in Pichia pastoris

Aufgrund der nicht abzutrennenden endogenen lipolytischen Aktivitdt von High Five'™-
Insektenzellen, sollten die beiden Proteine AtTGL1 und AtTGL2 in der Hefe P. pastoris
exprimiert werden. Als Eukaryont zeigt P. pastoris viele Vorteile hoherer eukaryontischer
Expressionssysteme, wie z.B. Proteinfaltung und posttranslationale Modifikationen,
wiahrend die genetische Manipulierbarkeit genauso einfach wie bei E. coli oder S.
cerevisiae ist. P. pastoris ist ein methylotropher Organismus, der in der Lage ist, Methanol
als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen. Das Enzym Alkohol-Oxidase oxidiert dabei
Methanol zu Formaldehyd unter der Verwendung von molekularem Sauerstoff. Die
geringe Affinitdt der Alkohol-Oxidase zu molekularem Sauerstoff wird durch die Synthese
groBer Mengen dieses Enzyms kompensiert. Der Promotor, der die Synthese der Alkohol-
Oxidase reguliert, wird daher fiir die heterologe Expression von Proteinen in P. pastoris

verwendet (Anleitung zum ,,EasySelect' ™ Pichia Expression Kit; Invitrogen, Karlsruhe).

Die ¢cDNAs von AtTGL1 und AtTGL2 wurden in den Pichia-Expressionsvektor pPICZoB
mit einem C-terminalen His-tag kloniert (2.6.2). Dabei wurden Expressionkonstrukte
sowohl mit N-terminalem o-Faktor als auch ohne a-Faktor zur sekretorischen bzw.
intrazelluldren Expression erzeugt. Da P. pastoris selbst native Proteine nur in geringem
Malle sekretiert, ist die sekretorische Expression heterologer Proteine sehr vorteilhaft.
Nach der Transformation der Expressionskonstrukte in den P. pastoris-Wildtypstamm X-
33 wurden die Proteine in Minimalmedium mit Methanol zur Induktion der Expression
exprimiert (2.11.3). Die Expression in ausgewéhlten P. pastoris X-33-Klonen, die AtTGL1
intrazelluldr und AtTGL2 sekretorisch exprimieren sollten, wurde mittels Western-Blot-
Analyse tiberpriift (Abb. 30). Fiir beide Proteine wurde aufgrund ihrer Aminosduresequenz
ein Molekulargewicht von 42 kDa postuliert. Aufgrund des C-terminalen myc-Epitops und
His-tags vergroBert sich das Molekulargewicht der heterologen Proteine um 2,5 kDa auf
ca.44,5kDa (Anleitung zum ,EasySelect'™ Pichia Expression Kit*; Invitrogen,
Karlsruhe). Es konnte weder intrazelluldr exprimierte AtTGL1 (Abb. 30A) noch
sekretorisch exprimierte AtTGL2 (Abb. 30B) mit dem Antiserum gegen das C-terminale
His-tag nachgewiesen werden. Die Kontrolle fiir die intrazellulire Expression, der P.
pastoris-Stamm GS115/pPICZ/lacZ, wies jedoch die Expression der 119 kDa groBlen p-
Galaktosidase auf (Abb. 30A), und auch die Kontrolle der sekretorischen Expression, der
P. pastoris-Stamm GS115/Albumin, zeigte nach Elektrophorese im SDS-Polyacrylamidgel
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Abb. 30 Heterologe Expression von AtTGL1 und AtTGL2 in P. pastoris X-33. (A)
Proteine des Zellpellets (intrazellulire Expression) der X-33-Klone 12, 21 und 31, die
AtTGL1 ohne a-Faktor exprimieren sollten (X-33 AtTGL1-a) und (B) prézipitierte
Proteine des Expressionsmediums (sekretorische Expression) der X-33-Klone 2, 12 und
22, die AtTGL2 mit a-Faktor exprimieren sollten (X-33 AtTGL2+a), wurden im 10 %-
igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Western-Blot mit Antiserum gegen das
His-tag tiberpriift (2.18). Die verwendeten Expressionskulturen wurden jeweils fiir
3 und 6 d inkubiert (2.11.3). X-33 pPICZoB, Negativkontrolle; GS115 lacZ, P. pastoris-
Stamm GS115/pPICZ/lacZ, Positivkontrolle. Die Abbildung stellt fiir die ausgewéhlten
Klone das Ergebnis eines Experimentes dar.

ein 67 kDa-Signal fiir das sekretorisch exprimierte Albumin (Daten nicht gezeigt), so dass
davon ausgegangen werden kann, dass ausreichend optimale Expressionsbedingungen
verwendet worden sind. Insgesamt wurde die Expression von AtTGL1 und AtTGL2
jeweils mit und ohne a-Faktor in je 2 bis 6 X-33-Klonen und in je 2 bis 3 Klonen eines
zweiten P. pastoris-Stammes, KM71H, bei unterschiedlichen Expressionbedingungen
tiberpriift, wobei in keinem Fall das jeweilige Protein im Western-Blot detektiert werden

konnte.

Die Expression von AtTGL1 und AtTGL2 in P. pastoris wurde auBlerdem iiber TGL-
Aktivitditsmessungen tliberpriift. Dazu wurden ausgewéhlte Expressionskulturen parallel zu
den Western-Blot-Analysen im Aktivitdtstest untersucht. Zellysat, resuspendiertes
Zellpellet bzw. das Medium von Expressionskulturen, die AtTGLI1 intrazelluldr bzw.
AtTGL2 sekretorisch exprimieren sollten, wurden mit '*C-Triolein inkubiert und die
anschlieBend extrahierten Lipide liber DC aufgetrennt (Abb. 31). In dem Zellysat von drei
X-33-Klonen, die AtTGL1 intrazelluldr exprimieren sollten, wurde TGL-Aktivitidt anhand
freigesetzter '*C-Olsiure und dem Abbauprodukt '*C-Diolein nachgewiesen. Die gleiche

Aktivitit war jedoch auch fiir die Negativkontrolle, Zellysat eines X-33-Klons, der nur mit
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Abb. 31 Untersuchung der TGL-Aktivitit von AtTGL1 und AtTGL2 nach
Expression in P. pastoris X-33. Zellysat (P), resuspendiertes Zellpellet (P*) bzw. Medium
(U) der Expressionskulturen der angegebenen X-33-Klone, die AtTGL1 ohne o-Faktor (X-
33 AtTGL1-a) bzw. AtTGL2 mit a-Faktor (X-33 AtTGL2+a) exprimieren sollten (2.11.3),
wurden mit '*C-Triolein (**C-TOA) inkubiert (2.21.4). AnschlieBend wurden die Lipide
extrahiert und iiber DC aufgetrennt. X-33 pPICZaB, Negativkontrolle; Kontrolllipase,
Pankreas-Lipase (Positivkontrolle). "*C-0A, "*C-Olsdure; *C-MOA, "*C-Monoolein; '*C-
DOA, "“C-Diolein. Die Abbildung stellt fiir die ausgewihlten Klone das Ergebnis von
einem Experiment dar.

dem Leervektor pPICZaB transformiert wurde, nachweisbar. Da sich die TGL-Aktivitét
der AtTGLI1-exprimierenden Klone nicht deutlich von der der Negativkontrolle
unterschied, musste in beiden Fillen von einer endogenen TGL-Aktivitit der P. pastoris
X-33-Zellen ausgegangen werden. In dem Medium der drei X-33-Klone, die AtTGL2
sekretorisch exprimieren sollten, wurde keine TGL-Aktivitit gefunden. Um zu iiberpriifen,
ob das sekretierte Protein moglicherweise an den Zellen adhésierte und deshalb die
Aktivitdt im Expressionsmedium nicht zu detektieren war, wurden die resuspendierten,
nicht lysierten Zellen der entsprechenden Expressionskulturen im Aktivititstest eingesetzt.

In diesem Fall wurde jedoch ebenfalls keine TGL-Aktivitdt detektiert

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen und der TGL-
Aktivitdtstests von AtTGL1 und AtTGL2 nach Expression in P. pastoris darauf schlief3en,

dass die beiden Proteine in den transformierten P. pastoris-Zellen nicht exprimiert wurden.
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4. Diskussion

4.1 Mobilisierung der Speicherlipide in Gurkenkeimlingen

Pflanzen, die als Speicherstoffe in ihren Samen hauptsichlich Ole einlagern, werden als
Olsaaten bezeichnet und haben eine groBe landwirtschaftliche Bedeutung. Wihrend des
Keimungsprozesses werden die im Lipidkorper lokalisierten Speicherlipide abgebaut, um
den wachsenden Keimling mit Kohlenstoftbausteinen zu versorgen (Kindl, 1997). Diese
Mobilisierung der Speicherlipide wird auf dem klassischen Wege durch die Aktivitit der
TGLs initiiert, die die Speicherlipide, hauptsidchlich TAGs, zu Glyzerin und freien
Fettsduren hydrolysieren (Adlercreutz et al., 1997). Die freigesetzten Fettsduren werden in
den Glyoxysomen als aktivierte CoA-Thioester liber -Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut,
welches liber den Glyoxylatzyklus zum Aufbau von Kohlenhydraten verwendet wird
(Kindl, 1984). Aufgrund des Nachweises einer spezifischen, an der Lipidkérpermembran
lokalisierten LOX in Gurkenkeimlingen und Keimlingen anderer Olsaaten wurde eine
weitere Moglichkeit der Speicherlipidmobilisierung beschrieben. Diese geht davon aus,
dass der Abbau der Speicherlipide durch die LOX-vermittelte Hydroperoxygenierung von
Linolsdureresten der TAGs initiiert wird (Feussner et al., 1997b).

Das fiir die Keimung entscheidende Speicherorganell, der Lipidkorper, besteht aus einer
TAG-Matrix, die von einer Phospholipideinfachmembran umgeben ist (Kindl, 1987). Da
ihre Oberfldche von einer Schicht aus Strukturproteinen, den Oleosinen, geschiitzt wird,
zeichnen sich Lipidkorper durch eine bemerkenswerte Stabilitdt aus (Huang, 1996). Diese
Proteine interagieren mit den Phospholipiden aufgrund der Ladung und der Polaritét
innerhalb der Molekiile, so dass eine stabile amphipathische Schicht gebildet wird, welche
die Integritdt der Lipidkorper aufrecht erhdlt und verhindert, dass sie miteinander
fusionieren (Vance und Huang, 1987; Qu und Huang, 1990; Huang, 1994). Die
physiologische Signifikanz, die Lipidkorper als kleine Einheiten zu erhalten, liegt darin,
eine ausreichend groBle Oberfliche fiir die Bindung von lipidmobilisierenden Enzymen,
wie TGLs, an die Lipidkdrper zur Verfligung zu stellen, um damit einen schnellen Abbau

der TAGs wihrend der Keimung zu ermdglichen (Tzen und Huang, 1992).

Bisher ist allerdings unklar, wie die lipidmobilisierenden Enzyme iiber die auerordentlich

stabile Lipidkérpermembran Zugang zu ihren Substraten im Inneren der Lipidkdrper
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erhalten. Einzelne Arbeiten deuten an, dass die Zerstérung der Integritit der
Lipidkérpermembran durch einen proteolytischen Abbau der Oleosine und durch den
partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran iiber Patatin-dhnliche Phospholipasen
stattfinden konnte (Matsui et al., 1999; Noll et al., 2000; Vandana und Bhatla, 2006; Gupta
und Bhatla, 2007).

Der partielle proteolytische Verdau von Lipidkdrperproteinen in Gurkenkeimlingen mittels
Trypsin fithrte in vitro zur Hydroperoxygenierung der Speicherlipide durch die
Lipidkorper-assoziierte LOX. Dies ldsst erkennen, dass die Zuginglichkeit der LOX zu
ithrem Substrat durch das Entfernen der Proteine, die die Oberfliche der Lipidkdrper
bedecken, ermdglicht werden konnte. Dabei geht man davon aus, dass die LOX nicht in
der Lage ist, an intakten Lipidkorpern Bindungsstellen zu finden, da die gesamte
Oberfldche mit Oleosinen bedeckt ist. Beim Abbau der Oleosine wird die ungeschiitzte
Oberfliche der Lipidkorper dem Zytosol direkt exponiert, wobei neben den
Phospholipiden moglicherweise ein Teil der Speicherlipide freiliegt, so dass die Bindung
der LOX an die Lipidkorper erfolgen kann (Matsui et al., 1999). Neben der Beobachtung
des partiellen Abbaus von Oleosin-Isoformen kurz vor dem Abbau der Lipidkdrper in
Rapskeimlingen, konnte in Sonnenblumenkeimlingen die Aktivitdt einer Thiolprotease
gefunden werden, die zeitgleich mit dem Abbau der Oleosine wihrend der Keimung
auftritt (Murphy, 2001; Vandana und Bhatla, 2006). In dieser Studie wurde jedoch weder
nachgewiesen, dass Oleosine tatséchlich das Substrat der Thiolprotease sind, noch konnte
das entsprechende Protein bzw. Gen identifiziert werden. Die Protease-Aktivitit wurde
lediglich zymographisch mit Gelatine als Substrat detektiert und mit einem Thiolprotease-
Inhibitor gehemmt (Vandana und Bhatla, 2006). Isolierte Lipidkorper aus Maisembryonen
fusionieren nach der proteolytischen Behandlung mit Trypsin und verlieren somit ihre
Integritat, wohingegen sie nach der Behandlung mit PLA, oder PLC ihre Eigenstindigkeit
behalten. Erst nachdem ein Teil der Oleosine durch Trypsin von der Oberfliche der
Lipidkorper entfernt wird, konnen PLA, und PLC ihre Aktivitit am Lipidkorper ausiiben.
Diese  FErgebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Phospholipide der
Lipidkorperoberfliche aufgrund des abschirmenden Effekts der Oleosine fiir PLA, und
PLC nicht zuginglich sind (Tzen und Huang, 1992) bzw. dem partiellen Abbau der
Lipidkérpermembran {liber Phospholipasen die Proteolyse der Oleosine vorangehen miisste.
Da es neben den Oleosinen noch viele weitere Strukturproteine am Lipidkorper gibt (Sturm
et al., 1985; Chen et al., 1999; Lin et al., 2002), Proteasen, wie Trypsin, jedoch

unspezifisch alle Proteine abbauen, wurde mit Hilfe der erwidhnten Arbeiten nicht
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eindeutig geklart, ob nur die Oleosine abgebaut werden und ob allein durch den Abbau der
Oleosine die Zugénglichkeit der Lipidkdrpermembran fiir lipidmobilisierende Enzyme

gewdhrleistet ist.

In 60 h alten Gurkenkeimlingen konnten zudem 80 nm breite und 2,45 nm tiefe Offnungen
in der Phospholipideinfachmembran der Lipidkdrper gefunden werden, welche ausreichen,
um 100 kDa-groe Enzyme, wie der LOX oder TGLs, den Zugang zu der Speicherlipid-
matrix zu erleichtern. Zeitgleich kann am Lipidkdrper die maximale Expression der
Patatin-dhnlichen PLA, CsPAT nachgewiesen werden, so dass angenommen wird, dass
dieses Enzym am partiellen Abbau der Lipidkérpermembran beteiligt ist (Noll et al.,
2000). Desweiteren kann in Protoplasten von Sonnenblumenkeimblittern in vivo eine
transient auftretende PLA,-Aktivitdt wahrend der Keimung detektiert werden, die von dem
Abbau von PC und gleichzeitiger Akkumulation von LPC in den Keimlingen begleitet
wird (Gupta und Bhatla, 2007). Hier wird angenommen, dass das abgebaute PC primir von

der Lipidkérpermembran stammt.

Neueste Untersuchungen von Arabidopsis-Insertions-Mutanten liefern Hinweise, dass das
Lipidkorperprotein Caleosin ebenfalls eine Rolle beim Abbau der Lipidkorper sowie der
Speicherlipide spielen konnte und moglicherweise auch den Zugang der TGL zu den TAGs
erleichtert (Poxleitner et al., 2006). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion von Lipikdrper und zentraler Vakuole in den Keimbléttern 48 h nach Beginn
der Keimung von dem Vorhandensein des Caleosins AtCLO1 abhingig ist. Wéhrend
Zellen des Wildtyps in transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen eine
grofle zentrale Vakuole besaBlen, die vereinzelt internalisierte Lipidkdrper aufwiesen,
wurden in Zellen der Insertions-Mutante =zahlreiche, deformierte Vakuolen ohne
Lipidkérper im Lumen gefunden. Die Mutanten zeigten desweiteren einen verzdgerten
Abbau der Speicherlipide nach 48 und 60 h Keimung. Es wird vermutet, dass Caleosin an
einer Interaktion beteiligt sein konnte, welche die Oleosinbarriere der Lipidkérpermembran
zerstort, z.B. indem es die Interaktion der Phospholipideinfachmembran mit der
Doppelschichtmembran eines anderen Organells begilinstigt (Wang und Huang, 1987;
Huang, 1996; Poxleitner et al., 2006).
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4.1.1 Analyse der Zusammensetzung des Lipidkorpers

In der vorliegenden Arbeit wurde der LOX-abhéngige Abbauweg der Speicherlipide in den
Lipidkérpern von Gurkenkeimlingen untersucht. Dabei war die Funktion der Patatin-
dhnlichen PLA, CsPAT bei dem partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran, der
den Zugang der lipidmobilisierenden Enzyme zu ihren Substraten ermoglicht, von
besonderem Interesse. Untersuchungen von Gurkenkeimbldttern haben gezeigt, dass in
frihen Stadien der Keimung die de novo Synthese der CsLbLOX erfolgt, deren
Zielkompartiment die Einfachmembran der Lipidkorper ist, wo sie schnell zu einem der
dominierenden Proteine wird (Sturm et al., 1985; Feussner, 1993; Feussner et al., 1996).
Die Expression dieser Lipidkorper-assoziierten LOX ist auf den Prozess der Keimung
beschrankt und ist im ruhenden Samen nicht nachweisbar (Feussner et al., 1996; Hohne et
al., 1996; Kindl, 1997). Neben der CsLbLOX wird die Patatin-dhnliche PLA, CsPAT im
jungen Keimling de novo synthetisiert, welche ebenfalls nur am Lipidkérper nachgewiesen
wurde (May et al., 1998). Um ecinen Zusammenhang zwischen der CsLbLOX und dem
CsPAT bei der Mobilisierung der Speicherlipide aufzuzeigen, sollte in dieser Arbeit die
zeitliche Korrelation der Akkumulation der beiden Proteine sowie der Lipidkorper-
assoziierten Proteine, Oleosin und Caleosin, wéhrend der Keimung untersucht werden
(Abb. 4). CsPAT konnte nach 36 h Keimung am Lipidkorper immunochemisch detektiert
werden, wohingegen die CsLbLOX schon nach 24 h in geringen Mengen und in einem
nicht gezeigten Keimungsexperiment bereits nach 18 h Keimung nachweisbar war. Beide
Proteine waren ab dem ersten Auftreten fortlaufend in dem analysierten Zeitraum
detektierbar und zeigten nach 72 h in ithrem Gehalt ein Maximum. Das Vorkommen des
CsPAT wihrend der Keimung bestitigte frithere Ergebnisse, nach denen CsPAT zuerst
nach einer Keimungszeit von 38 h nachgewiesen wurde (May et al., 1998). In einer
weiteren Untersuchung konnte das CsPAT-Protein bereits nach 30 h Keimung detektiert
werden (Noll et al., 2000), welches jedoch nicht im Widerspruch zu dem Ergebnis dieser
Arbeit steht, da hier der Keimungszeitpunkt von 30 h nicht untersucht wurde. Die
ermittelte transiente Akkumulation der CsLbLOX am Lipidkorper wéhrend der Keimung
entspricht den Ergebnissen fritherer Arbeiten (Feussner et al., 1996; Hohne et al., 1996).
Da das CsPAT etwas spater am Lipidkorper nachgewiesen wurde als die CsLbLOX, muf3
man unter der Annahme, dass CsPAT als PLA, fiir den partiellen Abbau der
Lipidkérpermembran verantwortlich ist, davon ausgehen, dass die CsLbLOX zu sehr

friihen Zeitpunkten der Keimung zwar schon am Lipidkorper vorliegt, jedoch ihre
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lipidoxidierende Aktivitdt auf die Speicherlipide im Inneren der Lipidkorper noch nicht

ausiiben kann.

Besonders auffillig war die bereits nach 36 h beginnende Abnahme des Proteingehaltes der
beiden Lipidkorper-assoziierten Proteine Oleosin und Caleosin, die parallel zur
Akkumulation des CsPAT-Proteins erfolgte (Abb. 4). Einerseits liefert dieses Ergebnis
einen Hinweis auf einen proteolytischen Abbau der beiden Strukturproteine in
Gurkenkeimlingen und die damit verbundene Zugénglichkeit des Lipikorpers flir die
CsLbLOX und weitere lipidmobilisierende Enzyme, wie es bereits fiir andere Arbeiten
diskutiert wurde (Tzen und Huang, 1992; Matsui et al., 1999; Vandana und Bhatla, 2006).
Andererseits legt es die Vermutung nahe, dass der proteolytische Abbau der Oleosine und
der partielle Abbau der Lipidkdrpermembran durch das Patatin-dhnliche CsPAT wéhrend
der Keimung zeitlich korreliert erfolgt. Da die gesamte Oberfldche der Lipidkorper durch
die Oleosine oder andere Proteine der Lipidkdrpermembran abgeschirmt wird, erscheint
die letztere Variante #uBerst effektiv, um 80nm breite Offnungen in der
Phospholipideinfachmembran zu erzeugen, wie sie von Noll et al. (2000) beschrieben
wurden. Generell nimmt der Gehalt der Oleosine parallel zu den Speicherlipiden ab
(Fernandez et al., 1988; Huang, 1992). Wihrend bzw. nach der Lipolyse fusioniert die
Lipidkérpermembran mit der Membran eines weiteren Lipidkdrpers oder einer sich
vergroflernden Vakuole, so dass sie letztendlich ein Bestandteil der Zentralvakuole wird
(Wang und Huang, 1987; Huang, 1992). Moglicherweise sind die hydrophoben Oleosine in
der Phospholipiddoppelmembran der Vakuole nicht mehr stabil und werden deshalb
abgebaut (Huang, 1992).

Bei einer Beteiligung der Patatin-dhnlichen CsPAT an der Mobilisierung der
Speicherlipide wihrend der Keimung sollte man davon ausgehen, dass dieses Protein an
der Phospholipideinfachmembran der Lipidkorper lokalisiert ist. Bisher konnte mit Hilfe
von Immunodetektion in subzelluldren Fraktionen von Gurkenkeimlingen die
Lokalisierung des CsPAT bereits auf den Lipidkorper eingegrenzt werden (May et al.,
1998). Im Gegensatz dazu wurde fiir die an der Mobilisierung der Speicherlipide beteiligte
CsLbLOX eine immunozytochemische Lokalisierung in Keimbldttern an der Membran der
Lipidkorper beschrieben (Feussner et al.,, 1996). Um die exakte intrazelluldre
Lokalisierung des CsPAT im Vergleich zu der der CsLbLOX zu ermitteln, wurden in
dieser Arbeit transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen mit immuno-
dekorierten Goldpartikeln an 72 h alten, etiolierten Keimbléttern durchgefiihrt, da, wie

bereits erwédhnt, zu diesem Zeitpunkt der Keimung jeweils die maximalen Proteingehalte
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an CsPAT und CsLbLOX im Western-Blot nachgewiesen wurden. Beide Proteine wurden
iiber diese Immunogold-Markierung an der Lipidkdrpermembran detektiert (Abb. 5).
Vereinzelt konnte die CsLbLOX auch im Zytosol in Assoziation mit dem rauen
endoplasmatischen Retikulum gefunden werden, welches auf den Ort ihrer Biosynthese
schlieBen ldsst. Fiir den selektiven Transport der CsLbLOX vom Zytosol zum Lipidkorper
und die Bindung an die Lipidkdrpermembran scheint die N-terminale B-Barrelstruktur des
Enzyms verantwortlich zu sein (May et al., 2000). Bei einem Vergleich von 24 und 96 h
alten Gurkenkeimbléttern wurden in fritheren Arbeiten offensichtliche Unterschiede in der
intrazelluldren Verteilung von LOX-Isoformen festgestellt. Nach 24 h Keimung konnte
ausschlieBlich die CsLbLOX an der Membran der Lipidkérper nachgewiesen werden,
wohingegen zwischen 48 und 96 h Keimung eine Abnahme der Markierung an den
Lipidkoérpern beobachtet wurde, die gleichzeitig von einer Zunahme zytosolischer LOX-
Isoformen begleitet war (Feussner et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen
der maximale CsLbLOX-Gehalt am Lipidkdrper nach 72 h Keimung detektiert (Abb. 4).
Dies stellt jedoch nur scheinbar einen Widerspruch dar, weil mit der ersten Methode das
Vorkommen von LOXen in der ganzen Zelle analysiert wurde, wihrend im Ansatz dieser

Arbeit nur die Situation am Lipidkorper betrachtet wurde.

Mit der hier angewandten Immunogold-Transmissionselektronenmikroskopie wurde
erstmalig die direkte Lokalisierung von CsLbLOX und CsPAT auf intrazelluldrer Ebene an
der Lipidkdrpermembran gezeigt. Neben der parallelen Akkumulation der CsLbLOX und
des CsPAT am Lipidkdrper wihrend der Keimumg liefert die intrazelluldre Lokalisierung

ein weiteres Indiz fiir eine Beteiligung des CsPAT an der Mobilisierung der Speicherlipide.

Fir das am Lipidkérper von Gurkenkeimlingen identifizierte Patatin-dhnliche Protein
CsPAT wurde zwar nach heterologer Expression PLA,-Aktivitdt nachgewiesen, jedoch
wurde das Vorkommen dieser Aktivitdt am Lipidkorper selbst bisher nicht untersucht
(May et al., 1998). Um folglich weitere Hinweise fiir die Beteiligung einer Phospholipase
an dem partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran des Lipidkorpers zu erhalten,
sollten in dieser Arbeit isolierte Lipidkorper auf PLA,-Aktivitdt wihrend der Keimung
untersucht werden. In frilheren Untersuchungen war gezeigt worden, dass das
rekombinante CsPAT-Protein in der Lage ist, PC mit Palmitinsdure-, Linolsdure- bzw.
hydroperoxygenierten Linolsdureresten in der sn2-Position als Substrat in gleichem Mal3e
umzusetzten (May et al., 1998). Da angenommen wurde, dass CsPAT die verantwortliche
PLA, am Lipidkorper darstellt, wurden die isolierten Organellen im Rahmen dieser Arbeit

ebenfalls mit PC inkubiert, welches an der sn2-Fettsdure radioaktiv markiert war. Es
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konnte in diesem Ansatz PLA,-Aktivitit detektiert werden, wobei das Auftreten und die
Intensitdt der PLA,-Aktivitdt wihrend der Keimung mit dem Vorkommen des CsPAT-
Proteins und der detektierten Proteinmenge korrelierte (Abb. 4, Abb. 6B). Nach 36 h
Keimungszeit war sowohl CsPAT als auch PLA,-Aktivitit am Lipidkorper erstmals
wéhrend der Keimung zu finden und nach 72 h wies die PLA,-Aktivitit sowie die Menge
an CsPAT ein Maximum auf. Nach 96 h Keimung wurden nur noch ungefihr 30 % der
maximalen PLA,-Aktivitit festgestellt. An Keimblattprotoplasten von
Sonnenblumenkeimlingen liel sich ebenfalls PLA,-Aktivitdt nachweisen, die in vivo ab
48 h Keimung an der Oberfldche von Lipidkdérpern zu finden war und nach 96 h noch
verstarkt auftrat (Gupta und Bhatla, 2007). Somit stellt der partielle Abbau der
Lipidkdrpermembran iiber Phospholipasen moglicherweise einen generellen Mechanismus

bei der Keimung von Olsaaten dar.

Im Weiteren sollte die ermittelte PLA,-Aktivitit und der damit verbundene, partielle
Abbau der Lipidkoérpermembran in einen zeitlichen Zusammenhang mit dem Abbau der
Speicherlipide wéhrend der Keimung gestellt werden. Fiir Lipidkorper aus
Gurkenkeimlingen konnte eine hoch spezifische TGL beschrieben werden, die in der Lage
ist, die durch die CsLbLOX-Reaktion hydroperoxygenierten TAGs zu hydrolysieren. Nach
Reinigung dieses Enzyms zeigten Untersuchungen der Substratspezifitit, dass diese TGL
nicht auf LOX-Produkte beschrinkt war, sondern verschiedenste oxygenierte
Fettsdurereste in den TAGs hydrolysierte. Dabei war die nachgewiesene Aktivitit
unabhéngig davon, ob die Fettsdure eine Hydroxy-, Hydroperoxy- oder Epoxygruppe
enthielt und an welcher Position der Fettsdurekette diese funktionelle Gruppe lokalisiert
war (Balkenhohl et al., 1998; Balkenhohl, 2000). Zum Nachweis der TGL-Aktivitit an den
Lipidkérpern von Gurkenkeimlingen wurden in der vorliegenden Arbeit isolierte
Lipidkorper verschiedener Keimungszeitpunkte mit Triolein als Substrat inkubiert, das an
allen drei Olsiureresten radioaktiv markiert war. Eindeutige TGL-Aktivitit konnte erst
nach 96 h Keimung detektiert werden (Abb. 6C). Da spitere Keimungszeitpunkte hier
nicht untersucht wurden, kann iiber den weiteren Verlauf der TGL-Aktivitit keine Aussage
getroffen werden. Die leichte Hintergrundaktivitit, die zu Zeitpunkten vor 96 h gemessen
wurde, ldsst sich anhand der Quantifizierung der Aktivitit liber 2D-Densitometrie erklédren.
Optisch war zu diesen fritheren Zeitpunkten nach Auftrennung der Lipide liber DC keine
Aktivitdt zu erkennen. In frilheren Analysen der TGL-Aktivitdt, in denen aus isolierten
Lipidkérpern von Gurkenkeimlingen verschiedener Keimungszeitpunkte die Proteine

solubilisiert wurden und anschlieBend die TGL-Aktivitdt in den Solubilisaten gemessen
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wurde, konnte das Maximum der Aktivitdt nach 72 h Keimung ermittelt und nach 96 h
schon wieder eine deutliche Abnahme festgestellt werden (Balkenhohl, 2000). Dieses
Ergebnis weicht deutlich von der hier bestimmten TGL-Aktivitdt am Lipidkoérper von
Gurkenkeimlingen ab, wobei aber in den beiden Untersuchungen verschiedene Substrate
verwendet wurden. Das Substrat der hoch spezifischen TGL der Gurkenkeimlinge konnte
im Rahmen der Analyse in dieser Arbeit nicht eingesetzt werden, da radioaktiv markierte
TAGs mit hydro(pero)xygenierten Fettsdureresten kommerziell nicht erhiltlich sind. In
Untersuchungen an Sonnenblumenkeimlingen wird der Zeitpunkt der maximalen Lipolyse

mit 96 h Keimungszeit angegeben (Vandana und Bhatla, 2006; Gupta und Bhatla, 2007).

Im zeitlichen Vergleich der hier ermittelten PLA,- und TGL-Aktivitit am isolierten
Lipidkorper ist festzustellen, dass wihrend des Anstiegs der TGL-Aktivitdt bei 96 h die
PLA,-Aktivitdt schon wieder deutlich zuriickgegangen war. Zu diesem Zeitpunkt konnte
folglich die Phospholipideinfachmembran des Lipidkorpers bereits soweit abgebaut sein,
dass die TGL ausreichend Zugang zu ihrem Substrat, den oxygenierten TAGs im Inneren
der Lipidkorper, erhélt und somit ein weiterer Abbau der Membran bzw. weitere PLA,-
Aktivitat nicht notwendig sind. Die detektierten Umsetzungsraten der PLA, und der TGL
am isolierten Lipidkorper unterscheiden sich sehr stark voneinander. Die spezifische
PLA,-Aktivitdt ist um sechs Zehnerpotenzen hoher als die der TGL. Da der Anteil an
Phospholipiden in der Lipidkorpermembran sehr klein ist gegeniiber dem Anteil an TAGs,
erscheint eine hohe spezifische PLA-Aktivitit plausibel. Im Gegensatz dazu muf3 bei dem
Uberschuss an TAGs in den Lipidkorpern die spezifische TGL-Aktivitit fiir eine effektive
Umsetzung nicht so hoch sein. Bei der Ermittlung der spezifischen TGL-Aktivitidt wurde
die freigesetzte Olsdure ins Verhiltnis zum eingesetzten Substrat gesetzt. Da das Substrat
in einem deutlichen Uberschuss vorlag, konnte die duBerst geringe ermittelte spezifische
Aktivitit in der Quantifizierung iiber 2D-Densitometrie begriindet sein. Die dargestellte
TGL-Aktivitdt gibt somit keine absoluten Umsatzraten wieder, sondern deutet die Tendenz
des Speicherlipidabbaus wihrend der Keimung an, welches auch der wesentliche Grund

dieser Untersuchung war.

Bei einem partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran der Lipidkoérper durch eine
Phospholipase sollten eventuelle Anderungen in der Zusammensetzung der
Membranphospholipide wihrend der Keimung zu erkennen sein. Vor diesem Hintergrund
wurden die Membranphospholipide aus isolierten Lipidkorpern von verschiedenen
Keimungszeitpunkten analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich die

Lipidkoérpermembran von Gurkenkeimlingen im Wesentlichen aus PC, LPC, PE, PI und PS
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zusammensetzt (Abb. 7). Frithere Bestimmungen der Phospholipidzusammensetzung von
Lipidkérpern aus 2 Tage altem Rizinusendosperm (Ricinus communis) zeigten eine
dhnliche Zusammensetzung wie die der Gurkenlipidkorper. Dabei konnten neben dem
Hauptbestandteil PC (30,4 %) Lysophospholipide (9,0 %), PE (17,1 %), PI (13 %), PS
(7%) und Phosphatidylglyzerin oder PA (5,9 %) als Phospholipide der
Lipidkérpermembran identifiziert werden (Donaldson, 1976). Da der Gehalt an PC im
untersuchten Keimungszeitraum kontinuierlich und verstdrkt ab 36 h Keimung abnahm
(Abb. 7A), wihrend gleichzeitig eine Akkumulation des Abbauproduktes LPC auftrat
(Abb. 7B), lasst sich in dieser Arbeit eine zeitliche Korrelation mit der am isolierten
Lipidkorper nachgewiesenen PLA,-Aktivitdt einerseits aber auch mit dem Vorkommen der
Patatin-dhnlichen PLA, CsPAT am Lipidkorper andererseits erkennen (Abb. 4, Abb. 6B).
Es ldsst sich folglich ein weiterer Hinweis finden, dass CsPAT als PLA; an dem partiellen
Abbau der Lipidkdrpermembran beteiligt ist und PC als Substrat nutzt. Das heterolog
exprimierte Protein CsPAT ist, wie bereits erwdhnt, in der Lage, PC umzusetzten (May et
al., 1998). Es wurde hier erstmalig in vivo gezeigt, dass am Lipidkérper von
Gurkenkeimlingen eine Phospholipase-Aktivitit mit einer hoch spezifischen Praferenz fiir
PC als Substrat vorliegt. In bisherigen Untersuchungen der PLA,-Aktivitit von Patatin-
dhnlichen Enzymen aus Tabak wurde PC als Substrat eingesetzt, da es das vorwiegende
Phospholipid der Membranen ist (Dhondt et al., 2000). Es wurden dabei jedoch keine
weiteren Phospholipide als Substrate getestet. Ein Patatin-&hnliches Protein aus Vigna
unguiculata, das homolog zu CsPAT ist, wurde als Galaktolipid-Acylhydrolase mit der
hochsten Aktivitit gegentiber MGD identifiziert und scheint an dem Galaktolipidabbau bei
Trockenstress beteiligt zu sein. Phospolipide wurden von diesem Enzym nur sehr langsam
hydrolysiert (Matos et al., 2001). In der Lipidkdrpermembran von Sonnenblumen-
keimlingen konnte wihrend der Keimung ebenfalls der Abbau von PC bei gleichzeitiger
Akkumulation von LPC und dem Nachweis von PLA,-Aktivitdt in Keimblattprotoplasten
beobachtet werden (Gupta und Bhatla, 2007). Dabei wurde jedoch die Zusammensetzung
der Lipidkdrpermembran beziiglich weiterer Phospholipide nicht analysiert, so dass hier
nicht auf eine Substratspezifitit geschlossen werden konnte. In den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit nahm der Gehalt an LPC zu spiteren Zeitpunkten der Keimung in
geringerem Malle zu als der Gehalt an PC abnahm. Dieses Ergebnis konnte darauf
hinweisen, dass PC nicht nur durch Hydrolyse eines Fettsdurerestes zum LPC sondern

noch weiter abgebaut wird. Ahnliche Hinweise lassen sich wiederum auch bei
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Sonnenblumenkeimlingen finden; in denen der Gehalt an LPC der Lipidkérpermembran

vom fiinften Tag der Keimung an graduell verschwand (Gupta und Bhatla, 2007).

Zwischen 18 und 36 h der Keimung, als weder PLA,-Aktivitit noch CsPAT-Protein
nachgewiesen werden konnten, war ebenfalls eine signifikante Abnahme des PC-Gehaltes
der Lipidkoérpermembran zu verzeichnen. Dies kann ein Hinweis auf eine weitere, noch
nicht identifizierte Phospholipase sein, die zusdtzlich an der Initiation der

Speicherlipidmobilisierung im Lipidkorper beteiligt sein konnte.

Die drei weiteren Phospholipide PE, PI und PS, die neben PC als wesentliche Bestandteile
der Lipidkoérpermembran von Gurkenkeimlingen identifiziert wurden, wiesen in frithen
Stadien der Keimung jeweils einen Gehalt auf, der ungefdhr 50 % der Menge an PC
entsprach (Abb. 7A, C). Wiéhrend des untersuchten Keimungszeitraums énderte sich der
Gehalt an PE und PS nicht signifikant, so dass diese beiden Phospholipide kein Substrat
fiir den partiellen Abbau der Lipidkorpermembran darstellen konnen. Im Gegensatz dazu
wurde fiir den Gehalt an PI eine leichte Abnahme ab 36 h Keimung ermittelt. Dieses bietet
einen Hinweis darauf, dass PI neben PC ein Substrat fiir Phospholipasen darstellen kann.
Untersuchungen, ob das rekombinante Protein CsPAT PI als Substrat verwendet, stehen

noch aus.

Bei der Mobilisierung der Speicherlipide im Gurkenkeimling geht man davon aus, dass die
an der Lipidkérpermembran lokalisierte CsLbLOX den Abbau der TAGs durch die
Hydroperoxygenierung der lipidgebundenen, mehrfach ungesittigten Fettsduren initiiert
(Feussner et al., 1997b; Kindl, 1997; Feussner et al., 2001). Dieses Enzym oxygeniert
Linol- bzw. Linolensdure zu 13-HPOD bzw. zu 13-HPOT und ist desweiteren in der Lage,
Trilinolein direkt zu mono-, di- und trihydro(pero)xygenierten TAG-Spezies zu
oxygenieren (Feussner et al., 1995; Feussner et al., 1997a; Feussner et al., 1998). Damit
die CsLbLOX ihre Aktivitit am Lipidkorper ausiiben kann, mufl die Zuginglichkeit zu
threm Substrat, der TAG-Matrix im Inneren des Lipidkdrpers, gewéhrleistet sein. Unter der
Annahme, dass CsPAT fiir den partiellen Abbau der Lipidkoérpermembran verantwortlich
ist, sollte dieses Enzym folglich vor bzw. zur gleichen Zeit wie die CsLbLOX aktiv sein.
Die Bestimmung der LOX-Aktivitit an isolierten Lipidkdrpern wihrend der Keimung mit
Hilfe einer Sauerstoffelektrode ergab, dass die Aktivitdt ab 36 h Keimung kontinuierlich
zunahm und nach 96 h um das Vierfache hoher war als nach 36 h (Abb. 8A). Diese
Zunahme der LOX-Aktivitét 1dsst auf eine erhdhte Mobilisierungsrate der Speicherlipide
mit fortschreitender Keimung schlieBen. Obwohl das CsLbLOX-Protein schon nach 24 h
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am Lipidkorper zu finden war und in dem in vivo LOX-Reaktionsansatz Linolsdure als
exogenes Substrat angeboten wurde, konnte zu diesem Zeitpunkt der Keimung noch keine
LOX-Aktivitdt am isolierten Lipidkdrper detektiert werden. Die Oxygenierung der Lipide
findet iiber die Bindung der CsLbLOX an der Interphase zwischen Lipid und Wasser statt
(Matsui und Kajiwara, 1995; Matsui et al., 1999). Dies konnte bedeuten, dass solange ein
partieller Abbau der Lipidkérpermembran nicht stattgefunden hat, kann die CsLbLOX

keine geeigneten Bindungsstellen finden, um ihre Aktivitit auszuiiben.

Da die in vivo LOX-Aktivitdt zum gleichen Zeitpunkt der Keimung auftrat wie die am
Lipidkorper detektierte PLA,-Aktivitit und die Akkumulation des CsPAT-Proteins (Abb.
4, Abb. 6B, Abb. 8A), stehen diese Ergebnisse im Einklang mit der Annahme, dass der
partielle Abbau der Lipidkérpermembran durch CsPAT erfolgt.

Weiterhin sollte in dieser Arbeit die LOX-Aktivitit am Lipidkorper indirekt iiber die
Akkumulation des Reaktionsproduktes 13-H(P)OD und den Verbrauch des Substrates
Linolsdure wihrend der Keimung untersucht werden. Dazu wurde ausschlieSlich der
Gehalt an gebundenem 13-H(P)OD und gebundener Linolsdure der TAG-Fraktion
isolierter Lipidkorper analysiert. Der Gehalt an 13-HPOD nahm nach 36 h Keimung in
dhnlicher Weise zu wie die am Lipidkdrper nachgewiesene LOX-Aktivitit, wobei jedoch
nach 72 h ein deutliches Maximum auftrat (Abb. 8A, B). Nach 96 h sank der Gehalt an
gebundenem 13-HPOD in den Lipidkoérpern bereits wieder deutlich, obwohl zu diesem
Zeitpunkt der Keimung noch eine Erhohung der LOX-Aktivitdt in vitro gemessen wurde.
Dieses Ergebnis kann mit der nach 96 h Keimung aktiven TGL erklart werden (Abb. 6C).
Da bei der Bestimmung des 13-HPOD-Gehaltes ausschlieflich gebundene
Hydro(pero)xyfettsduren erfasst wurden, waren die CsLbLOX-Produkte, die bereits durch
die Aktivitdt der TGL von den TAGs abgespalten wurden, nicht beriicksichtigt worden.
Die Detektion des primédren LOX-Produktes 13-HPOD nach 36 h Keimung korreliert mit
der Messung der ersten LOX-Aktivitdt und auch mit dem ersten Nachweis von PLA,;-

Aktivitit am isolierten Lipidkorper wihrend der Keimung (Abb. 6B, Abb. 8A, B).

Das reduzierte LOX-Produkt 13-HOD wurde in wesentlich geringeren Mengen als das
primére Produkt 13-HPOD nachgewiesen (Abb. 8B). Es konnte aber bereits nach 12 h
Keimung in signifikantem Malle nachgewiesen werden. Untersuchungen der Konfiguration
dieses Produktes lieBen zwischen 18 und 96 h Keimungszeit auf einen enzymatischen
Ursprung schlieBen, obwohl die ermittelte LOX-Aktivitit nach 18 und 24 h Keimung,

unter der Detektionsgrenze lag.
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In fritheren Studien zur Quantifizierung von in TAGs gebundenem 13-H(P)OD in
Lipidextrakten von Gurkenkeimblittern wurde das Maximum des Gehaltes nach 48 h
Keimungszeit und nach 72 h eine leichte Abnahme ermittelt (Weichert et al., 2002). In
diesen Untersuchungen konnte auch in ungekeimten Samen verestertes 13-H(P)OD
nachgewiesen werden, so dass man hier auf die Beteiligung einer weiteren LOX schlie3en
kann, die moglicherweise schon zur Zeit der Samenreifung aktiv ist (Feussner et al., 1995).
Letzters wire folglich eine Erkldrung fiir den in dieser Arbeit gemessenen Gehalt an

gebundenem 13-HOD zwischen 12 und 24 h Keimungszeit.

Beziiglich des LOX-Substrates, der veresterten Linolsdure, wurde eine kontinuierliche
Abnahme des Gehaltes ab 18 h Keimung bis auf 25 % nach 96 h festgestellt (Abb. 8C). In
fritheren Arbeiten konnten dhnliche Werte gefunden werden, wobei der Gehalt gebundener
Linolséure nach 120 h Keimung mit 20 % der Ausgangsmenge beziffert wurde (Weichert
et al., 2002). Diese Abnahme 146t den vorrangigen Katabolimus von Linolsdure aus den
Speicherlipiden erkennen, welches plausibel wird, wenn man beriicksichtigt, dass die
Speicherlipide von Gurkenkeimlingen iiber 75 % Linolsdure als Fettsdurereste enthalten
(Gunstone et al., 1994; Weichert et al., 2002). Die Abnahme des CsLbLOX-Substrates
Linolsdure zwischen 18 und 36 h Keimung widerspricht der Hypothese, dass eine PLA,
iiber den partiellen Abbau der Lipidkérpermembran der CsLbLOX den Zugang zu ihrem
Substrat ermoglicht, da PLAj,-Aktivitit dann auch schon zu diesen frithen

Keimungszeitpunkten zu finden sein miisste.

In dieser Arbeit konnte desweiteren festgestellt werden, dass nach 72 h Keimung, also dem
Zeitpunkt der starksten Akkumulation von gebundenem 13-H(P)OD, 63 % der gebundenen
Linolsdure in oxygenierter Form vorlag, wihrend in den Untersuchungen von Weichert et
al. (2002) dieser Wert mit 6 % um ein Zehntel niedriger war. Eine Erklarung fiir diese
Differenz liegt in der Verwendung verschiedener Methoden. Bei Weichert et al. (2002)
wurde der gesamte Lipidextrakt der Keimblitter verwendet und die Lipide nach einer
alkalischen Hydrolyse quantifiziert. Letzteres hat den unerwiinschten Nebeneffekt, dass ein
Teil der Hydroperoxide zerstort wird. Dahingegen kam in den Analysen der vorliegenden
Arbeit der Lipidextrakt aus isolierten Lipidkdrpern zum Einsatz, der auf schonendere
Weise mit Natriummethoxid transesterifiziert wurde. Hier wurde somit eine genauere
Bestimmung des lipidgebundenen 13-H(P)OD-Gehaltes durchgefiihrt als in den
vorangegangenen Untersuchungen (Feussner et al., 1995; Weichert et al., 2002). Da die
Speicherlipide der Gurke wéhrend der Keimung hauptséchlich iiber den LOX-abhéngigen
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Stoffwechselweg abgebaut werden, kann von einer starken Akkumulation an 13-H(P)OD

ausgegangen werden.

Zusitzlich wurden die LOX-Aktivitdit und der Abbau der Speicherlipide iiber die
Zusammensetzung der Neutrallipide in isolierten Lipidkorpern verschiedener Keimungs-
zeitpunkte untersucht. Dabei konnte mit Hilfe von Diinnschichtchromatographie und
geeigneten Standardsubstanzen eine Zunahme von mono-, di- und trihydro(pero)xy-
genierten TAG-Spezies wihrend der Keimung festgestellt werden (Abb. 9). Diese
Zunahme war besonders deutlich ab 36 h Keimung und zeigte nach 72 h ein Maximum.
Letzteres stimmt mit dem hdchsten Gehalt an in TAGs gebundenem 13-H(P)OD iiberein
(Abb. 8B). Weiterhin korrelierte diese Akkumulation an oxygenierten TAG-Spezies mit
der nachgewiesenen LOX-Aktivitdt am Lipidkorper und der transienten Akkumulation der
CsLbLOX wihrend der Keimung (Abb. 4, Abb. 8A). Eine Abnahme des Gehaltes an
mono-, di- und trihydro(pero)xygenierten TAG-Spezies nach 96 h Keimung ist im
Zusammenhang mit der zu diesem Zeitpunkt detektierten TGL-Aktivitdt am Lipidkorper
anzunehmen (Abb. 6C). Trotz der Zunahme der oxygenierten TAG-Spezies wihrend der
Keimung wurde im Rahmen der hier durchgefiihrten DC-Analyse keine eindeutige
Abnahme der nicht-oxygenierten TAGs festgestellt, welches jedoch auf eine sehr starke
Beladung der DC-Platte bei der Analyse zurlickzufiihren sein diirfte. Diese Ergebnisse
bestdtigen Untersuchungen fritherer Arbeiten, in denen einerseits die Féhigkeit der
rekombinanten CsLbLOX, in vitro Di- und Trilinolein zu den entsprechenden mono-, di-
und trihydroperoxygenierten Derivaten zu oxygenieren nachgewiesen wurde. Andererseits
wurden mittels HPLC-, GC/MS- und NMR-Analysen in vivo TAGs mit ein, zwei oder drei
13-HPOD-Resten als oxygeniertes Hauptprodukt in Lipidkdérpern von Gurkenkeimlingen
verschiedener Keimungsstadien gefunden (Feussner et al., 1997a; Feussner et al., 1998). In
Sonnenblumenkeimlingen konnten ebenfalls TAGs mit ein, zwei oder drei 13-HPOD-
Resten wihrend der Keimung nachgewiesen werden (Gerhardt et al., 2005). Bei diesen

vorangegangenen Arbeiten handelt es sich jedoch um rein qualitative Analysen.

Um die Zusammensetzung des Lipidkorpers von Gurkenkeimlingen vollstindig zu
untersuchen, wurde auflerdem die Zusammensetzung der Glykolipide bestimmt. Bisher
konnten im Rahmen dieser Arbeit acetylierte Sterolglycoside, Sterolglycoside und
Cerebroside als Bestandteile der Lipidkorper identifiziert werden (Abb. 11). Die
physiologische Funktion dieser Glykolipide im Lipidkorper bzw. wihrend der Keimung ist
jedoch nicht bekannt. Von besonderem Interesse sind die detektierten Glykolipide, die

unpolarer als acetylierte Sterolglycoside waren und wéhrend der Keimung sehr stark
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akkumulierten. Diese Glykolipide stellten den gréfften Anteil dieser Lipidfraktion des
Lipidkorpers dar, so dass moglicherweise von einer wichtigen Funktion wéhrend der
Keimung ausgegangen werden kann. Sie sollten in weiterfilhrenden Arbeiten z.B. iiber

LC/MS-Analysen genauer untersucht werden.

Ein weiterer Hinweis fiir die Beteiligung des CsPAT an der Mobilisierung der
Speicherlipide in Gurkenkeimlingen wurde in einer in vitro Untersuchung gefunden. Bei
der Inkubation isolierter Lipidkorpern aus reifen Gurkensamen mit rekombinanter
CsLbLOX und rekombinantem CsPAT wurde eine erhohte 13-LOX-Aktivitdt im
Vergleich zu reinen Lipidkérpern und solchen, die nur mit einem der beiden Enzyme
inkubiert wurden, nachgewiesen (Abb. 12). Da die 13-LOX-Aktivitdt in dieser Analyse
indirekt tiber das Produkt/Substrat-Verhéltnis bestimmt wurde, wurde hier in ungekeimten
Samen ebenfalls 13-HOD detektiert, welches, wie bereits diskutiert, auf die Aktivitét einer
weiteren, schon wihrend der Samenreifung aktiven LOX schliefen lieBe (Feussner et al.,
1995). Die hier gezeigte Interaktion der Aktivititen l4sst eine Abhingigkeit der CsLbLOX-
Aktivitdt von der CsPAT-Aktivitdt erkennen, wobei jedoch nur vermutet werden kann,
dass zur Initilerung der LOX-Aktivitdt am Lipidkdrper die PLA,-Aktivitdt der CsPAT
notwendig ist und iiber den partiellen Abbau der Lipidkérpermembran der CsLbLOX der
Zugang zu ihrem Substrat ermoglicht wird. Ein Hinweis auf die Beteiligung von Proteasen
an der Mobilisierung der Speicherlipide durch den Abbau der Oleosine des Lipidkorpers
konnte in dieser in vitro Untersuchung nicht erhalten werden. Lipidkorper reifer
Gurkensamen, die mit Proteinase K vorbehandelt wurden, wiesen nach Inkubation mit der
rekombinanten CsLbLOX keine erhohte 13-LOX-Aktivitit im Vergleich zu reinen
Lipidkorpern auf (Abb. 12).

4.1.2 Phylogenetische Eingruppierung des CsPAT

Phylogenetisch lie sich das CsPAT aus Gurkenkeimlingen auf Basis der Aminoséure-
sequenz mit bekannten Patatin-dhnlichen PLAs aus A. thaliana einordnen, wobei CsPAT
die hochste Homologie zur Gruppe 2 der AtPLA zeigte (Abb. 20). Vier Mitglieder dieser
Gruppe, AtPLA 1, AtPLA IIA, AtPLA IVA und AtPLA IVC, konnten iiber ihre
gewebespezifische Expression und ihre subzelluldre Lokalisierung ndher charakterisiert
werden, wobei AtPLA I-Transkripte vorzugsweise in Schoten, AtPLA IIA- und AtPLA
IVA-Transkripte in Wurzeln und AtPLA IVC-Transkripte in Bliiten nachgewiesen wurden
(Holk et al., 2002). Im Gegensatz zu der beschriebenen Lokalisierung der CsPAT an der
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Membran der Lipidkorper im Keimling (Abb. 5) deuteten GFP-Fusionsstudien darauf hin,
dass AtPLA IIA, AtPLA IVA und AtPLA IVC im Zytoplasma lokalisiert sind, wobei eine
Assoziation mit Membranen nicht ausgeschlossen werden kann. Fiir die rekombinant
exprimierte AtPLA IVA wurde sowohl PLA - als auch PLA,-Aktivitit gezeigt (Holk et
al., 2002). In Untersuchungen der Genexpression mit Hilfe des Genevestigators
(https://www.genevestigator.ethz.ch) wurde fiir AtPLA IIA zwar eine Expression im
Keimling gefunden, die hochste Expression lag jedoch in seneszenten Bléttern vor (Daten
nicht gezeigt). Fir die weiteren Mitglieder der AtPLA-Genfamilie konnte keine
vorwiegende Expression im Keimling detektiert werden. AtPLA IIA-Promotorstudien
mittels des Reportergens B-Glucuronidase (GUS) ergaben GUS-Aktivitét in Bléttern sowie
in verschiedenen Wurzelgeweben und zeigten eine hohere Aktivitdt nach Behandlung mit
Salicylsdaure, nach Verwundung, nach Behandlung mit Ethylen und bei Eisen- und
Phosphatmangel (Rietz et al., 2004). Diese Daten lassen nicht auf eine Beteiligung der
AtPLA ITA an der Keimung schlie3en.

In dieser Arbeit wurde mittels Western-Blot-Analyse eine hohe Homologie zwischen
CsPAT und einem bisher nicht identifizierten Patatin-&hnlichen Protein an Lipidkorpern
von A. thaliana-Keimlingen nachgewiesen (Abb. 21). Das zeitliche Auftreten dieses
Patatin-dhnlichen Proteins in Arabidopsis-Keimlingen ist der Akkumulation des CsPAT
am Lipidkorper des Gurkenkeimlings sehr dhnlich (Abb. 4, Abb. 21), so dass eine dhnliche
physiologische Funktion dieser beiden Proteine wihrend der Keimung postuliert werden
kann. Die Hypothese des partiellen Abbaus der Lipidkérpermembran durch eine
Phospholipase hitte damit eine allgemeingiiltige Bedeutung bei der Mobilisierung der
Speicherlipide in Olsaaten.

4.1.3 Funktionelle Analyse der PLA, CsPAT in transgenen Tabakpflanzen

Nach heterologer Expression der CsLbLOX in Tabaksamen unter Kontrolle des 35S-
Promotors wurde die korrekte Lokalisierung dieses Proteins an den Lipidkérpern und ein
erhohter Proteingehalt bereits nachgewiesen, jedoch konnte nur ein geringer Anstieg an
Metaboliten gefunden werden, die sich auf die Aktivitét einer 13-LOX zurlickfiihren lassen
(Hause et al., 2000). Eine &dhnlich geringe Zunahme an LOX-Produkten wurde nach
Expression der LOX-2 aus Sojaembryonen in Tabakbléttern beschrieben (Deng et al.,
1992). Eventuell wurde die Bildung der LOX-Produkte in den transgenen Pflanzen aber
durch die Zugénglichkeit des Substrates limitiert (Hause et al., 2000). Daher sollte in der
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vorliegenden Arbeit die Expression des CsPAT in Kombination mit der Expression der
CsLbLOX in Tabaksamen analysiert werden, um eventuell eine erhdhte Akkumulation an
LOX-Produkten zu bewirken. Mit dieser funktionellen Analyse von transgenen
Tabakpflanzen sollte weiter {iberpriift werden, ob die Aktivitit von CsPAT in
Gurkenkeimlingen zum partiellen Abbau der Phospholipideinfachmembran des

Lipidkorpers fiihrt und damit die CsSLbLOX Zugang zu ihrem Substrat erhilt.

Die Uberpriifung der Expression des CSPAT bzw. der CsLbLOX in den erzeugten
transgenen Tabaklinien erfolgte mittels Western-Blot-Analyse. Es konnte auf der Ebene
der T1-Samen jedoch nur eine Linie identifiziert werden, in der beide Proteine
nachweisbar waren (Abb. 13). T2-Samen dieser Linie lieBen jedoch erkennen, dass die ins
Tabakgenom inserierten CsPAT- und CsLbLOX-Gene in der Folgegeneration nicht stabil
exprimiert wurden. Deshalb wurden T1-Pflanzen dieser Linie auf ihren Genotyp untersucht
und die resultierenden T2-Samen direkt fiir die Untersuchung des Oxylipinprofils
verwendet (Anhang Tab. 9, Tab. 10). T2-Samen der CsPAT/CsLbLOX-Doppeltrans-
formanten wiesen einen um 9 % geringeren Gehalt an freien Fettsduren gegeniiber T2-
Samen des Wildtyps und der CsPAT-Einzeltransformanten auf (Abb. 17). Dies kann auf
die Umsetzung freier Linolsdure durch die exprimierte CsLbLOX in den
Doppeltransformanten zuriickgefiihrt werden. Im Falle der Beteiligung des CsPAT an der
Initiation dieser Umsetzung sollte in CsLbLOX-Einzeltransformanten kein geringerer
Gehalt an freien Fettsduren als im Wildtyp nachgewiesen werden. Da jedoch nur die T2-
Samen einer Linie der CsLbLOX-Einzeltransformanten analysiert wurden, kann keine
Aussage Uber die Beteiligung des CsPAT gemacht werden. Der Gehalt an veresterten
Fettsduren unterschied sich innerhalb der T2-Samen der CsPAT-Einzeltransformanten, der
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten und des Wildtyps nicht. Aufgrund der
CsLbLOX-Aktivitdt in den Samen der Doppeltransformanten wire aber eine Abnahme der
veresterten Linolsdure zu erwarten gewesen, da die CsLbLOX neben der freien Linolsdure
auch in TAGs veresterte Linolsdure als Substrat nutzt (Feussner et al., 1997a; Feussner et

al., 1998).

Bei der Untersuchung der freien Oxylipine in den T2-Samen wurden ebenfalls keine
eindeutigen Unterschiede in dem Gehalt an 13-HOD zwischen den CsPAT-
Einzeltransformanten, den CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten und dem Wildtyp
festgestellt (Abb. 18). Da in Samen das Substrat der CsLbLOX iiberwiegend in veresterter
Form in den TAGs vorliegt und hier noch nicht von einer TGL-Aktivitit ausgegangen

werden kann, stimmt dieses Ergebnis mit den Erwartungen iiberein. Beriicksichtigt man
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jedoch den ermittelten geringeren Gehalt an freien Fettsduren in den Samen der
Doppeltransformanten (Abb. 17), die sich zu 75 - 80 % aus Linolséure zusammensetzten,
wire in den Doppeltransformanten aufgrund der CsLbLOX-Aktivitét ein erhohter Gehalt
an freiem 13-HOD zu erwarten gewesen. Beziiglich der veresterten Oxylipine wiesen die
T2-Samen der Doppeltransformanten einen um 16 % hoéheren Gehalt als die Samen des
Wildtyps und einem um 7 % hoheren Gehalt als Samen der CsPAT-Einzeltransformanten
auf (Abb. 19). Die Hauptoxylipine stellten in diesen Untersuchungen verestertes 13-HOD
und verestertes 9-HOD dar, wobei der Gehalt an verestertem 13-HOD ungefahr doppelt so
hoch war wie der an verestertem 9-HOD. Der erhohte Gehalt an veresterten Oxylipinen
bzw. Hydroxiden und Hydroperoxiden, insbesondere an 13-H(P)OD, in den Samen der
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten im Vergleich zum Wildtyp ist auf eine erhdhte
13-LOX-Aktivitdt der exprimierten CsLbLOX zuriickzufiihren. Da nur die Samen einer
Pflanze, die die CsLbLOX alleine exprimiert, untersucht wurde, konnte nicht eindeutig
geklart werden, ob das CsPAT fiir die Zugénglichkeit des LOX-Substrates in den
Lipidkoérpern notwendig ist. Der Befund, dass der Gehalt an veresterten Oxylipinen in
Samen der Doppeltransformanten erhoht war, wird deutlich abgeschwicht, wenn man
betrachtet, dass in den Samen der CsPAT-Einzeltransformanten ebenfalls ein um 10 %
erhohter Gehalt an veresterten Oxylipinen gegeniiber dem Wildtyp festgestellt worden war.
Letzteres wire nur mit einer endogenen LOX der Tabaksamen zu erkldren, die durch die
Aktivitdt des exprimierten CsPAT Zugang zu ihrem Substrat in den Lipidkdrpern erhalten
wiirde. Bisher gibt es jedoch keine Hinweise auf eine Beteiligung des LOX-abhidngigen
Abbauweges der Speicherlipide von Tabaksamen. Zusammenfassend ldsst sich feststellen,
dass die gemeinsame Expression von CsPAT und CsLbLOX in transgenen Tabaksamen
weder zu einer deutlich erh6hten Akkumulation von freien und veresterten LOX-Produkten
noch zu einer signifikanten Anderung des Gehaltes an freien und veresterten Fettsiuren
gefiihrt hat. Aufgrund dieser Untersuchungen wurden keine neuen Erkenntnisse iiber die

Beteiligung des CsPAT am LOX-abhéngigen Abbau der Speicherlipide gewonnen.

Dariiberhinaus wurden die Blatter transgener T1-Tabakpflanzen, die CsPAT alleine sowie
in Kombination mit der CsLbLOX exprimierten, nach Verwundung auf eine verdnderte
Oxylipinbildung analysiert, um moéglicherweise ein Mitwirken der beiden Enzyme bei der
Wundreaktion aufzudecken. Die primidre Wundreaktion korreliert mit der Akkumulation
des Signalmolekiils JA (Conconi et al., 1996). Dabei beinhaltet der JA-Biosyntheseweg die
regio- und stereospezifische Dioxygenierung von Linolensdure durch eine 13-LOX, die

Bildung eines Allenoxids durch eine Allenoxidsynthase (AOS), die Reduktion durch eine
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oPDA-Reduktase (OPR) wund drei aufeinanderfolgende p-Oxidationsschritte zur
Verkiirzung der Seitenkette. Enzyme, die an der Biosynthese von JA beteiligt sind, wurden
bereits in diversen Pflanzenarten charakterisiert (Schaller, 2001; Berger, 2002; Turner et
al., 2002; Halitschke und Baldwin, 2003). In Blattern von CsPAT-Einzeltransformanten
war die Akkumulation von JA als primidre Wundantwort um 39 % und in Bléttern von
CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten sogar um 54 % geringer als im Wildtyp (Abb.
15). Im Gegensatz dazu war der Gehalt an oPDA, der direkten Vorstufe von JA wihrend
der Biosynthese, in den CsPAT-Einzeltransformanten direkt nach der Verwundung der
Blatter um 79 % hoher und in den CsPAT/CsLbLOX-Doppeltransformanten um 54 %
hoher als im Wildtyp. Desweiteren wurde eine signifikante Reduktion des 13-HOD-
Gehaltes in den CsPAT-Einzeltransformanten und den CsPAT/CsLbLOX-
Doppeltransformanten um 71 bzw. 74 % gegenliber dem Wildtyp direkt nach der
Verwundung festgestellt (Abb. 15). Aufgrund der exprimierten CsLbLOX wurde jedoch in
den Doppeltransformanten eine Erhohung des 13-HOD-Gehaltes erwartet. Moglicherweise
bewirkt die heterologe Expression von CsPAT und CsLbLOX eine Hemmung der
Synthese von 13-HOD in den Tabakbléattern.

In N. tabacum konnte bisher ein Elicitor- und Pathogen-induziertes Gen, NtLOXI,
identifiziert werden, das fiir eine 9-LOX kodiert und essentiel fiir die Resistenz gegen
Phytophthora parasitica var. nicotianae ist (Rance et al., 1998; Fammartino et al., 2007).
Fir den Gehalt des endogenen LOX-Produktes 9-HOD konnte fiir die transgenen
Tabakpflanzen und auch fiir den Wildtyp keine Anderung wihrend der Wundreaktion
gefunden werden (Abb. 15). Dahingegen zeigte der Wildtyp eine signifikante Zunahme des
9-HOT-Gehaltes bei fortschreitender Stressinduktion durch die Verwundung, welches auf
die Beteiligung von 9-HOT und damit einer 9-LOX an der spdten Wundantwort hinweist
(Abb. 15). Da in den im Rahmen dieser Arbeit analysierten transgenen Pflanzen keine
Erhohung des 9-HOT-Gehaltes auftrat, wird durch die heterologe Expression von CsPAT
und CsLbLOX die Aktivitit der 9-LOX in den Tabakblittern nach Verwundung eventuell

gehemmt.

Die CsPAT-Einzeltransformanten wiesen direkt nach der Verwundung und zu frithen
Zeiten der Stressinduktion einen doppelt so hohen Linol- und Linolensduregehalt in den
Membranen wie der Wildtyp auf (Abb. 16). Im Gegensatz dazu war der Gehalt von freier
Linol- und Linolensdure in den Doppeltransformanten nicht erhoht. Moglicherweise
wurden die Linol- und Linolensdure durch die iiberexprimierte CsLbLOX in der

Doppeltransformante direkt umgesetzt. Das dabei entstehende 13-HOD bzw. 13-HOT
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wurde anschlieBend scheinbar sofort weiter metabolisiert, da ein erhéhter 13-HOD- bzw.
13-HOT-Gehalt in den verwundeten Blittern der Doppeltransformanten nicht festgestellt
worden war (Abb. 15).

Insgesamt konnten keine gravierenden Unterschiede im Oxylipin- und Fettsduregehalt in
den transgenen Tabakpflanzen festgestellt werden, so dass auf eine Beteiligung des CsPAT
und der CsLbLOX an der Wundantwort nicht geschlossen werden kann. Es scheint eher,
dass die heterologe Expression der beiden Proteine eine hemmende Wirkung auf die

Wundreaktion ausiibte.

4.2 Abbau von Speicherlipiden durch TGLs

In keimenden Olsaaten wird die Mobilisierung der Speicherlipide auf dem klassischen
Wege durch TGLs initiiert, welche die TAGs an der Interphase von Lipiden und Wasser zu
Glyzerin und freien Fettsiuren hydrolysieren. Uber den Mechanismus und die Regulation
dieser Lipolyse ist bisher wenig bekannt, auBer der bedeutenden Rolle, die dieser Vorgang
fiir das Wachstum des Keimlings spielt (Eastmond, 2006). TGL-Aktivititen wurden auf
biochemischer Ebene in verschiedenen Samen untersucht (Huang, 1993; Mukherjee,
1994). In den meisten Féllen sind die Aktivitdten nur wéhrend der Keimung detektierbar
und zeigen eine Zunahme bei gleichzeitiger Abnahme des TAG-Gehaltes. Die TGL-
Aktivitdten sind oft membranassoziiert und wurden je nach Pflanzenart in der Lipidkorper-
, Glyoxysomen- oder mikrosomalen Fraktion von Samenextrakten gefunden (Huang, 1983;
Mukherjee, 1994). TGLs wurden bereits aus Samen von Mais (Lin und Huang, 1984),
Ricinus (Maeshima und Beevers, 1985; Fuchs et al., 1996), Raps (Fuchs, 1994) und
Vernonia galamensis (Ncube et al., 1995) gereinigt. In der jiingsten Vergangenheit wurden
die ersten Gene kloniert, die fiir Proteine mit TGL-Aktivitdt kodieren (Eastmond, 2004;
Matsui et al., 2004; El-Kouhen et al., 2005; Padham et al., 2007). In A. thaliana wurde
desweiteren die Lipidkorper-assoziierte TGL SDP1 auf molekularer Ebene identifiziert, fiir
die erstmalig eine physiologische Rolle in der Initiation der Speicherlipidmobilisierung
wihrend der Keimung nachgewiesen wurde (Eastmond, 2006). Die sdpl-Mutante ist in
ihrer Fahigkeit des TAG-Abbaus sehr stark beeintrachtigt. Wahrend der ersten 5 Tage nach
Beginn der Keimung nimmt der TAG-Gehalt in dieser Mutante um weniger als 20 % ab,
wohingegen in Wildtyp-Keimlingen der TAG-Gehalt in der gleichen Zeitspanne um 98 %

sinkt. In der Aminosduresequenz des SDPI1-Proteins wurde eine Patatin-dhnliche
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Acylhydrolasedoméne identifiziert, die in Patatin-dhnlichen Proteinen aus der Hefe S.
cerevisiae und aus Tieren, welche TGL-Aktivitit aufweisen, ebenfalls vorkommt
(Eastmond, 2006). In Hefe sind die TGLs TGL3, TGL4 sowie TGL5 am Abbau der
Speicherlipide beteiligt (Athenstaedt und Daum, 2003, 2005; Kurat et al., 2006), wahrend
in Drosophila melanogaster diec Brummer-Lipase und im Menschen ATGL (Desnutrin) fiir
die Hydrolyse der Lipide notwendig sind (Zimmermann et al., 2004; Gronke et al., 2005).
Neben der Homologie der Patatin-dhnlichen Domédnen dieser TGLs besteht nur eine
geringe Sequenzéhnlichkeit zwischen der TGL aus Hefe, der tierischen TGL und SDP1 aus
Arabidopsis (Eastmond, 2006). Es scheint jedoch, dass aufgrund der Patatin-Doméne die
TGLs, als zentrale Komponente des Mechanismus der Lipolyse, innerhalb der Eukaryonten

evolutiondr konserviert sind (Eastmond, 2006; Kurat et al., 2006).

Fiir pflanzliche Lipasen ist charakteristisch, dass sie eine ausgeprigte Substratspezifitat fiir
bestimmte Fettsduren aufweisen. In der Mehrzahl der Félle handelt es sich dabei um die in
den Speicherlipiden der Pflanzenspezies dominierende Fettsdure (Adlercreutz et al., 1997).
An Lipidkoérpern aus Gurkenkeimlingen wurde die Aktivitit einer hoch spezifischen TGL
beschrieben, die selektiv oxygenierte Fettsduren der TAGs hydrolysiert. Dieses Enzym
konnte bereits gereinigt und biochemisch charakterisiert werden (Balkenhohl et al., 1998;
Balkenhohl, 2000). Die Aminosduresequenz dieses Proteins ist jedoch nicht bekannt, da
diese spezifische TGL nicht sequenziert werden konnte. Das in extrahierten
Lipidkorperproteinen analysierte Proteinsignal mit einer GroBe von 110 kDa, welches dem
Molekulargewicht des gereinigten Enzyms entsprach (Balkenhohl et al., 1998), konnte nur
der CsLbLOX zugeordnet werden. Da die CsLbLOX mit 99,66 kDa in dem gleichen
Molekulargewichtsbereich wie das untersuchte Proteinsignal liegt und auch in frithen
Stadien der Keimung in groer Menge am Lipidkorper vorkommt (3.1.1; Feussner et al.,
1996, Hohne et al., 1996), war davon auszugehen, dass die CsLbLOX in diesem
Analyseansatz identifiziert wird. Die Moglichkeit, dass die spezifische TGL in dem
Proteinsignal bei 110 kDa zusitzlich vorlag, wére nach diesem Ergebnis nur dann zu
erkldren, wenn dieses Protein so gering konserviert ist, dass in der ,,non-redundant®-
Datenbank kein homologes Protein gefunden werden kann. Es ist jedoch wahrscheinlicher,

dass die spezifische TGL in dem analysierten Proteinsignal nicht erfasst wurde.

Da zu Beginn dieser Arbeit die in Arabidopsis fiir den Abbau der Speicherlipide wihrend
der Keimung verantwortliche TGL SDPI noch nicht bekannt war, sollte anhand einer
ungerichteten Proteomanalyse von Lipidkdrperproteinen die Sequenz einer an der

Mobilisierung der Speicherlipide beteiligten TGL in A. thaliana identifiziert werden. Das
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untersuchte Proteinsignal, das mit einem Molekulargewicht von ungefahr 40 kDa transient
wihrend der Keimung akkumulierte (Abb. 22), besa3 nach der Sequenzierung und dem
Abgleich gegen die Arabidopsis Genom-Proteinsequenz-Datenbank (NCBI) jedoch keine
Peptidsequenzen, bei denen mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Lipase geschlossen

werden kann (Tab. 6).

Da in sdpl-Mutanten ein TAG-Abbau von < 20 % stattfindet, kann man annehmen, dass an
dem vollstindigen Abbau der Speicherlipide mindestens eine weitere TGL beteiligt ist, wie
es in S. cerevisiae mit TGL4 und TGL5 gezeigt werden konnte (Athenstaedt und Daum,
2005; Eastmond, 2006; Kurat et al., 2006). Letztere zeichnen sich durch eine
unterschiedliche Substratspezifitit im Vergleich zu TGL3 aus, die vorwiegend fiir den
TAG-Abbau in Hefezellen verantwortlich ist (Athenstaedt und Daum, 2005). Vor diesem
Hintergrund sollten die in A. thaliana mit Hilfe eines reversen genetischen Ansatzes
identifizierten, mutmaBlich keimungsspezifischen TGLs AtTGL1 und AtTGL2 (K&rner,
2005) auf eine Beteiligung an der Speicherlipidmobilisierung wéhrend der Keimung
untersucht werden. Da die Expression von AtTGL1 und AtTGL2 in E.coli in
verschiedenen Expressionsvektoren und Expressionsstimmen nicht stabil genug fiir eine
weitergehende biochemische Charakterisierung war und auch die Expression in S.
cerevisiae erfolglos blieb, wurden die beiden mutmaBlichen TGLs in dieser Arbeit in
Insektenzellen exprimiert. Aus den annotierten Proteinsequenzen ergibt sich fiir AtTGL1
ein Molekulargewicht von 42,409 kDa und fiir AtTGL2 ein Molekulargewicht von
42,016 kDa. In Western-Blot-Analysen nach Expression und Reinigung der Proteine wurde
AtTGL1 mit einer GroBBe von 45 kDa nachgewiesen, welches dem heterolog exprimierten
Protein einschlieBlich des C-terminalen His-tags sowie V5-Epitops entsprach (Abb. 23).
Dahingegen war das Signal fiir AtTGL2 im Western-Blot mit 49 kDa um 4 kDa grofer als
zu erwarten (Abb. 23). Moglicherweise liegt hier eine posttranslationale Modifizierung

vor, wie z.B. eine Glykosylierung des Proteins.

Untersuchungen der TGL-Aktivitit der in Insektenzellen exprimierten und affinitits-
gereinigten Proteine AtTGL1 und AtTGL2 mit radioaktiv markiertem Triolein als Substrat
ergaben eine hohe Hintergrundaktivitdt der mitgereinigten Insektenzellproteine (Abb. 24).
Viele Insektenzellproteine sind natiirlicherweise reich an Histidinen, und einige weisen
auch Abschnitte mit sechs Histidinen auf (Anleitung zum ,,pMIB/V5-HisA, B, and C
Vector Kit“; Invitrogen, Karlsruhe), die fiir die Reinigung liber Affinitétschromatographie
notwendig sind. Derartige Insektenzellproteine, die zusétzlich noch bei der Kultivierung

ins Medium sekretiert werden und eine lipolytische Aktivitdt besitzen, erkldren diese hohe
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Hintergrundaktivitit. Fiir AtTGL1 und AtTGL2 konnte keine TGL-Aktivitdt detektiert
werden, die iiber die Hintergrundaktivitit hinausging (Abb. 24), welches auf die geringe

Expressionsrate der beiden Proteine in den Insektenzellen zuriickzufiihren sein kdnnte.

Um die beiden Enzyme auf weitere lipolytische Aktivititen zu analysieren, wurden
verschiedene, radioaktiv markierte Phospholipide, DAG und Steroidester als Substrate
eingesetzt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Aktivitdtstests zeigten jedoch weder
Phospholipase- noch DAG-DAG-Acyltransferase- bzw. Steroidester-Hydrolaseaktivitét
(Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27). Eine endgiiltige Aussage iiber die lipolytische Aktivitit von
AtTGL1 und AtTGL2 lasst sich an dieser Stelle nicht treffen, da die Expressionsrate der

beiden Proteine zu gering war.

Eine Trennung des Insektenzellproteins mit lipolytischer Aktivitit von den heterolog
exprimierten Proteinen {iber Anionenaustauschchromatographie zur Detektion der
mutmaBlichen TGL-Aktivitdt von AtTGL1 und AtTGL2 konnte nicht erreicht werden
(Abb. 28, Abb. 29). Aus diesem Grund wurde auf die Hefe Pichia pastoris als
Expressionssystem fiir AtTGL1 und AtTGL2 ausgewichen. Dabei konnte sowohl nach
intrazelluldrer als auch nach sekretorischer Expression der beiden Proteine in zwei
verschiedenen P. pastoris-Stammen und bei unterschiedlichen Expressionsbedingungen
weder das jeweilige Protein in Western-Blot-Analysen noch TGL-Aktivitit detektiert
werden (Abb. 30, Abb. 31). Dieses Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass AtTGL1 und
AtTGL2 in den P. pastoris-Zellen nicht exprimiert wurden und moglicherweise die
heterologe Expression bzw. die Akkumulation groferer Mengen der beiden Proteine

toxisch fiir die P. pastoris-Zellen ist.

Da bisher kein funktionales Expressionssystem fiir die beiden mutmaflichen TGLs aus A.
thaliana etabliert werden konnte, waren eine weiterfilhrende biochemische
Charakterisierung und die Analyse einer mdglichen Beteiligung von AtTGL1 und AtTGL2
an der Speicherlipidmobilisierung wéhrend der Keimung im Rahmen dieser Arbeit nicht

moglich.
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5. Zusammenfassung

Die Keimung von Olsaaten ist durch die Mobilisierung der in den Lipidkdrpern
gespeicherten TAGs als Kohlenstoffquelle charakterisiert. Neben dem klassischen
Abbauweg dieser Speicherlipide, der direkt durch die Aktivitit einer TGL initiiert wird,
wurde in einigen Pflanzenarten ein alternativer Abbauweg gefunden, der von einer
spezifischen, am Lipidkorper lokalisierten 13-LOX abhingig ist. In Gurkenkeimlingen
fiihrt die Aktivitit der 13-LOX (CsLbLOX) zur Bildung von veresterten Hydroperoxiden
(13-HPOD) in den Speicherlipiden, welche durch eine hochspezifische TGL hydrolysiert
werden und das Substrat der glyoxysomalen B-Oxidation darstellen. Als Voraussetzung fiir
die Mobilisierung der Speicherlipide scheint zudem ein teilweiser Abbau der
Lipidkoérpermembran notwendig zu sein. So bekommen die lipidmobilisierenden Enzyme
Zugang zu ihren Substraten im Inneren des Lipidkorpers. Diesbeziiglich wurden die
Lipidkérper aus den Keimbldttern der Gurke isoliert und die Lipidkorperproteine,
Enzymaktivitidten sowie die Speicherlipide untersucht. Gleichzeitig mit dem Nachweis von
LOX-Aktivitdt, der zugehorigen transienten Akkumulation des Proteins und der Bildung
von lipidgebundenem 13-HPOD sowie mehrfach oxygenierten TAGs im Lipidkdrper
wihrend der Keimung wurde die Expression der Patatin-dhnlichen PLA, CsPAT und eine
transiente  PLA,-Aktivitit am Lipidkorper beobachtet. Desweiteren konnte CsPAT
intrazelluldr genauso wie die CsLbLOX an der Lipidkérpermembran lokalisiert werden.
Untersuchungen der Membranphospholipide des Lipidkorpers zeigten parallel zu der
detektierten PLA,-Aktivitit eine Abnahme des PC-Gehaltes begleitet von der
Akkumulation des Abbauproduktes LPC wihrend der Keimung. Zusétzlich ergaben in
vitro Analysen von isolierten Lipidkorpern reifer Samen, dass die Bildung von 13-HPOD
durch die rekombinante CsLbLOX erst bei gleichzeitiger Inkubation mit rekombinantem
CsPAT auftrat. Diese Experimente lassen vermuten, dass in vivo die Mobilisierung der
Speicherlipide durch die Aktivitit von CsPAT initiiert wird, welche den partiellen Abbau
der Lipidkoérpermembran und damit die Zugénglichkeit der LOX- bzw. TGL-Substrate

ermoglicht.

Die transgene Expression von CsPAT und der CsLbLOX in Tabaksamen fiihrte nicht zu
einem frithzeitigen Abbau der Speicherlipide oder zu einer eindeutigen Akkumulation von
Lipidhydroperoxiden. Eine Beteiligung an der Wundreaktion der transgenen Proteine in

Tabakbléttern konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.
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Mittels Sequenzierung von Lipidkorperproteinen wurde weder fiir Gurken- noch fiir
Arabidopsis-Keimlinge eine TGL-Sequenz identifiziert, welche als Kandidat fiir den
Abbau der Speicherlipide in Frage kam. Eine ausreichende heterologe Expression der
mutmalBlichen keimungsspezifischen TGL AtTGL1 und AtTGL2 aus A. thaliana in
Insektenzellen und in P. pastoris sowie der Nachweis der TGL-Aktivitit dieser Enzyme
blieb bisher erfolglos, so dass keine Riickschliisse auf ihre physiologische Funktion

gezogen werden konnte.
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7. Anhang

Tab. 7 N. tabacum-Doppeltransformanten A92+A93

Pflanzen- | CsLbLOX- Spaltungsverhaltnis Spaltungsverhaltnis
nummer PCR nach Kanamycinselektion nach Bastaselektion
von T1-Samen von T1-Pflanzen
A92+A93/1 positiv 12,67 10
A92+A93/2 positiv -
A92+A93/5 positiv - 3,3
A92+A93/7 positiv 6,5 -
A92+A93/9 positiv -
A92+A93/10 positiv 9,75
A92+A93/11 positiv 7
A92+A93/12 positiv -
A92+A93/13 positiv 9,5
A92+A93/14 positiv 2,2
A92+A93/15 positiv 20 -
A92+A93/19 positiv 3,64 -
A92+A93/20 positiv 38
A92+A93/21 positiv 40
A92+A93/22 positiv 9,5
A92+A93/23 positiv 13
A92+A93/26 positiv 4,75 4
A92+A93/27 positiv 38
A92+A93/28 positiv 7,8
A92+A93/29 positiv 6,5 6,67
A92+A93/30 positiv 9,5
A92+A93/31 positiv 9,25
A92+A93/32 positiv 10
A92+A93/33 positiv 3,33 -
A92+A93/35 positiv -
A92+A93/40 positiv 40
A92+A93/48 positiv 39
A92+A93/54 positiv -
A92+A93/57 positiv 3,33 -
A92+A93/60 positiv -=
A92+A93/64 positiv 5,6 -
A92+A93/72 positiv 6,33 5
A92+A93/73 positiv 4,75 -
A92+A93/75 positiv -
A92+A93/83 positiv 9,75
A92+A93/86 positiv 3,6 6,67
A92+A93/93 positiv 4 -
A92+A93/94 positiv 4,44 —=

--: keine Aufspaltung nach Selektion, entweder waren alle Samen/Pflanzen einer Linie resistent oder sie

waren alle nicht resistent
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Tab. 8 N. tabacum-Transformanten A93

Pflanzen- Bastaresistenz CsPAT- Spaltungsverhaltnis
nummer TO-Pflanzen PCR nach Bastaselektion
von T1-Pflanzen
A93/1 positiv positiv 2,5
A93/2 negativ
A93/3 negativ
A93/4 positiv positiv 3,6
A93/5 positiv positiv ——
A93/6 positiv positiv 4
A93/7 positiv positiv -
A93/8 negativ
A93/9 positiv positiv 4
A93/10 positiv positiv 10
A93/11 positiv positiv 5
A93/12 negativ
A93/13 positiv positiv 13,3
A93/14 negativ
A93/15 positiv negativ
A93/16 negativ
A93/17 positiv ng 4
A93/18 positiv ng —_—
A93/19 negativ
A93/20 negativ
A93/21 negativ
A93/22 positiv ng 4.4
A93/23 positiv ng 1,8
A93/24 positiv ng 3,6
A93/25 positiv ng 6,7
A93/26 positiv ng 6,7
A93/27 positiv ng -
A93/28 positiv ng 2,7
A93/29 positiv ng -
A93/30 positiv ng 1,2
A93/31 positiv ng 5
A93/32 positiv ng -
A93/33 negativ
A93/34 positiv ng 3,1
A93/35 positiv ng 4.4
A93/36 positiv ng 3,1
A93/37 positiv ng 3,6

ng: nicht getestet

--: keine Aufspaltung nach Selektion, entweder waren alle Samen/Pflanzen einer Linie resistent oder sie
waren alle nicht resistent
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Tab. 9 PCR-Analyse genomischer DNA aus T1-Tabakpflanzen

Pflanzen- CsLbLOX- CsPAT-
nummer PCR PCR

A92+A93/26/10 negativ positiv
A92+A93/26/11 positiv positiv
A92+A93/26/12 positiv positiv
A92+A93/26/13 positiv positiv
A92+A93/26/14 positiv positiv
A92+A93/26/15 positiv positiv
A92+A93/26/16 positiv positiv
A92+A93/26/17 negativ positiv
A92+A93/26/18 negativ positiv

A92+A93/26/19 negativ positiv
A92+A93/26/20 positiv positiv
A92+A93/26/21 negativ negativ
A92+A93/26/22 negativ positiv
A92+A93/26/23 negativ positiv
A92+A93/26/24 positiv positiv
A92+A93/26/25 negativ negativ
A92+A93/26/26 negativ positiv
A92+A93/26/27 negativ positiv
A92+A93/26/28 negativ positiv
A92+A93/26/29 negativ positiv
A92+A93/26/30 positiv positiv
A92+A93/26/31 negativ positiv
A92+A93/26/32 negativ negativ
A92+A93/26/33 negativ positiv
A92+A93/26/34 negativ negativ
A92+A93/26/35 positiv positiv
A92+A93/26/36 negativ positiv
A92+A93/26/37 positiv positiv
A92+A93/26/38 positiv positiv
A92+A93/26/39 positiv positiv
A92+A93/26/40 positiv negativ
A92+A93/26/41 negativ positiv
A92+A93/26/42 positiv positiv
A92+A93/26/43 positiv positiv
A92+A93/26/44 positiv positiv
A92+A93/26/45 positiv positiv
A92+A93/26/46 negativ positiv
A92+A93/26/47 positiv positiv
A92+A93/26/48 negativ negativ
A92+A93/26/49 positiv positiv
A92+A93/26/50 negativ negativ
A92+A93/26/51 positiv positiv
A92+A93/26/52 negativ negativ
A92+A93/26/53 negativ positiv
A92+A93/26/54 negativ positiv
A92+A93/26/55 negativ positiv
A92+A93/26/56 negativ positiv
A92+A93/26/57 negativ positiv
A92+A93/26/58 positiv positiv
A92+A93/26/59 negativ negativ
A92+A93/26/60 negativ negativ
A92+A93/26/61 negativ negativ
A92+A93/26/62 negativ negativ
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Tab. 10 Genotyp der mittels PCR analysierten T1-Tabakpflanzen

CsPAT CsPAT+CsLbLOX CsLbLOX SNN
A92+A93/26/10 A92+A93/26/11 A92+A93/26/40 A92+A93/26/21
A92+A93/26/17 A92+A93/26/12 A92+A93/26/25
A92+A93/26/18 A92+A93/26/13 A92+A93/26/32
A92+A93/26/19 A92+A93/26/14 A92+A93/26/34
A92+A93/26/22 A92+A93/26/15 A92+A93/26/48
A92+A93/26/23 A92+A93/26/16 A92+A93/26/50
A92+A93/26/26 A92+A93/26/20 A92+A93/26/52
A92+A93/26/27 A92+A93/26/24 A92+A93/26/59
A92+A93/26/28 A92+A93/26/30 A92+A93/26/60
A92+A93/26/29 A92+A93/26/35 A92+A93/26/61
A92+A93/26/31 A92+A93/26/37 A92+A93/26/62
A92+A93/26/33 A92+A93/26/38
AQ2+A93/26/36 A92+A93/26/39
A92+A93/26/41 A92+A93/26/42
AQ2+A93/26/46 A92+A93/26/43
A92+A93/26/53 A92+A93/26/44
A92+A93/26/54 A92+A93/26/45
A92+A93/26/55 A92+A93/26/47
A92+A93/26/56 A92+A93/26/49
A92+A93/26/57 A92+A93/26/51

A92+A93/26/58

Die markierten T1-Tabakpflanzen wurden bis zum T2-Samen angezogen und fiir weitere Untersuchungen
verwendet.
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