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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (Linoleat : Sauerstoff-Oxidoreduktasen, EC 1.13.11.12; LOXS)
sind in Eukaryoten ubiquitar verbreitet. Diese zur Familie der Dioxygenasen geho-
renden Enzyme Kkatalysieren die regio- und stereospezifische Umsetzung von
mehrfach ungesattigten Fettsduren zu den entsprechenden Hydroperoxiden
(Brash 1999). Vor 70 Jahren wurde erstmals eine LOX naher beschrieben (Andre
und Hou 1932). Es folgten zahlreiche Arbeiten, so z. B. Uber den Einflu3 dieser
Enzyme auf die Qualitat von Nahrungsmitteln (Eskin et al. 1977). Man begann mit
der Aufklarung der physiologischen Eigenschaften (Galliard und Chan 1980, Hil-
debrand 1989) und entdeckte die Beteiligung von LOXs an der Bildung von Jas-
monsaure (Jasmonsaure-Kaskade) (Vick und Zimmerman 1984). Bald gelang ei-
ne genauere Beschreibung des katalytischen Mechanismus (Gardner 1991). Die
Aufklarung der Struktur des aktiven Zentrums (Boyington 1993) durch Kristallisati-
on von LOX 1 aus Samen der Sojabohne fuhrte schliel3lich zu einem ziemlich ge-
nauen Verstandnis des Mechanismus dieser Klasse von Enzymen (Feussner und
Kihn 2000). LOXs sind nach wie vor Gegenstand intensiver Untersuchungen, da
noch immer nur wenig tUber die physiologischen Funktionen pflanzlicher LOXs be-
kannt ist. Vermutet wird nicht nur eine Beteiligung an Entwicklungsprozessen wie
Keimung (Feussner et al. 2001) oder Seneszenz von Bluten und Bléattern und eine
damit verbundene Bildung von Blattaldehyden und Blattalkoholen, sondern vor
allem an der pflanzlichen Stressantwort. Neben Divinylethern und anderen Oxyli-
pinen stehen hier das Pflanzenhormon Jasmonsaure und seine Vorstufe, die
(9S,13S)-12-Oxophytodienonséure (cis-(+)-OPDA), im Vordergrund (Feussner
und Wasternack 2002).

Im Gegensatz zu den pflanzlichen LOXs wurden die Vertreter aus tierischen Sy-
stemen erst vor 20 Jahren entdeckt (Rapoport et al. 1979). Bei Saugetier-LOXs ist
insbesondere die Umsetzung von Arachidonsaure, einer Polyenfettsdure (PUFA)
der Kettenlange Cyo, gut charakterisiert (Funk 1996). Bei den entstehenden Inter-

mediaten handelt es sich oft um Vorstufen wichtiger regulatorischer Substanzen,
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wie z. B. Leukotriene und Lipoxine, die eine wichtige Rolle bei der Steuerung von

Entzindungsreaktionen spielen (Ford-Hutchinson et al. 1994).

1.2 Enzymreaktion und Einteilung von Lipoxygenasen

LOXs enthalten ein Eisenatom pro Enzymmolekdl, das Gber Histidin-Seitenketten
direkt im Protein koordiniert ist (Siedow 1991). Sie katalysieren die regiospezifi-
sche Umsetzung von mehrfach ungesattigten Fettsauren mit einem (1Z,47)-
Pentadiensystem und molekularem Sauerstoff unter Bildung von (1Z,3E,4S)-
Hydroperoxyfettsauren (Gardner 1991). Es entsteht dabei stereospezifisch das

Hydroperoxid in der S-Konfiguration (Abb. 1).

LOX HOQO
/:\/:\ _>+ o >S_\/:\

R R' R R’

Abb. 1. Allgemeiner Reaktionsmechanismus von LOXs.

Substrate der pflanzlichen LOXs sind die im gesamten Pflanzenreich ubiquitar
vorkommenden Fettsduren Linolsdure (18:2) und o-Linolensaure (18:3). Nach
dem allgemeinen Reaktionsmechanismus kann die Umsetzung von Linolséure zu
den beiden Hydroperoxidisomeren (9S,10E,122)-9-Hydroperoxy-10,12-
octadecadiensaure (9-HPOD) und (13S,97,11E)-13-Hydroperoxy-9,11-
octadecadiensaure (13-HPOD) fihren (Abb. 2).

OOH

9-HPOD

COOH ,(,
AN T NSNS
LOX
Linols&ure WW:\/\/\/\/COOH
OOH
13-HPOD

Abb. 2. LOX-Reaktion mit Linolsdure als Substrat.
Bei der Umsetzung von Linolsdure durch LOXs kdénnen die zwei mdglichen Reaktionsprodukte 9-
HPOD und 13-HPOD entstehen.

Analog kann die Umsetzung von o-Linolensaure zu den beiden Hydroperoxidiso-
meren (9S,10E,12Z,157)-9-Hydroperoxy-10,12,15-octadecatriensdure (9-HPOT)
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und (13S,9Z,11E,15Z)-13-Hydroperoxy-9,11,15-octadecatriensaure (13-HPOT)
fuhren. Die hierbei zu beobachtende Produktspezifitat dient der Einteilung von
LOXs entsprechend der durch die LOX-Reaktion entstehenden Regioisomeren
der Position 9 bzw. 13 (Gardner 1991). LOXs, die nur 13-HPO(D/T) bilden, wer-
den als 13-LOXs und jene, die nur 9-HPO(D/T) bilden, als 9-LOXs bezeichnet. Da
jedoch die Art der Regiospezifitat der Enzyme von den vorhandenen Reaktions-
bedingungen, wie pH-Wert und Temperatur, abhéngig sein kann (Feussner und
Kiahn 2000), wurde fur pflanzliche LOXs eine neue Einteilung vorgeschlagen. Die-
se erfolgt in zwei Gruppen anhand ihrer Homologien auf Ebene von cDNA-
Sequenzen. Man unterscheidet dabei zwischen Enzymen ohne chloroplastidares
Transitpeptid (LOX1-Typ) und jenen mit chloroplastidarem Transitpeptid (LOX2-
Typ) (Shibata et al. 1994). Nur die Enzyme vom LOX1-Typ weisen dabei aber
untereinander einen erhéhten Grad an Sequenzhomologie auf (Feussner und
Wasternack 2002).

1.3 Metabolismus der LOX-Produkte

Die durch LOXs gebildeten Fettsaurehydroperoxide werden in Pflanzen sehr
schnell durch eine grof3e Anzahl verschiedener Enzymreaktionen weiter metaboli-
siert. Bisher kennt man sieben Enzymfamilien, die in der Lage sind Fettsaurehy-
droperoxide umzusetzen (Abb. 3; Feussner und Wasternack 2002). Die Enzyme
Hydroperoxid-Lyase (HPL), Peroxygenase (POX), LOX, Divinylether-Synthase
(DES) und Allenoxid-Synthase (AOS) sind im Gegensatz zur Hydroperoxid-
Reduktase und Epoxyalkohol-Synthase (EAS) bereits gut charakterisiert. Das am
besten untersuchte Enzym ist die AOS. Es wurde als erstes dieser Enzyme isoliert
und Kkloniert (Song et al. 1993, Song und Brash 1991). AOS gehort zur Familie der
Cytochrom P-450-Enzyme, Unterfamilie CYP74A. Es wurden bis jetzt neun ver-
schiedene AOS-cDNAs aus Pflanzen isoliert. Die meisten kodieren fir 13-A0S,
einige wenige fur 9/13-A0OS und kurzlich wurde aul3erdem eine 9-AOS isoliert
(Feussner und Wasternack 2002). Wahrend 9- und 13-A0OS hochspezifisch fur die
entsprechenden Fettsaurehydroperoxid-lsomere sind, besitzen 9/13-A0S keine
Spezifitat. Die Umsetzung der 13-Hydroperoxide mit AOS und deren Folgereak-
tionen werden haufig auch unter dem Namen ,Jasmonsaure-Kaskade* zusam-

mengefasst (Creelman und Mullet 1997). Die von der AOS zu instabilen Allenoxi-
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den umgesetzten Fettsaurehydroperoxide kdénnen im Fall von (13S)-HPOT alter-
nativ von Allenoxid-Cyclase (AOC) in cis-(+)-OPDA umgewandelt werden oder sie
hydrolysieren spontan zu a- oder y-Ketolen. Die bei der enzymatischen Umset-
zung von (13S)-HPOT entstehende cis-(+)-OPDA ist die essentielle Vorstufe zur
Bildung von Jasmonséure, da sie jene enantiomere Struktur enthalt wie sie in der
natirlich vorkommenden Jasmonsaure auftritt (Wasternack und Hause 2002).
Nach Reduktion der Doppelbindung im Cyclopentanonring und drei f-
Oxidationszyklen entsteht (3R,7S)-Jasmonsaure, die spontan zu (3R,7R)-
Jasmonséaure isomerisiert, wobei das Gleichgewicht von (3R,7S) zu (3R,7R) etwa
9 : 1 betragt (Sembdner und Parthier 1993). Beide Verbindungen sind biologisch
aktiv. Neben der freien Saure sind aul3erdem ihr Methylester, verschiedene Ami-
nosaurekonjugate, Glukoseester und hydroxylierte Derivate in Pflanzen bekannt
(Sembdner und Parthier 1993). Jasmonséaure und Jasmonsauremethylester (JM)
sind pleiotrope Effektoren mit Phytohormon-ahnlichen Aktivitaten. Eine Beteiligung
an der Regulation von Entwicklungsprozessen (Keimung, Seneszenz), Wundre-
aktionen und Pathogenabwehr wird schon seit langem diskutiert und erste funk-
tionale Beweise liegen vor (Sembdner und Parthier 1993, Creelman und Mullet
1997, Wasternack und Parthier 1997, Wasternack und Hause 2002).

HPL katalysiert die Spaltung von Fettsaurehydroperoxiden in Aldehyde und -
Oxofettsauren (Matsui 1998). Das membrangebundene Enzym ist ein Homotrimer
und gehort ebenfalls zur Familie der Cytochrom P-450 enthaltenden Enzyme
(Shibata et al. 1995a, Shibata et al. 1995b). Inzwischen sind 17 HPL-cDNAs iso-
liert worden. Anhand unterschiedlicher Substratspezifitdten konnen HPLs in meh-
rere Unterfamilien gegliedert werden. Wahrend 13-HPLs der Gruppe CYP74B an-
gehoren, bilden 9/13-HPLs eine eigene Unterfamilie CYP74C. Von ihnen wurden
erst kirzlich zwei Vertreter isoliert (Matsui et al. 2000, Tijet et al. 2001). Sie besit-
zen darUber hinaus eine groRere Homologie zu AOSs als zu HPLs. 9-HPLs wur-
den bisher nicht isoliert. Die bei der HPL-Reaktion entstehenden Aldehyde und
davon abgeleitete durch Alkoholdehydrogenase gebildete Alkohole sind flr den
charakteristischen Geruch von Pflanzen und Frichten verantwortlich (Matsui
1998). Aus 13-HPO(D/T) entsteht (92)-12-Ox0-9-dodecaensaure oder Traumatin,
das durch spontane Oxidation in Traumatinsaure umgewandelt wird. Beide Ver-
bindungen werden auch als ,Wundhormone* bezeichnet, da ihnen eine Funktion

bei der Wundheilung verletzter Pflanzen zugeschrieben wird (Zimmerman und
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Caudron 1979). Kirzlich wurde ein weiterer Vertreter der Familie der CYP74 iden-
tifiziert, die Gruppe der DES. Hier sind bisher 9-DESs aus Tomate und Kartoffel
(Itoh und Howe 2001, Stumpe et al. 2001) sowie eine 9/13-DES aus Physcomit-
rella patens bekannt (Feussner und Wasternack 2002). Sie bilden die Unterfamilie
CYP74D.

Ein weiteres gut charakterisiertes Enzym, das ebenfalls LOX-Produkte umzuset-
zen vermag, ist die POX (Blée und Schuber 1990). Diese katalysiert die Oxidation
der Fettsdurehydroperoxide zu Hydroxy-, Epoxy- und B-Hydroxyepoxyfettsauren.
Durch anschlieRende Hydrolyse der Epoxygruppen zu Dihydroxygruppen mittels
Epoxidhydrolase kommt es zur Bildung von Di- und Trihydroxyfettsduren (Blée
1996). Die entstehenden Epoxy- und Hydroxyfettsauren besitzen antimikrobielle
Aktivitat (Blée 1998).

Des Weiteren konkurrieren LOXs selbst um ihre eigenen Produkte. Unter Sauer-
stoffmangel erfolgt die Oxidation der Fettsaurehydroperoxide zu den entspre-
chenden Ketodienen (Kihn et al. 1991). AbschlieRend seien noch die Umsetzun-
gen durch die zwei bisher noch weniger gut charakterisierten Enzyme, die EAS
(Hamberg 1999) und die Hydroperoxid-Reduktase (Feussner et al. 1998b) er-
wahnt.

Uber die Art und Weise des Zusammenspiels all dieser um das Substrat Hydro-
peroxyfettsdure konkurrierenden Enzyme ist bis jetzt noch nichts Genaues be-
kannt. Man nimmt aber an, dass ihre unterschiedliche Kompartimentierung in der
inneren bzw. aufleren Hullmembran der Chloroplasten hier von zentraler Bedeu-
tung sein konnte (Froehlich et al. 2001). DarUber hinaus werden auch die grund-
legenden Regulationsmechanismen des LOX-Reaktionsweges noch nicht ver-
standen. Nur fur wenige Produkte des LOX-Reaktionsweges, die auch als ,Oxyli-
pine* bezeichnet werden, wurden bereits Hinweise auf mégliche Funktionen ge-
funden. Die meisten Informationen hat man gegenwartig Gber die Bildung und

Funktion von Jasmonaten (Wasternack und Hause 2002).
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Abb. 3. Metabolismus von Polyenfettsduren durch LOXs (nach Weichert et al. 2002).

AOS: Allenoxid-Synthase; DES: Divinylether-Synthase; EAS: Epoxyalkohol-Synthase; HPL: Hydro-
peroxidlyase; H(P)O(D/T): Hydro(pero)xylinol(en)saure; KO(D/T): Ketolinol(en)séure, LA: Linolséu-
re; LeA: Linolensaure, LOX: Lipoxygenase; POX: Peroxygenase
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1.4 Lipoxygenasen in Pflanzen

Katalytische Aktivitaten, die auf LOXs zurtickzufihren sind, wurden bisher in mehr
als 60 hoheren Pflanzen (Axelrod 1974, Pinsky et al. 1971), in Pilzen (Hamberg
1986) und in eukaryotischen Algen (Vick und Zimmerman 1989) beschrieben. Da
LOXs in Pflanzen als Multigenfamilie vorkommen, ist eine Unterscheidung sehr
schwierig. Aus Sojabohne wurden bisher bereits 8 verschiedene cDNAs bzw. Ge-
ne isoliert, die fur LOXs kodieren (Shibata 1996). Die enorme Vielzahl an LOX-
Genen in der Kartoffel — bisher wurden 11 Gene isoliert, es werden aber 30-40
LOX-Gene vermutet — dient hier sogar der Unterscheidung von Kartoffelsorten
(Bachem et al. 1996). Aul3erdem kann die Regulation der Expression von LOX-
Genen in einer Zelle von einem entwicklungsspezifischen Programm und/oder
durch abiotischen bzw. biotischen Stress bestimmt werden (Saravitz und Siedow
1995, Saravitz und Siedow 1996). Die Hohe der LOX-Aktivitdt innerhalb einer
Pflanze ist zudem von Organ zu Organ verschieden und ebenfalls abhangig vom
Entwicklungsstadium eines Gewebes. Junge und wachsende Gewebe sind reich
an LOXs (Siedow 1991).

1.4.1 Intrazellulare Lokalisation

Um Hinweise auf die physiologischen Funktionen von LOXs zu erlangen, wurden
viele Versuche unternommen, deren genaue intrazellulare Lokalisation zu identifi-
zieren. Bei LOXs handelt es sich grof3tenteils um lI6sliche, cytoplasmatische En-
zyme (Feussner und Wasternack 2002). LOX-Isoformen wurden jedoch auch in
Mitochondrien (Grossman et al. 1972), Vakuolen (Tranbarger et al. 1991), im Zell-
kern (Feussner et al. 1995a), an Lipidkorpern (Feussner und Kindl 1992), gebun-
den an Mikrosomen- und Plasmamembranen (Droillard et al. 1993, Feussner und
Kindl 1994, Nellen et al. 1995) sowie in Chloroplasten (Bell et al. 1995, Blée und
Joyard 1996, Feussner et al. 1995a) gefunden. Aus Chloroplasten von Tomate
wurde eine an die Thylakoidmembran gebundene LOX gereinigt (Bowsher et al.
1992), hingegen konnte in Chloroplasten von Spinatblattern LOX-Aktivitat in der
Hullenfraktion nachgewiesen werden (Blée und Joyard 1996). LOXs sind dem-
nach in Chloroplasten verschiedener Pflanzenarten nicht nur in unterschiedlichen
Kompartimenten, sondern zudem sowohl in Iéslicher als auch in membrangebun-

dener Form zu finden. Gerade wegen dieser weiten Verbreitung von LOX-
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Isoformen innerhalb einer Zelle ist es so schwierig, eine allgemeine Aussage Uber
maogliche Funktionen von LOXs zu machen.

Im Gegensatz hierzu ist die intrazellulare Lokalisation von Enzymen, die der LOX-
Reaktion nachfolgen, bisher vergleichsweise einfach. So sind die Enzyme AOS
und HPL der CYP74-Familie und die AOC in den Chloroplasten und hier zum Teil
in oder an den Hullmembranen lokalisiert (Blée und Joyard 1996, Froehlich et al.
2001, Ziegler et al. 2000). In wie weit hierbei HPL und AOC in der &uf3eren Hull-
membran und AOS immer in der inneren Hillmembran lokalisiert sind, wie es
kdrzlich fir Tomate beschrieben wurde (Froehlich et al. 2001), muss eine Analyse

in anderen Pflanzen aber erst noch zeigen.

1.4.2 Mogliche physiologische Funktionen pflanzlicher Lipoxygenasen

LOXs katalysieren in der Hauptsache die Umsetzung von PUFAS zu den entspre-
chenden Hydroperoxidderivaten. Zwei Entwicklungsstadien, die sich durch einen
erhohten Katabolismus von PUFAs auszeichnen, sind die Keimung und die Se-
neszenz (Gerhardt 1993, Thomas 1986).

1. Keimung:

Die Regulation der Genexpression und Enzymaktivitat von LOXs in Keimlingen
wurde bereits in vielen verschiedenen Pflanzen untersucht (Ubersicht siehe
Rosahl 1996). So konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche LOX-Isoformen
wahrend der Keimung aktiviert oder aber LOXs de novo synthetisiert werden
(Feussner und Kindl 1994, Kato et al. 1992).

Im gesamten Pflanzenreich stellen Triacylglycerine (TAGS) die Speicherform fir
Fette und Ole dar. In Samen werden TAGs in kleinen, subzellularen Tropfchen
gespeichert, die als Lipidkorper, Oleosomen oder auch Olkérper bezeichnet wer-
den (Huang 1996). Lipidkdrper besitzen Durchmesser zwischen 0,5 und 2,5 pm,
eine Membran aus einer einzelnen Phospholipidschicht und eine verhéltnismalig
einfache Proteinausstattung. Wahrend der Samenreifung werden vor allem die fir
dieses Entwicklungsstadium charakteristischen Strukturproteine, das Oleosin so-
wie das Caloleosin, gebildet (Murphy 2001).

Bislang gibt es keinen gesicherten Hinweis auf eine bestimmte physiologische
Funktion von LOXs wahrend der Keimung, aber es existieren mehrere Hypothe-

sen dazu. So wird eine Mitwirkung von LOXs am Abbau von Zellmembranen ver-
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mutet, der dem Transport von Speicherstoffen zum Embryo dienen kdnnte
(Hildebrand 1989). Diskutiert wird auch eine Beteiligung von LOXs an der Mobili-
sierung von Speicherfetten wahrend der Keimung. So wurde in Lipidkdrpern von
Gurken-, Anis-, Sonnenblumen-, Lein- und Sojakeimlingen das transiente Vor-
kommen einer spezifischen, membranstéandigen LOX in diesem Entwicklungssta-
dium nachgewiesen (Feussner et al. 2001). Im Vergleich zu anderen Lipidkorper-
proteinen wies diese LOX eine enorm hohe Syntheserate in diesem Stadium auf
(Héhne et al. 1996). AulRerdem besald sie ein ungewohnlich alkalisches pH-
Optimum (Feussner und Kindl 1994) und zeigte eine Steigerung der Enzymaktivi-
tat als auch eine Veranderung der Regiospezifitdat nach Bindung an die Membran
des Lipidkérpers (Feussner und Kilhn 1995). Bis vor etwa 15 Jahren wurde davon
ausgegangen, dass ausschlie3lich freie PUFAs die natlrlichen Substrate pflanzli-
cher LOXs sind. Dann zeigte sich jedoch, dass auch veresterte PUFASs in vitro
Substrate fir LOXs darstellen kdnnen (Brash et al. 1987, Maccarrone et al. 1994).
Schlief3lich konnte gezeigt werden, dass die an eine Membran gebundenen Lipid-
korper-LOXs in der Lage sind, veresterte Linol(en)sdure direkt umzusetzen
(Feussner et al. 1997a, Feussner et al. 1995b). Auf diesen Befunden basierend
wurde dann ein neuer Abbauweg fur mehrfach ungesattigte Fettsauren in Pflan-
zen vorgeschlagen (Feussner et al. 1997b). Dieses Konzept beruht darauf, dass
die fur TAG spezifischen LOXs der Lipidkdrper zunachst die im Speicherlipid ent-
haltenen Fettsaurereste oxidieren mussen, bevor diese durch fur oxidierte Fett-
sauren spezifische TAG-Lipasen mobilisiert werden kdnnen. Demnach wirden
LOX-Produkte das eigentliche endogene Substrat fur die sich anschlie3ende B-

Oxidation darstellen.

2. Seneszenz:

Die Seneszenz stellt das abschlielende Entwicklungsstadium eines Organs oder
Organismus dar. Vom Verlauf der Seneszenz bei Pflanzen hat man bisher nur
ungenaue Vorstellungen (Nooden et al. 1997, Quirino et al. 2000, Smart 1994).
Charakteristische Seneszenzmerkmale sind der Abbau des Chlorophylls sowie
eines grol3en Teils zellularer Proteine und der RNA. Ein weiteres Merkmal ist der
Verlust der Membranintegritat (Thompson et al. 1998). In Analogie zum tierischen
System, in dem 15-LOXs am Membranabbau beteiligt zu sein scheinen (Schewe

und Kiohn 1991), wird auch fur pflanzliche LOXs eine solche Rolle bei Seneszenz-
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prozessen vermutet (Feussner und Wasternack 1998). Uber die Mechanismen
des Lipidabbaues wahrend dieses pflanzlichen Entwicklungsstadiums und seine
Auslésung gibt es bisher aber nur Hypothesen. So geht man bei Tieren von einer
durch Kalziumionen aktivierbaren Phospholipase A, aus, die Fettsduren aus der
Membran freisetzt und zur Akkumulation von freier Linol- und a-Linolenséaure fuh-
ren konnte. Entsprechende pflanzliche Homologe wirden dann Substrate fur chlo-
roplastidare LOXs darstellen. Kirzlich wurde tatsachlich eine entsprechende Se-
neszenz-induzierte Lipase isoliert (Hong et al. 2000). In der weiteren Umsetzung
des LOX-Substrates a-Linolensdure zu Jasmonsaure konnte eine Ursache der
Seneszenz liegen, weil eine Jasmonsaurebehandlung Seneszenz-ahnliche Pro-
zesse fordert (Parthier 1991, Thompson et al. 1998). Andererseits kénnte durch
die Freisetzung von PUFAs analog zur Keimung, deren Abbau in den Gerontoso-
men eingeleitet werden (Landolt und Matile 1990, Vicentini und Matile 1993,
Wanner et al. 1991). Erganzend wurde ein anderes Modell aufgestellt (Paliyath
und Droillard 1992). Der Metabolismus von Phospholipiden kdnnte hierbei Uber
eine durch Ethylen aktivierbare Phospholipase D ausgeltst werden. Durch eine
Phosphatase konnte das entstehende Phosphatidat zum Diacylglycerol umgesetzt
und dieses anschlielend durch eine Lipase gespalten werden. Fiur Galaktolipide
wurde ein analoger Abbauweg vorgeschlagen (Wanner et al. 1991). So soll auch
ihr Katabolismus Uber Diacylglyceride erfolgen. Bei allen diesen Modellen ware

eine Beteiligung von LOXs am Abbau von Linol(en)séaure denkbar.

3. Weitere mogliche physiologische Funktionen:

LOXs katalysieren die Bildung von Hydroperoxidderivaten mehrfach ungesattigter
Fettsauren. Deren weitere Umsetzung fuhrt zu Metaboliten mit unterschiedlichen
biologischen Aktivitaten, die in Entwicklungsprozessen, bei der Antwort auf Ver-
wundung, bei Pathogenbefall der Pflanzen sowie bei der Synthese von Signal-
molekilen eine Rolle zu spielen scheinen.

Pflanzen "antworten™ auf Verwundung mit Verstarkung von Zellwanden, Induktion
der Expression spezifischer Gene, deren Produkte zu einer Abwehrreaktion bei-
tragen, Synthese antimikrobieller Substanzen und Einleitung von Wundheilungs-
prozessen. Auch viele Produkte des LOX-Stoffwechsels entstehen als Antwort auf
Verwundung und tragen zur Abwehr bei. Die am umfangreichsten untersuchte und

als Signal der Abwehr von biotischem und abiotischem Stress bekannte Verbin-
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dung ist die Jasmonséaure. Diese l6st die Induktion einer Reihe von Genprodukten
aus, die fur zahlreiche Abwehrreaktionen von Bedeutung sind (Wasternack und
Hause 2002). Auf Pathogenbefall reagieren Pflanzen mit der Aktivierung von spe-
zifischen Abwehrgenen, Synthese antimikrobieller Stoffe, wie Phytoalexine, und in
einigen Fallen mit lokalem Zelltod oder Ausbildung von Resistenzen. Viele dieser
Prozesse sind durch Jasmonséaure induzierbar. Auch wurde eine Beteiligung von
LOXs und deren Metabolite diskutiert (Slusarenko 1996, Slusarenko et al. 1993).
So lasst das gro3e Vorkommen von LOX-Protein in der Epidermis der Keimblatter
von Arabidopsis thaliana vermuten, dass LOX-Produkte die Keimlinge vor Patho-
genbefall schiitzen oder alternativ Wachstum und Entwicklung der Epidermis re-
gulieren (Melan et al. 1994).

Nicht nur die Wirkung dieser Produkte, sondern auch der Anstieg von LOXs auf
Transkript- und Proteinebene deutet auf eine Beteiligung von LOXs an diesen
Prozessen hin. Bisher ist es aber nur in wenigen Fallen gelungen, konkrete Funk-

tionen fur LOXs zu formulieren. Weitere Untersuchungen sind deshalb notwendig.

1.4.3 Lipoxygenasen aus Gerste

Zum ersten Mal wurde 1950 von einer LOX aus Gerste berichtet (Kolesnikov
1950). Spater konnte in ungekeimten Samen der Gerste eine LOX, nachfolgend
mit LOX-1 bezeichnet, nachgewiesen werden, die aus Linolsaure bevorzugt das 9-
HPOD (> 90 %) bildet (Yabuuchi 1976). In Keimlingen wurde eine zusatzliche LOX
(LOX-2) detektiert, die im Gegensatz zu LOX-1 bevorzugt 13-HPOD bildet
(Yabuuchi 1976). Schliel3lich gelang eine vollstandige Reinigung und Charakteri-
sierung beider LOX-Isoenzyme aus gekeimten Gerstenkérnern (Doderer et al.
1992). Es folgten die Isolierung der entsprechenden cDNAs sowie detaillierte Ex-
pressionsstudien wahrend der Keimung (Holtman et al. 1996). Der auffélligste
Unterschied zwischen beiden Isoenzymen bestand in deren zeitlich versetzter Ex-
pression der sie kodierenden Gene in ruhenden Samen und frihen Stadien der
Samenkeimung. Es konnte gezeigt werden, dass fur die LOX-Aktivitat in ruhenden
Samen nur LOX-1 verantwortlich war. Erst am zweiten Tag der Keimung erfolgte
ein drastischer Anstieg der LOX-2-Aktivitdt. Von diesem Zeitpunkt an zeigten bei-
de LOX-Formen &hnliche Aktivitdten und Proteinmengen. Dariiber hinaus war

LOX-2 in der Lage, auch veresterte Lipide umzusetzen (Holtman et al. 1997).



Einleitung 12

Neben Samen wurden auch Blatter der Gerste auf LOX-Formen untersucht. In 6
Tage alten Gerstenblattern konnte eine chloroplastidare LOX mit einem Moleku-
largewicht von 100 kDa (LOX-100) nachgewiesen werden (Feussner et al. 1995a).
AulRerdem wurde festgestellt, dass durch Behandlung von Gerstenblattsegmenten
mit Sorbit, Salicylsaure (SA) oder JM eine Induktion spezifischer LOXs erfolgt
(Feussner et al. 1995a, Weichert et al. 1999). Eine Erhéhung der spezifischen
LOX-Aktivitat wurde jedoch nur nach Behandlung mit JM registriert (Feussner et
al. 1995c). Die Behandlung von Gerstenblattsegmenten mit JM hatte zudem einen
drastischen Anstieg der Proteinmenge der bereits vor JM-Behandlung nachweis-
baren LOX-100 und das Auftreten von zwei neuen LOX-Formen von 98 kDa
(LOX-98) und 92 kDa (LOX-92) zur Folge, wobei die Starke der Induktion von der
Behandlungsdauer mit JM abh&angig war.

Die intrazellulare Lokalisation dieser LOXs innerhalb des Gerstenblattes wurde
mittels Immunfluoreszenz- und Western-Blot-Analyse untersucht. So wurde im
immuncytologischen Bild keine der LOX-Formen aul3erhalb der Chloroplasten
nachgewiesen (Feussner et al. 1995a). Aussagen zur Lokalisation der einzelnen
LOX-Formen in den Subkompartimenten der Chloroplasten waren jedoch mit der
benutzten Methodik nicht mdglich, da der verwendete Antikorper alle drei LOX-
Formen gleichermal3en erkannte und zudem LOX-100 gegenuber LOX-92 und
LOX-98 abundant auftrat. In fir 24 h mit Wasser behandelten Gerstenblattseg-
menten wurden durch Immunfluoreszenzfarbung LOXs in den Chloroplasten von
Zellen nahe der Leitbindelscheiden nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden
nach einer Behandlung mit JM tber 24 h in den Chloroplasten aller Chloroplasten-
haltigen Zellen des Blattes LOXs detektiert. Western-Blot-Analysen von Gesamt-
proteinextrakten gereinigter Chloroplasten aus unbehandelten, aus fur 43 h mit
Wasser behandelten und fur 3 h mit JM und nachfolgend fur 40 h mit Wasser be-
handelten (verkirzte JM-Behandlung) Gerstenblattsegmenten bestétigten die Er-
gebnisse der Immunfluoreszenz-Analyse. In Chloroplasten von mit Wasser be-
handelten Blattern wurde dabei eine LOX-100 detektiert. Diese LOX-Form und
eine weitere LOX-Form, LOX-92, konnten in Chloroplasten verkirzt JM-
behandelter Blatter nachgewiesen werden. Andererseits gelang der Nachweis der
im Rohextrakt von (mindestens) fur 48 h mit JM behandelten Gerstenblattern ent-

haltenen LOX-98 in Chloroplasten nicht. Ebenso konnten mit dieser Methode in
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Chloroplasten der Frischkontrolle keine LOX-Formen detektiert werden (Feussner
et al. 1995a).

Abschliel3end sei noch erwahnt, dass bei Blattern durch exogene Applikation von
JM ahnliche Veranderungen hervorgerufen werden, wie sie bei der nattrlichen
Blattseneszenz auftreten. Speziell im Gerstenblatt der Sorte Salomé sind diese
verbunden mit (1) dem Abbau von Chlorophyll und einer dadurch bedingten Re-
duktion der photosynthetischen Leistung (Parthier 1991), (2) Abbruch der Synthe-
se zahlreicher Proteine einschlie3lich der Ribulosebisphosphat-Carboxylase
(Roloff et al. 1994), (3) Anstieg der zellularen Atmung sowie der Menge und Akti-
vitat von Proteasen und Peroxidasen und (4) Synthese neuer abundant auftreten-
der Proteine, die auch als JIPs (Jasmonat-induzierte Proteine) bezeichnet werden
(Sembdner und Parthier 1993). Durch JM-Behandlung wird jedoch besonders
drastisch die Morphologie der Gerstenchloroplasten verandert. Bereits nach 24 h
JM-Behandlung war die Zahl der Thylakoide stark verringert und die Integritat der
Chloroplastenhiille vermindert. Auf3erdem wurde die Ausbildung fibrillenartiger
Strukturen und die Bildung von Lipidpartikeln beobachtet und die Dichte des

Stromas schien erhéht (Hause et al. 1994).

1.5 Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit sollte zur Beantwortung der Frage nach méglichen physio-
logischen Funktionen pflanzlicher chloroplastidarer LOXs im Modellsystem Gers-
tenblatt beitragen. Fir die Untersuchung physiologischer Funktionen einzelner
LOXs stehen mittlerweile vielfaltige Methoden zur Verfigung. Erste Einblicke in
die Funktion von LOXs konnten vor allem mit Hilfe von transgenen Ansatzen, wie
z. B. bei Kartoffel und Tomate, erhalten werden (vgl. Ubersicht Feussner und Wa-
sternack 2002). Da jedoch im Fall der Gerste die Bearbeitung dieser Fragestel-
lung mit Hilfe eines Transformationsansatzes zum einen durch die nur sehr
schwer durchfihrbare Transformation von Gerste und zum anderen durch das
Vorkommen von LOXs in einer Multigenfamilie aussichtslos erscheint, sollten zur
Analyse einer physiologischen Funktion von LOXs in vitro Experimente herange-
zogen werden.

Dazu sollte ein Testsystem fur rekombinante LOXs etabliert werden, um die bio-

chemischen Eigenschaften der drei rekombinanten chloroplastidaren LOXs aus
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Gerstenblattern analysieren zu kénnen. Die Etablierung sollte hier anhand der gut
untersuchten rekombinanten Lipidkdrper-LOX aus Keimblattern der Gurke und
einer LOX aus Oliven erfolgen, die ebenfalls untersucht und biochemisch charak-
terisiert werden sollte, um anhand ihrer spezifischen biochemischen Eigenschaf-
ten erste Aussagen Uber mégliche physiologische Funktionen von LOXs treffen zu
konnen.

Des weiteren sollte die Analytik fir das endogene Vorkommen von LOX-
Metaboliten anhand von nicht veresterten Hydro(pero)xyfettsauren erstmalig eta-
bliert und jene freien Hydroxyfettsauren im Gerstenblatt nach Behandlung mit
Wasser, JM und Sorbit quantifiziert werden. In diesem Zusammenhang bestand
eine weitere Aufgabe in der Lokalisation von LOXs und ihren Metaboliten inner-

halb der Chloroplasten von Gerstenblattern.
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2 Biochemische Charakterisierung von LOXs

Obwohl LOXs in Pflanzen weit verbreitet sind und man nun schon seit mehr als 60
Jahren diese Enzyme intensiv erforscht, beginnt man die mdglichen physiologi-
schen Funktionen erst flr einzelne LOXs zu verstehen (Feussner und Wasternack
2002). Grund dafur ist die Uberaus schwierige Zuordnung von distinkten physiolo-
gischen Funktionen zu einzelnen LOX-Isoformen, z. B. wegen der fur alle LOXs
charakteristischen, hohen Homologie auf der Ebene ihrer Aminosduresequenz,
ihres Vorkommens als Multigenfamilie (Bachem et al. 1996, Shibata 1996), der
komplexen Regulation der Expression von LOX-Genen (Saravitz und Siedow
1996) sowie der Lokalisation mehrerer LOXs in einer Zelle oder sogar in einem
zellularen Kompartiment (Feussner und Kindl 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb zuséatzlich zur Untersuchung der inter-
und intrazellularen Lokalisation bestimmter LOXs in einem Gewebe ein Test-
system aufgebaut, mit dessen Hilfe die biochemische Charakterisierung von LOXs

umfangreicher als bisher mdglich wurde.

2.1 Etablierung des Testsystems

Generell katalysieren LOXs die Umsetzung von PUFAs zu den entsprechenden
Hydroperoxidderivaten (vgl. 1.1). Vor Beginn der vorliegenden Arbeit waren die
aus dieser Reaktion resultierenden Lipidhydroperoxide und deren Metabolite in
planta nur wenig untersucht (Rosahl 1996). Man nahm im Falle der pflanzlichen
LOXs an, dass ihr natirliches Substrat ausschlie3lich freie PUFAs darstellten
(Andre und Hou 1932). In spateren Studien konnte jedoch durch Umsetzung von
Phospholipiden oder Lipidgemischen aus Membranpraparationen mit LOXs aus
Samen der Sojabohne gezeigt werden, dass auch veresterte PUFAs zunéachst in
vitro Substrate fur LOXs darstellen kénnen (Brash et al. 1987, Maccarrone et al.
1994). Bei Analysen der Triacylglycerinfraktion isolierter Lipidkdrper aus Gurken-
und Sonnenblumenkeimlingen gelang schliel3lich erstmals in planta der Nachweis
von aus der LOX-Reaktion entstandenen Triacylglycerinderivaten, die ein, zwei
oder drei Molekule von 13-HPOD enthielten (Feussner et al. 1997a). Damit waren

zu Beginn dieser Arbeit neben freien PUFAs nun auch eine grof3e Anzahl von ver-
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esterten Lipiden, die PUFAs enthalten, als Substrate fur pflanzliche LOXs in Be-
tracht zu ziehen. Zudem ergab sich daraus aber auch die Moglichkeit, die Sub-
stratspezifitat von pflanzlichen LOXs weitaus umfangreicher als bisher zu analy-
sieren.

Die Etablierung des Testsystems fur LOXs erfolgte deshalb mit Hilfe der rekombi-
nanten LOX aus Lipidkoérpern der Gurke, die fur diese Zwecke durch Expression
in Escherichia coli gewonnen wurde. Es war bekannt, dass das gereinigte Protein
nicht nur die Umsetzung von PUFAs, sondern im Gegensatz zu anderen Vertre-
tern der Enzymfamilie der Linolsdure-13-LOXs (z. B. LOX-1 der Sojabohne) auch
die vollstandige Umsetzung von Trilinolein in das Trihydroperoxidderivat kataly-
sierte (Feussner et al. 1997a). Im Rahmen dieser Arbeit wurden hierzu zunachst
die biochemischen Charakteristika des rekombinanten Enzyms gegenuber Trigly-
ceriden eingehend untersucht (vgl. 6.1), um dann die in der Arbeitsgruppe eta-
blierte HPLC-Trennung fur oxidierte Triglyceridmolekile (Feussner et al. 1997a)
zur Unterscheidung von LOX-Formen zu nutzen. So wurde erwartet, dass es ei-
nerseits LOX-Formen gibt, die diese Molekiile vollstandig umzusetzen vermdgen
und andererseits solche LOX-Formen existieren, die nur freie PUFAs metabolisie-
ren konnen. Hier zeigte sich jedoch bei dem Vergleich der Lipidkdrper-LOX der
Gurke mit LOX-1 aus Sojasamen, dass die Unterschiede nicht eindeutig sind.
Wahrend das erste Enzym in der Lage war alle Fettsaurereste von Trilinolein voll-
standig zu oxidieren, vermochte das zweite Enzym dies nur unvollstandig. Wie
sich in den nachfolgend beschriebenen Arbeiten weiter zeigte, gibt es demgegen-
Uber aber LOX-Isoformen, die eindeutig keine veresterten PUFAs akzeptieren, wie
jene LOX des Endosperms der Olive (vgl. 6.2) oder die chloroplastidaren 13-LOXs
der Gerste (vgl. 6.5).

Diese hochspezifische Eigenschaft bestimmter LOXs komplexe Substrate wie Tri-
linolein zu oxidieren, gibt Hinweise auf spezifische physiologische Funktionen be-
stimmter 13-LOXs. AulRerdem stellte dieser Befund eine weitere wichtige Unter-
scheidungsmadglichkeit innerhalb der sehr umfangreichen Familie der 13-LOXs
dar. Es ware mdoglich, dass eine Gruppe von 13-LOXs existiert, die hauptsachlich
an der Oxidation freier PUFAs beteiligt ist, die anschlielend nicht nur in der B-
Oxidation abgebaut werden, sondern in erster Linie der Biosynthese der enormen
Vielfalt an Metaboliten des LOX-Reaktionsweges dienen. Eine andere Gruppe

wiederum konnten die 13-LOXs darstellen, die in der Lage sind veresterte PUFAs
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zu oxidieren und somit fur Verdnderungen in der Membranstruktur verantwortlich

oder am Abbau von Speicherlipiden beteiligt sind.

2.2 Biochemische Charakterisierung von LOXs aus Oliven

Eines der wohl am langsten bekannten Pflanzendle ist das Olivendl. Es zeichnet
sich vor allem dadurch aus, dass es ohne vorherige Reinigung direkt konsumiert
werden kann. Olivendl ist jedoch mit einem bedeutenden Qualitatsproblem be-
haftet. Es wird durch die Oxidation von PUFAs ranzig. Hierfir werden unter ande-
rem Fettsaurehydroperoxide und deren Abbauprodukte verantwortlich gemacht
(Salas et al. 2000). Insbesondere die weitere Umsetzung der Fettsaurehydroper-
oxide zu Verbindungen, wie z. B. Hexanal und (32)-Hexenal, kann zudem einen
unangenehmen Geruch und Geschmack verursachen (Boskou 1996, Olias et al.
1993). Wahrend die Autoxidation von PUFAs schon seit langem eingehend unter-
sucht wurde (Frankel et al. 1977a, Frankel et al. 1977b, Frankel et al. 1977c,
Frankel et al. 1982, Frankel et al. 1990), ist Uber die enzymatischen Oxidations-
prozesse nur wenig bekannt. Neben der Autoxidation wurde die Beteiligung einer
oder mehrerer LOX(s) und von Enzymen des LOX-Reaktionsweges, wie z. B.
HPL, vorgeschlagen (Boskou 1996). Kurzlich wurde dann in kalt gepresstem Oli-
vendl eine LOX detektiert (Georgalaki et al. 1998b).

Die biochemische Charakterisierung dieser LOX aus Olivenol und Olkérpern des
Endosperms von Oliven wurde im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt (vgl. 6.2).
HPLC- und 1H-NMR-Analysen zeigten, dass Olivendl ca. 1,6 % nicht an Glycerin
gebundenes 13-HPOD enthalt, das aufgrund der Aktivitat einer 13-LOX aus freier
Linolsdure gebildet wurde (vgl. 6.2). Das pH-Optimum dieser 13-LOX konnte mit-
tels LOX-Aktivitatsmessungen mit pH 5,5 bis 6,0 bestimmt werden (vgl. 6.2). Bei
der Untersuchung der Substratspezifitat mit dem oben etablierten Testsystem
wurde eine eindeutige Praferenz des Enzyms fir freie PUFAs beobachtet (vgl.
6.2). Dieses Ergebnis deckt sich mit der Erkenntnis, dass freie PUFAs die bevor-
zugten Substrate der meisten I6slichen pflanzlichen LOXs unter physiologischen
Bedingungen sind (Feussner und Wasternack 2002).

Eine mogliche Erklarung fur das Auftreten von LOX-Aktivitat im Olivendl konnte

durch die Untersuchung des Endosperms von Oliven auf LOX-Formen gefunden
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werden. Die chromatographische Auftrennung von Proteinextrakten dieses Gewe-
bes zeigte, dass LOX-Aktivitat beinahe ausschlie3lich mit einer hochmolekularen
Fraktion assoziiert ist (vgl. 6.2). Lichtmikroskopische Analysen dieser Fraktion in
Kombination mit der Bestimmung des Phosphat-, Lipid- und Proteingehalts, deu-
teten auf eine Assoziation der LOX-Aktivitat mit der Membran von Olkérpern hin
(vgl. 6.2). Die biochemische Charakterisierung dieser LOX-Aktivitat ergab ein pH-
Optimum von 6,0 und Aktivitaitsmessungen bei verschiedenen Temperaturen
zeigten eine Uberraschend hohe Stabilitat der enzymatischen Aktivitat bis zu einer
Temperatur von 55 °C. Nach Bestimmung der Produkt- und Substratspezifitat
konnte auch diese LOX-Aktivitat, analog zu der aus Olivendl, als eine 13-LOX mit
Praferenz fur freie Fettsauren identifiziert werden (vgl. 6.2).

Aufgrund der erhaltenen Resultate liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei der
Olkorper-13-LOX des Endosperms von Oliven und der 13-LOX aus Olivendl um
ein und dasselbe Enzym handelt, dessen katalytische Aktivitat bei der Herstellung
von kalt gepresstem Olivendl zumindest teilweise erhalten bleibt.

Im Vergleich zur Lipidkorper-LOX der Gurke weist die hier untersuchte Olkorper-
13-LOX aus Oliven deutliche Unterschiede beziglich der biochemischen Eigen-
schaften auf. Vor allem aber spricht die Praferenz der Olkérper-LOX fir freie Li-
nolsaure daftir, dass sie im Gegensatz zur Lipidkérper-LOX der Gurke nicht am
Katabolismus der Reservelipide wahrend der Samenkeimung beteiligt ist und man

hier auf eine bisher noch nicht bekannte physiologische Funktion schlie3en muss.

2.3 Biochemische Charakterisierung von LOXs aus Gerste

Gerstenblatter zeigen nach Behandlung mit Jasmonséaure oder JM einen der na-
turlichen Blattseneszenz &ahnlichen Phanotyp (Wasternack und Parthier 1997).
Neben dem Vergilben der Blatter kommt es dabei zum Abbau chloroplastidérer
Membranen und der Induktion von Proteinen, die auch als Jasmonat-induzierte
Proteine bezeichnet werden (Weidhase et al. 1987). Mindestens drei dieser Pro-
teine konnten als LOXs identifiziert und anhand ihrer Molekulargewichte von 92,
98 und 100 kDa (LOX-92, LOX-98 , LOX-100) unterschieden werden (Feussner et
al. 1995a). Die biochemische Charakterisierung ergab, dass es sich bei allen un-

tersuchten LOX-Formen um 13-LOXs mit einem sauren pH-Optimum zwischen pH
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5 und 6,5 handelt (vgl. 6.3). Ahnliche Resultate wurden auch fur chloroplastidare
LOXs aus Kartoffel gefunden (Royo et al. 1996).

Eingehende Untersuchungen zur Substratspezifitdt von chloroplastidaren LOXs
aus Gerste anhand des oben etablierten Testsystems zeigten auch hier eine
Praferenz fur freie PUFAs (vgl. 6.5). Dieses Ergebnis bestétigt einmal mehr die
Tatsache, dass freie PUFAs die bevorzugten Substrate der meisten I6slichen
pflanzlichen LOXs sind (Feussner und Wasternack 2002). Untersuchungen zur
Blattseneszenz haben gezeigt, dass dieser Prozess unter anderem mit einem
massiven Abbau der Galaktolipide einhergeht (Gut und Matile 1989). Da diese
vorwiegend a-Linolenséure als Fettsdurereste enthalten, konnte die beobachtete
Praferenz der im seneszenten Gerstenblatt induzierten und hier untersuchten
chloroplastidaren 13-LOXs fir freie a-Linolensdure ein Hinweis auf deren Beteili-
gung am Lipidkatabolismus wahrend der Blattseneszenz sein. Die Vermutung,
dass ahnlich wie beim Abbau der Speicherlipide in Gurkenkeimlingen (Feussner
et al. 1997a) die 13-LOXs der Gerste in der Lage sind, Membranlipide direkt zu
oxidieren, erscheint aufgrund der hier erhaltenen Resultate eher unwahrschein-
lich. In diesem Fall muss wohl vielmehr davon ausgegangen werden, dass die
freien PUFAs durch eine bisher noch nicht charakterisierte Lipase fur die LOX-
Reaktion bereitgestellt werden, wie dies in einem alternativen Modell vorgeschla-

gen wurde (Feussner und Wasternack 1998).
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3 Endogenes Vorkommen von LOX-Metaboliten

Durch die biochemische Analyse des gereinigten- bzw. des rekombinanten En-
zyms konnen Hinweise auf seine Aktivitdt in vitro gewonnen werden. Jedoch
durch die Analyse des endogenen Vorkommens seiner Metaboliten im gesamten
Gewebe und/oder im isolierten Organell lasst sich die enzymatische Aktivitat von
Enzymen schlief3lich auch in vivo zurlickverfolgen. Daher sollte mit Beginn dieser
Arbeit parallel zur biochemischen Analyse der isolierten Proteine eine verglei-
chende Kartierung von Metaboliten des LOX-Reaktionsweges unter verschiede-
nen physiologischen Bedingungen begonnen werden. Dies sollte insbesondere im
Fall der chloroplastidaren 13-LOXs eine weitere zentrale Mdglichkeit darstellen,
mehrere und zudem am gleichen Ort lokalisierte LOXs mit sehr ahnlichen bio-
chemischen Eigenschaften zu unterscheiden. Um weitere Hinweise auf mdgliche
physiologische Funktionen chloroplastidarer LOXs der Gerste zu erhalten, wurde
eine unterschiedliche Behandlung der Gerstenblatter (vgl. 6.3 und 6.4) durchge-
fuhrt, was auf Ebene der Proteine ein differenziertes Muster von LOXs zur Folge
hat. So sind der zeitliche Verlauf, die Intensitat sowie das Isoformenmuster tber
den Induktionszeitraum chloroplastidarer LOXs bei der Behandlung von Gersten-
blattsegmenten mit JM, Sorbit oder SA verschieden. Wahrend die exogene Appli-
kation von JM eine drastische Induktion von LOX-100, LOX-98 und LOX-92 zur
Folge hat (Feussner et al. 1995a), fuhrt ein Anstieg des endogenen Jasmonatge-
halts durch osmotischen Stress mit Sorbit nicht zu einer nachweisbaren Induktion

dieser LOX-Formen auf Ebene der Proteine (Voros et al. 1998).

3.1 Oxylipine in Sorbit-behandelten Gerstenblattsegmenten

Die Behandlung von Gerstenblattsegmenten mit Sorbit fuhrt zu einem seneszenz-
ahnlichen Phanotyp, ahnlich dem nach JM-Behandlung sowie einem transienten
Anstieg des endogenen Gehalts an Jasmonsaure (Lehmann et al. 1995), Jas-
monsaure-Aminosaure-Konjugaten (Kramell et al. 1995) und Cig-Verbindungen,
wie z. B. cis-(+)-OPDA, die auch als "Oktadekanoide" bezeichnet werden (Kramell
et al. 2000). Dieser erhohte Gehalt an Jasmonaten deutet darauf hin, dass eine
Behandlung mit Sorbit unter anderem zur Aktivierung von Enzymen der "Jasmon-

saure-Kaskade" zu fuhren scheint. In einer vorangegangenen Arbeit konnte unter
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diesen Bedingungen bereits in vitro die Aktivitdt einer vermutlich konstitutiv vor-
handenen LOX nachgewiesen werden (Feussner et al. 1995c). Im Rahmen der
hier vorliegenden Arbeit wurde dieser Befund in vivo weiterverfolgt und es sollte
aulBerdem festgestellt werden, ob auch andere Enzymaktivititen des LOX-
Reaktionsweges nachweisbar sind. Hierzu erfolgte in Extrakten aus Sorbit-
behandelten Gerstenblattsegmenten die quantitative Messung reprasentativer
Metabolite mittels HPLC (vgl. 6.4). Zusatzlich zu der bereits erwdhnten Jasmon-
saure konnten (2E)-Hexenal (Metabolit des HPL-Reaktionsweges) und 13-HOT
(Metabolit des Reduktase-Reaktionsweges) als weitere reprasentative Produkte
erstmalig nachgewiesen werden. Der Gehalt an (2E)-Hexenal war dabei am hoch-
sten, der an 13-HOT am geringsten (vgl. 6.4). Diese Ergebnisse belegen, dass in
Sorbit-behandelten Gerstenblattsegmenten die drei Wege, die durch AOS, HPL
bzw. Reduktase katalysiert werden, aktiv sind. Hingegen ganz andere Resultate
ergaben die Untersuchungen nach JM- bzw. SA-Behandlung. In beiden Féllen
scheint jeweils nur ein einzelner, von der Art der Behandlung abhéngiger und so-
mit ganz spezifischer Reaktionsweg aktiv zu sein. So wurden in mit JM behandel-
ten Gerstenblattsegmenten hauptséchlich Metabolite des HPL-Reaktionsweges
(s. 3.2), in SA-behandelten nur Metabolite des Reduktase-Reaktionsweges (Wei-
chert et al. 1999) nachgewiesen. Da, wie bereits zu Beginn erwédhnt, die unter-
schiedlichen Behandlungsarten auf Ebene der Proteine zu einem differenzierten
Muster der LOX-Formen flhren, kdnnte man eine Interaktion spezifischer LOX-
Formen mit diesen spezifischen Reaktionsabfolgen annehmen.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass der relative Gehalt verschiedener
Oktadekanoide und Jasmonate von Pflanzenspezies zu Pflanzenspezies variiert.
Seither wird angenommen, dass durch die bevorzugte Akkumulation ausgewahlter
Oktadekanoide oder davon abgeleiteter Verbindungen in einer Pflanze ein fir jede
Pflanze ganz spezifisches Muster entsteht, das man als ,Oxylipin Signatur® be-
zeichnet und ein spezifisches Signal bei der entsprechenden Stressantwort sein
konnte (Weber 2002). Ganz analog dazu kdnnten neben Metaboliten der "Jasmo-
nat-Kaskade" auch jene des Reduktase- und des HPL-Zweigs des LOX-
Reaktionsweges aufgrund der unterschiedlichen Akkumulation von 13-HOT bzw.
(2E)-Hexenal nach SA bzw. JM-Behandlung eine gewisse Signalwirkung besitzen.
Hierfur spricht die Expression von PR1b unter Bedingungen, die zur Akkumulation
von 13-HOT fuhren, wie z. B. nach SA-Behandlung (Weichert et al. 1999). Inwie-
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weit in diesem Zusammenhang die verhaltnismalRig unspezifische Akkumulation
von Oxylipinen bei Sorbit-Behandlung eine physiologische Funktion besitzt, lasst

sich im Moment aber anhand der vorliegenden Daten nicht abschatzen.

3.2 Oxylipine in JM-behandelten Gerstenblattsegmenten

Wahrend es fir die Induktion von LOXs durch den endogenen Anstieg von Jas-
monaten in Gerstenblattern bis jetzt keine Belege zu geben scheint, ist die Induk-
tion von LOXs durch exogene Applikation von JM bereits mehrfach dokumentiert
worden (Feussner et al. 1995a, Feussner et al. 1995c, Kohlmann et al. 1999,
Voros et al. 1998). GemalR der Fragestellung nach mdglichen physiologischen
Funktionen von JM-induzierten LOXs, erfolgte neben der biochemischen Charak-
terisierung (s. 2.3 und vgl. 6.3) auch deren Analyse im Totalextrakt JM-
behandelter Gerstenblattsegmente. Dazu wurde zunachst eine Kartierung von
Metaboliten des LOX-Reaktionsweges in diesem System vorgenommen (vgl. 6.3
und 6.5).

In grinen Blattern findet man vor allem PUFAs als Hauptbestandteile der Lipide,
wobei o-Linolensaure den Hauptteil ausmacht (Gunstone et al. 1994). So fihrt
dann auch eine Behandlung von Gerstenblattsegmenten mit JM bereits nach eini-
gen Stunden zu einer drastischen Erhdhung des Gehalts dieser Fettsauren in ih-
rer freien Form (vgl. 6.5). Uber einen Zeitraum von 72 h wurde eine transiente Ak-
kumulation dieser PUFAs mit jeweils einem Maximum nach 18 h JM-Behandlung
beobachtet. Das dabei gefundene Verhéltnis zwischen o-Linolen- und Linolséure
betrug 10 : 1 und entspricht damit dem natirlichen Vorkommen dieser Fettsduren
im Blattgewebe. Daraus kann man schliel3en, dass die beteiligte Lipase zumindest
zwischen diesen beiden Fettsauren nicht unterscheiden kann.

Linolsaure wie auch o-Linolensaure sind Substrate von LOXs und werden durch
sie zu Hydroperoxyfettsduren umgesetzt. Dabei kdnnen Regioisomere der Positi-
on 9- bzw. 13 gebildet werden (s. Abb. 2). In JM-behandelten Gerstenblattseg-
menten konnte als Hauptmetabolit jeweils das Isomer bei dem der Sauerstoff an
Kohlenstoffatom 13 eingefligt wurde, nachgewiesen werden. Aus Linolsaure bil-
dete sich somit 13-HPOD und aus o-Linolensaure 13-HPOT. Diese Ergebnisse in
vivo bestatigen anschaulich die in vitro Befunde der biochemischen Charakterisie-

rung (s. 2.3), dass es sich bei den untersuchten JM-induzierten chloroplastidaren
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LOXs tatsdchlich ausschlie3lich um Linolsdure-13-LOXs handelt. Ein weiterer
wichtiger Befund war, dass alle nachgewiesenen Lipidhydroperoxide ausschliel3-
lich enzymatisch gebildet wurden, da sie alle als S-Enantiomere vorlagen. Auch
Regioisomere der a-Linolenséure, wie 16- bzw. 12-HPOT, die durch Autoxidation
entstehen wirden und die in 6.4 genau charakterisiert wurden, konnten nicht
nachgewiesen werden. Daraus lafldt sich folgern, dass trotz der unter diesen Be-
dingungen erstmalig endogen beobachteten dramatischen Akkumulation von Fett-
saurehydroperoxiden offensichtlich noch keine sekundaren Oxidationsreaktionen
initiilert werden. Anders stellt sich scheinbar die Situation in natirlich gealterten
Blattern von Baumen und Arabidopsis thaliana dar. In einer auf den Ergebnissen
von 6.4 aufbauenden Arbeit zeigte sich, dass in diesen Geweben fast nur fur au-
toxidative Prozesse typische Oxylipine nachgewiesen wurden (Berger et al. 2001).
Aufgrund des endogenen Vorkommens der durch LOXs gebildeten, hoch toxi-
schen Lipidhydroperoxide in JM-behandelten Gerstenblattsegmenten stellte sich
nun die Frage, wie deren weiterer Katabolismus innerhalb des LOX-Reaktions-
weges erfolgte. Eine wichtige Reaktionssequenz im pflanzlichen Lipidkatabolis-
mus stellt die Umsetzung der Fettsaurehydroperoxide durch HPL und die ihr
nachfolgenden Enzyme dar (Hatanaka et al. 1995). Die Spaltung der Fettsdurehy-
droperoxide von o-Linolen- bzw. Linolsaure fuhrt zu (32)-Alkenalen bzw. zum ge-
sattigten Aldehyd Hexanal und w-Oxofettsdauren (Matsui 1998). Wahrend Uber den
weiteren Metabolismus der o-Oxofettsauren bisher sehr wenig bekannt ist, stellen
die (32)-Alkenale einen weiteren Verzweigungspunkt dar. Durch die Reduktion
mittels Alkoholdehydrogenasen (ADHs) kdnnen einerseits (3Z)-Alkenole entste-
hen, die mit kurzkettigen Karbonsauren fliichtige Ester bilden (Hatanaka et al.
1995). Andererseits konnen aus den (3Z)-Alkenalen durch (32):(2E)-Enoyl-
Isomerasen (2E)-Alkenale entstehen, die dann ebenfalls durch ADHs reduziert
und anschlieRend verestert werden (Noordermeer et al. 1999, Phillips et al. 1979).
Es wird sogar noch eine weitere Reaktion fiur (3Z)-Alkenale vorgeschlagen. So
sollen diese Aldehyde erneut Substrate flir LOXs darstellen kdnnen und die ent-
stehenden (2E)-4-Hydroperoxy-2-aldehyde mittels POX zu (2E)-4-Hydroxy-2-
aldehyden reduziert werden (Gardner und Grove 1998, Gardner und Hamberg
1993). Ob die Bildung von (2E)-4-Hydroxy-2-aldehyden tatséchlich enzymatisch

erfolgt oder doch eher unspezifische, autoxidative Prozesse daflr verantwortlich
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sind, wird aber derzeit noch diskutiert (Gardner und Grove 1998, Noordermeer et
al. 2000, Schneider et al. 2001).

Bei der Untersuchung des Lipidkatabolismus von JM-behandelten Gerstenblatt-
segmenten konnten die fur die HPL-Reaktion typischen Aldehyde in vivo nachge-
wiesen werden, wobei (2E)-Hexenal deutlich dominierte (vgl. 6.3). Es wurde wei-
terhin eine deutliche, wenn auch wesentlich geringere Zunahme an Hydroxyfett-
sauren im Verlauf der JM-Behandlung beobachtet, was auf eine Aktivierung des
Reduktase-Reaktionsweges hinzudeuten scheint. In diesem Zusammenhang sei
bemerkt, dass eine Reduktase bisher noch nicht isoliert und charakterisiert wer-
den konnte. Bisher ist nicht auszuschlie3en, dass die Bildung dieser Hydroxyfett-
sauren unspezifisch auf chemischem Weg, z.B. durch Reduktion mittels
Glutathion (Feussner et al. 1998b), erfolgt. Diese letztere Reaktion kbnnte dann
eine sehr effektive Art eines breiten Schutzmechanismus vor einer zu hohen Kon-
zentration der hoch toxischen Lipidperoxide in der Zelle darstellen. Weder flr den
AOS- noch fir den DES-Reaktionsweg konnten die charakteristischen Metabolite
nachgewiesen werden. Damit scheint unter diesen Bedingungen (2E)-Hexenal
nicht nur der dominierende Metabolit des HPL-Reaktionsweges, sondern in die-
sem Fall sogar des gesamten LOX-Reaktionsweges zu sein (vgl. 6.5).

Das gezielte "An-" und/oder "Abschalten” von Reaktionssequenzen des LOX-
Reaktionsweges unter JM bzw. SA la3t auf einen komplexen Regulationsmecha-
nismus dieses Stoffwechsels schlieen. Inwieweit LOX-Isoformen bzw. LOX-
Produkte selbst daran beteiligt sind, ist derzeit noch unklar. Die hier erhaltenen
Resultate geben jedoch Hinweise auf die spezifische Funktion einer LOX-Isoform.
So kénnte man im JM-behandelten Gerstenblatt auf eine direkte Interaktion einer
bestimmten chloroplastidaren LOX mit einer 13-HPL schlieBen. Es ware denkbar,
dass die dominierende JM-induzierte chloroplastidare LOX aus Gerste (LOX-100)
unter diesen Bedingungen ganz spezifisch fur die Substratbereitstellung fir die

HPL-Reaktion verantwortlich ist.

3.3 Lokalisation von LOX-Metaboliten in Chloroplasten

Untersuchungen zur intrazellularen Lokalisation von LOXs in Blattern der Gerste
zeigten, dass LOXs in diesem Gewebe ausschlie3lich in den Chloroplasten zu

finden sind (Feussner et al. 1995a). Durch eine Analyse des Produktspektrums
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sollte hier die Lokalisation auf Subfraktionen dieses Kompartimentes ausgedehnt
werden (vgl. 6.5). Aus diesem Grund wurde neben der Analyse des endogenen
Vorkommens von LOX-Produkten im Totalextrakt von Gerstenblattsegmenten (s.
3.1 und 3.2) auch deren Analyse in Protoplasten, Chloroplasten und Subfraktio-
nen von Chloroplasten durchgefuhrt (vgl. 6.5). Die dabei beobachtete bevorzugte
Akkumulation von 13-HOT im Stroma der Chloroplastenpréparationen von unbe-
handelten Primarblattern der Gerste bestétigt die bereits im Totalextrakt gefunde-
ne Aktivitat von 13-LOX(s) und legt deren Vorkommen in diesem Subkomparti-
ment nahe. Zudem wurde erneut die bevorzugte Umsetzung von a-Linolenséure,
dem Hauptbestandteil chloroplastidarer Membranen beobachtet. Bei der Analyse
der chloroplastidaren Subfraktionen JM-behandelter Gerstenblattsegmente wurde
13-HOT nicht nur im Stroma, sondern auch in den Thylakoiden gefunden (vgl.
6.5). Neben der Ausbildung eines Seneszenz-dhnlichen Phanotyps und der In-
duktion von mindestens drei chloroplastidaren Linolsdure-13-LOXs (s. 2.3) fuhrt
die Behandlung von Gerstenblattern mit JM zu drastischen morphologischen Ver-
anderungen innerhalb der Chloroplasten (vgl. 6.5; Hause et al. 1994). Besonders
auffallig sind dabei die dramatischen Veranderungen der Ultrastruktur der Thyla-
koide, bei denen nach einer Behandlung von 24 h mit JM eine deutlich vermin-
derte Anzahl intakter Thylakoidstapel und Thylakoidmembranen beobachtet wurde
(vgl. 6.5). Im Fall der Gerste ist die Herkunft der gemessenen Hydroxyfettsduren
noch nicht geklart. Einerseits kdnnte die Zerstbrung der Kompartimentierung
durch den Abbau chloroplastidarer Membranen fur das Auftreten von 13-HOT in
der Fraktion der Thylakoide in diesem System verantwortlich sein. Andererseits
erfolgt die Akkumulation der Hydroxyfettsduren parallel zum Abbau der Galaktoli-
pide im seneszenten Gerstenblatt (Gut und Matile 1989), so dass es auch denk-
bar ware, dass das spezifische Vorkommen der LOX-Isoformen in den Chloropla-
sten der Gerste auf eine spezifische Funktion dieser LOXs beim Abbau der Thyla-
koidmembranen, hier aber auf Ebene der freien Fettsauren, hinweist (Feussner
und Wasternack 1998).
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Abb. 4. Intrazellulare Lokalisation der Reaktionen des LOX-Reaktionsweges (nach Feussner und
Wasternack 2002). AM/IM: AuRere und Innere Membran der Chloroplastenhiille; AOC: Allenoxid-
Cyclase; AOS: Allenoxid-Synthase; HPL: Hydroperoxidlyase; HPO(D/T): Hydroperoxylinol(en)séure;
LA/LeA: Linol-/Linolensaure, LOX: Lipoxygenase; ZMR: Zwischenmembranraum.

Gemald einem Modell zur intrazellularen Lokalisation der Reaktionen des LOX-
Reaktionsweges (s. Abb. 4) wird eine komplexe Kompartimentierung der beteilig-
ten Enzyme vorgeschlagen. Dies ist zur Zeit besonders gut fur eine Vielzahl von
LOXs verschiedener Spezies und die CYP74-Enzyme HPL und AOS bei Tomate
untersucht. So scheinen im Cytosol ubiquitar nur 9-LOXs angetroffen zu werden,
wéahrend man im Chloroplasten bisher nur 13-LOXs gefunden hat. Demzufolge
sollten in Chloroplasten (13S)-Hydroperoxid metabolisierende CYP74s vorwie-
gend in der inneren, (9S)-Hydroperoxid metabolisierende CYP74s dagegen eher
in der &uReren Hille lokalisiert sein. Andererseits fand man bei Tomate eine 13-
AOS in der inneren Hullmembran und eine HPL, ebenfalls mit Spezifitat fur (13S)-
Hydroperoxide, in der &ulReren Hullmembran von Chloroplasten (Froehlich et al.
2001). Weiter wird fur 9-LOXs vorgeschlagen, dass deren Substrat aus dem Pool

der PUFA-CoA-Ester des Cytosols stammen koénnte. Fir chloroplastidare 13-
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LOXs wird hingegen angenommen, dass deren Substrat, d. h. vorwiegend freie o-
Linolensdure, durch eine Phospholipase A; aus den Chloroplastenmembranen
freigesetzt wird (Feussner und Wasternack 2002). Die im Rahmen dieser Arbeit
beobachtete Lokalisation von Metaboliten der 13-LOX-Reaktion auf Ebene der
freien PUFAs in der Stroma- und der Thylakoid-Fraktion von Chloroplasten JM-
behandelter Gerstenblatter und die in diesem System beobachteten Verdnderun-
gen der Ultrastruktur der Thylakoide sowie auch die beobachtete Lokalisation von
Metaboliten der 9-LOX-Reaktion im Cytosol (vgl. 6.5) stehen somit im Einklang mit

diesem Modell.

weiterfihrende Arbeiten:

Die Kompartimentierung des LOX-Reaktionsweges beginnt man erst allméhlich zu
verstehen. AOS wurde mit Ausnahme einer Latex bildenden Pflanze (Pan et al.
1995) in Chloroplasten gefunden (Harms et al. 1995, Maucher et al. 2000, Froeh-
lich et al. 2001). In in vitro Import-Experimenten an Chloroplasten aus Tomate
konnte gezeigt werden, dass AOS in der inneren Hillmembran mit Ausrichtung ins
Stroma lokalisiert, HPL jedoch in der auf3eren Hullmembran mit Orientierung in
den Membranzwischenraum zu finden ist (Froehlich et al. 2001). Um zu klaren, ob
das bestehende Kompartimentierungsmodell (s. Abb. 4) generelle Glultigkeit hat
oder nur einen Spezialfall reprasentiert, missen demnach noch weitere Untersu-
chungen zur Lokalisation und der Substratspezifitat der CYP74s in verschiedenen
Pflanzenspezies durchgefihrt werden. Aufgrund der vorgeschlagenen Komparti-
mierung wird es interessant sein, die Mechanismen des daraus resultierenden
Substrattransfers zu untersuchen.

Auch Uber die Regulation des LOX-Reaktionsweges ist bisher nur wenig bekannt.
Am besten untersucht ist zur Zeit die Jasmonsaure-Biosynthese, fur deren Regu-
lation Faktoren verantwortlich zu sein scheinen wie z. B. die Bereitstellung von
Substrat aufgrund externer Stimuli, gewebespezifische Bildung und Akkumulation
von Jasmonsaure sowie die Umwandlung von Jasmonséaure in JM oder in das
fluichtige Abbauprodukt cis-Jasmon, was zu einer zeitlich und raumlich differen-
zierten Funktion des Jasmonsaure-Signals fuhren kann (vgl. Feussner und
Wasternack 2002). Der HPL-Reaktionsweg scheint ebenfalls tUber die Substrat-
verfugbarkeit reguliert zu sein. Hier scheint es sich um eine gleichzeitige organ-

spezifische und Wund-induzierte Aktivierung auf Transkriptionsebene zu handeln.
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Noch viel weniger ist Uber die Regulation der anderen Verzweigungen des LOX-
Reaktionsweges bekannt. Es bleibt zu klaren, ob auch Regulationsmechanismen,
wie z. B. Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Proteinen und/oder Protein-
abbauprozesse, im regulatorischen Netzwerk des LOX-Reaktionsweges existie-
ren. Zumindest fur die Jasmonatsignaltransduktion sind Phosphorylie-
rung/Dephosphorylierung durch einen pharmakologischen Ansatz belegt (Rojo et
al. 1998), und die Beteiligung von ubiquitinabhangigem Proteinabbau ist mit der
Identifizierung der Jasmonat-insensitiven Arabidopsis-Mutante coil, die in einem
F-Box-Protein-kodierenden Gen gestort ist, bewiesen (Xie et al. 1998).

Weitere Einblicke in die physiologische Rolle der am LOX-Stoffwechsel beteiligten
Enzyme bzw. deren Metabolite bei der pflanzlichen Entwicklung sowie bei der An-
passung an verdnderte Umweltbedingungen konnten mit Hilfe hinsichtlich des
LOX-Reaktionsweges genetisch veranderter Pflanzen erhalten werden. Interes-
sant ware dabei die Herstellung und Untersuchung von Mutanten, bei denen Ge-
ne, die fur Enzyme des LOX-Reaktionsweges kodieren inaktiviert bzw. erhdht
sind. Die im Rahmen dieser Arbeit wegen ihrer nach JM-Behandlung besonders
gut ausgepragten Seneszenzmerkmale verwendete Sommergerstenvarietét
Hordeum vulgare L. cv. Salomé ist jedoch unter anderem wegen ihrer schweren
Transformierbarkeit und der langen Regenerationszeit fir derartige Experimente
ungeeignet, weshalb zur Herstellung von Oxylipin-Biosynthese-Mutanten z. B.

Arabidopsis thaliana ein geeigneteres System darstellen wirde.
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4 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Hinweise auf mdgliche physiologi-
sche Funktionen pflanzlicher chloroplastidarer LOXs im Modellsystem Gersten-
blatt zu erhalten.

Dazu wurde ein Testsystem etabliert, mit dem die biochemischen Eigenschaften
verschiedener pflanzlicher LOXs analysiert wurden. Die Etablierung dieses Test-
systems erfolgte anhand der gut untersuchten rekombinanten Lipidkérper-LOX
aus Keimblattern der Gurke. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die biochemischen
Charakteristika des rekombinanten Enzyms bei Verwendung von Triglyceriden als
Substrat eingehend untersucht und mit denen von LOX-1 aus Sojasamen vergli-
chen. Wahrend das erste Enzym in der Lage war alle Fettsdurereste eines Mole-
kils Trilinolein vollstandig zu oxidieren, vermochte das zweite Enzym dies nur un-
vollstandig. Die Untersuchung der LOX des Endosperms der Olive und der chlo-
roplastidaren 13-LOXs der Gerste mit diesem Testsystem zeigte, dass diese LOX-
Isoformen im Gegensatz dazu keine veresterten PUFAs akzeptieren. Aufgrund
der Praferenz der Olkdrper-LOX fur freie PUFAs ist eine Beteiligung dieser LOX
am Lipidmetabolismus wahrend der Samenkeimung unwahrscheinlich und es
muss auf eine bisher unbekannte physiologische Funktion geschlossen werden.
Des weiteren wurde die Analytik fir das endogene Vorkommen von LOX-
Metaboliten anhand von nicht veresterten Hydro(pero)xyfettsduren erstmalig eta-
bliert und die freien Hydroxyfettsduren im Gerstenblatt nach Behandlung mit Was-
ser, JM und Sorbit quantifiziert. In Sorbit-behandelten Gerstenblattsegmenten
wurden neben Jasmonséure, (2E)-Hexenal (Metabolit des HPL-Reaktionsweges)
und 13-HOT (Metabolit des Reduktase-Reaktionsweges) als weitere reprasentati-
ve Hauptprodukte erstmalig nachgewiesen. Der Gehalt an (2E)-Hexenal war dabei
am hochsten, der an 13-HOT am geringsten. Es wurde belegt, dass in Sorbit-
behandelten Gerstenblattsegmenten AOS-, HPL- und Reduktase-Reaktionsweg
aktiv sind. In JM-behandelten Gerstenblattsegmenten wurden die fur die HPL-
Reaktion typischen Aldehyde in vivo nachgewiesen, wobei (2E)-Hexenal domi-
nierte. Es wurde weiterhin eine deutliche, wenn auch wesentlich geringere Zu-
nahme an Hydroxyfettsauren im Verlauf der JM-Behandlung beobachtet, was auf

eine Aktivierung des Reduktase-Reaktionsweges hindeutet.
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Eine weitere Aufgabe bestand in der Lokalisation von LOXs und ihren Metaboliten
innerhalb der Chloroplasten von Gerstenblattern. Dabei wurde eine bevorzugte
Umsetzung von o-Linolensaure, dem Hauptbestandteil chloroplastidarer Membra-
nen sowie eine Akkumulation von 13-HOT im Stroma der Chloroplastenprapara-
tionen von unbehandelten Priméarblattern der Gerste beobachtet. Bei der Analyse
der chloroplastidaren Subfraktionen JM-behandelter Gerstenblattsegmente wurde
13-HOT nicht nur im Stroma, sondern auch in den Thylakoiden gefunden.

Die im Zusammenhang mit dieser Arbeit erhaltenen Resultate bestatigen mit ei-
nem anderen methodischen Ansatz ein erst kirzlich aufgestelltes Modell zur intra-
zellularen Lokalisation von Reaktionen des LOX-Reaktionsweges, in dem eine
komplexe Kompartimentierung der beteiligten Enzyme, zudem in Abhangigkeit
von ihrer Substratspezifitat, vorgeschlagen wird. Hierbei scheinen chloroplastidare
13-LOXs freie PUFAs als Substrat zu bevorzugen und diese in Abhangigkeit defi-
nierter Stimuli in sehr spezifische ,,Oxylipin Signaturen“ umzusetzen.

Die Frage nach einer moglichen physiologischen Funktion von JM-induzierten
chloroplastidaren LOXs aus Gerste kann noch nicht eindeutig beantwortet wer-
den. Es ist weiterhin unklar, ob den gebildeten Lipidhydroperoxiden eine spezifi-
sche Funktion wahrend der JM-induzierten Seneszenz zuzuschreiben ist. Eine
maogliche Funktion der untersuchten chloroplastidaren LOXs kdnnte sein, dass
diese durch die Peroxidation von PUFAs die Zerstérung von Membranen verursa-
chen, so dass Metabolite und ihre Stoffwechselprozesse nicht mehr getrennt sind
und es damit zur ungerichteten Induktion weiterer Reaktionen des LOX-
Reaktionsweges kommt, wie z. B. des HPL-Reaktionsweges in JM-behandelten
Gerstenbléattern. Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Resultate sprechen der-
zeit nicht daflr, dass die Peroxidation von Lipiden durch chloroplastidare LOXs
unmittelbar den Abbau von PUFAs als Bestandteil der Membranen einleitet, wie
dies analog zu dem fir die Keimung vorgeschlagenen Stoffwechselweg vermutet
wurde. Im Augenblick scheint es wahrscheinlicher, dass diese Rolle einer der

LOX-Reaktion vorgeschalteten Lipase zukommt.
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