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Heteromerbildung von Arabidopsis thaliana Allenoxidzyklasen

Zusammenfassung

Jasmonate sind in Pflanzen sowohl an der Reaktion auf biotischen und abiotischen Stress
als auch an der Regulierung von Wachstum und Entwicklung beteiligt. Die Biosynthese von
Jasmonsaure (JA) erfolgt Uber verschiedene Reaktionen und Zwischenstufen, eine zentrale
Komponente ist dabei die Allenoxidzyklase (AOC). Dieses Enzym Kkatalysiert den
Ringschluss vom Allenoxid zur 12-oxo-Phytodiensédure (OPDA). Dabei wird von der AOC
spezifisch das Stereoisomer 9(S),13(S)-12-oxo-PDA gebildet. Von diesem leiten sich alle
nachfolgenden Verbindungen dieses Biosyntheseweges ab. In Arabidopsis thaliana
existieren vier Isoformen der AOC, von denen die Bildung von Homotrimeren bekannt ist. Die
entsprechenden Gene werden zeitlich und r&umlich Uberlappend exprimiert. Die zeitgleiche
Expression verschiedener Isoformen im gleichen Gewebe und die Fahigkeit zur
Trimerbildung kénnte eine Heteromerbildung der verschiedenen AOCs bedeuten. Unter
Verwendung der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BiFC, split-YFP) konnte die
Interaktion aller vier AOCs in allen 16 mdglichen Kombinationen gezeigt werden. Diese
Interaktionen unterschieden sich zueinander in Fluoreszenzintensitdt und Aussehen, was
madglicherweise durch unterschiedlich stark ausgeprégte Interaktionen verursacht wird und
damit eine Veranderung der enzymatischen Aktivitdt der AOC-Heteromere zur Folge haben
konnte. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden zwei Kombinationen von
AtAOC-BIFC-Fusionskonstrukten, die sich in ihrer Interaktion extrem unterschiedlich
verhalten, in Nicotiana benthamiana mit Hilfe von gRT-PCR untersucht. Hierbei konnte kein
deutlicher Unterschied in der Aktivitat zwischen den verwendeten Kombinationen festgestellt
werden. Wurden die AOCs in unterschiedlichen Kombinationen mit His-tag und Strep-tag
fusioniert, heterolog in E. coli exprimiert, gereinigt und anschlieend fir die Untersuchung
der enzymatischen Aktivitat eingesetzt, konnte eine Anderung der Aktivitat fur verschiedene
Kombinationen gezeigt werden.

Die beobachtete Fahigkeit zur Bildung von Heterotrimeren und die daraus folgende
Anderung der enzymatischen Aktivitit deuten auf eine zusatzliche Regulation der

Biosynthese von JA auf Proteinebene hin.
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Heteromerbildung von Arabidopsis thaliana Allenoxidzyklasen

1 Einleitung

Pflanzen sind einer Vielzahl von Umweltfaktoren wie z. B. Trockenstress, Befall durch
Pathogene oder Verwundungen durch Herbivoren ausgesetzt. Als sessile Organismen sind
sie aber nicht in der Lage, sich diesen veranderlichen Umweltbedingungen durch Flucht aktiv
zu entziehen. Daher haben sie im Verlauf der Evolution eine Vielzahl von Verteidigungsstra-
tegien entwickelt, welche auf chemischen Signalen und Wirkstoffen basieren (Wasternack et
al., 2006). Beispiele fur solche Verteidigungsstrategien gegen Herbivoren sind z. B. die
Verbreitung von Lockstoffen zur Anlockung von Insektivoren (Birkett et al., 2000), oder die
Bildung von Proteinaseinhibitoren (PINs, Farmer & Ryan, 1990) und Aminoséaure-
metabolisierenden Enzymen (Chen et al., 2005), welche die Verdauungsprozesse in den
Herbivoren beeinflussen. AuRerdem kdnnen von Pflanzen giftige Stoffe, wie z. B. Nicotin,
gebildet und eingelagert werden (Steppuhn et al., 2004; Steppuhn & Baldwin, 2007). Allen
Prozessen geht die Bildung von Jasmonaten voraus. Zu den Jasmonaten gehéren die
Jasmonsaure (JA), die Vorstufe 12-oxo-Phytodiensaure (OPDA) und die von der JA
abgeleiteten Derivate. Zu diesen gehdren z. B. der Jasmonsauremethylester (JAME) und
das Aminosaurekonjugat Jasmonoylisoleucin (JA-lle).

Die erste Isolierung von JAME erfolgte 1962 aus dem &therischen Ol von
Jasminum grandiflorum (Demole et al., 1962). Dabei konnte jedoch noch keine
physiologische Funktion charakterisiert werden (Demole et al., 1962). Die ersten
beschriebenen physiologischen Funktionen sind die Seneszenz-férdernde Wirkung von
JAME und die wachstumsinhibierende Wirkung von JA (Ueda & Kato, 1980; Dathe et al.,
1981). Beide beschriebenen Wirkungen von JA bzw. JAME stellen noch keinen
Zusammenhang zur Verwundung her. Der erste direkte Nachweis, dass Jasmonat bzw.
JAME in Zusammenhang mit der Verwundungsreaktion von Pflanzen stehen, konnte von
Farmer und Ryan (1990) erbracht werden. In dieser Arbeit wurde die Induktion der Synthese
von PINs nach Verwundung gezeigt. Die Synthese stellt eine Art Immunisierung dar, da die
PINs, wenn sie bereits in der Pflanze vorhanden sind, bei einem erneuten Insektenfrald direkt
im Darm des Herbivoren aktiv sind. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass das volatile JAME

auch Nachbarpflanzen ,immunisieren* kann (Farmer & Ryan, 1990).
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1.1 Jasmonat-Biosynthese

Die Biosynthese von JA startet mit der Freisetzung von a-Linolensaure (a-LeA) aus den
Galaktolipiden der Chloroplastenmembran durch eine Phospholipase (Abb. 1, ®). Die
Identifizierung dieser Phospholipase war und ist ein Objekt zahlreicher Untersuchungen.
Erste Hinweise auf eine an der JA-Biosynthese beteiligten Phospholipase wurden 1999
berichtet, hierbei handelt es sich um eine durch Verwundung induzierbare Phospholipase A,
(Narvaez-Vasquez et al., 1999). Kurze Zeit spater wurde die defective in anther dehiscence
(DAD)-like Phospholipase A; identifiziert (Ishiguro et al., 2001), die Fettsauren aus der sn-1
Position der chloroplastidaren Galaktolipide freisetzt und nachweislich an der
JA-Biosynthese beteiligt ist, aber ausschliel3lich in der Blite exprimiert wird. 2008 wurde mit
DONGLE (DGL) eine weitere Phospholipase beschrieben. Diese gehort zur gleichen Familie
wie die DAD-like Phospholipase A;, wird aber in den vegetativen Organen exprimiert (Hyun
et al., 2008). Wahrend DAD in der spaten Phase der Verwundungsreaktion eine Rolle zu
spielen scheint, wurde fiur DGL eine Beteiligung in der frihen Phase beschrieben. Zuséatzlich
wurde fir beide Lipasen die ,,Grundversorgung” der entsprechenden Organe mit JA diskutiert
(Hyun et al., 2008).

o
/ @l Phospholipase \ —
A
=\ /—\ /— COOH ~ COOH
1

a-Linolensaure cis-(+)-OPDA

@l OPR-3

@l 13-LOX 2
HoO —
= = V= COOH m\/COOH

13-HPOT OPC-8:0

®) #os @V s-oidation (39
o ¥

9
— S — COOH —
\ COOH

12,13-EOT
(+)-7-is0-JA

. @l AOC ) @

COOH éVCOOH
cis-(+)-OPDA (9)-JA
k Chloroplast / \ Peroxisom /
Abb. 1: Schematische Darstellung der Jasmonat-Biosyn these. Die Schritte 1 und 2 gehéren zum
Lipoxygenase-Syntheseweg. Erst mit Schritt 3 (AOS-Rea  ktion) wird die Synthese von JA festgelegt.
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Weiterfihrende Untersuchungen zu DAD und DGL zeigten allerdings, dass beide
Phospholipasen wahrscheinlich nur einen indirekten Effekt auf die Biosynthese von JA
haben. So sind an der Freisetzung von a-Linolensaure, als Beginn der JA-Biosynthese, eine
Vielzahl von redundanten Lipasen direkt oder indirekt beteiligt (Ellinger et al., 2010).

Die im ersten Schritt der JA-Biosynthese freigesetzte a-LeA wird im zweiten Schritt von
Lipoxygenasen (LOX) zu Hydroperoxyfettsduren oxygeniert (Abb. 1, @). Diese Reaktion
kann am C-Atom 9 bzw. 13 stattfinden (Feussner & Wasternack, 2002). Aus o-LeA
entstehen so die Hydroperoxide 13(S)-Hydroperoxyoctatriensaure (13-HPOT) oder
9(S)-Hydroperoxyoctatriensaure (9-HPOT), katalysiert durch eine 13-LOX bzw. 9-LOX. Das
Produkt der Lipoxygenasereaktionen ist allerdings nicht der Synthese von Jasmonat
vorbehalten. Vielmehr dient die gebildete Hydroperoxyfettsdure als Substrat fir eine Vielzahl
von weiteren Enzymen (Feussner & Wasternack, 2002). In Tab. 1 sind diese mit den
gebildeten Produkten von 13-HPOT ausgehend zusammengefasst. Alle diese Produkte
gehoren zu den Oxylipinen, so auch die Gruppe der Jasmonate, welche JA, JAME, JA-lle

und weitere Derivate umfasst.

Tab. 1: Enzyme und deren Reaktionsprodukte mit 13-HP  OT als Substrat (Feussner & Wasternack, 2002)

Enzym Produkt
Allen-Oxid-Synthasen (AOS) Octadecanoide und Jasmonate
Peroxygenasen Epoxyhydroxy-PUFAs"

Hydroperoxy-Lyasen (HPL) Aldehyde, w-Fettsduren und Alkohole

Divinyl-Ether-Synthasen Divinyl-Ether-PUFAs

Epoxy-Alkohol-Synthasen Epoxyhydroxy-PUFAs

Lipoxygenasen (LOX) Keto-PUFAs
Reduktasen Hydroxy-PUFAs

Der nachfolgende Schritt der Jasmonatbiosynthese wird von der Allenoxidsynthase (AOS)
katalysiert (Abb. 1, ®). Sie ist das erste JA-spezifische Enzym und wurde bereits 1966
anhand der Umwandlung von 13-HPOD (Hydroperoxydiensaure, Derivat der Linolsaure) in
a-Ketol postuliert (Zimmerman, 1966). Das a-Ketol ist aber vielmehr ein Hydrolyseprodukt
des von der AOS gebildeten Allenoxids (12,13(S)-Epoxyoctadecatriensaure, 12,13-EOT,
Abb. 1), welches im wassrigen Milieu und bei 0 °C eine Halbwertszeit von lediglich 33 s be-

sitzt (Vick & Zimmerman, 1987). Die erste Charakterisierung einer AOS gelang 1991 nach

' PUFA = polyunsaturated fatty acid
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der Isolierung aus Flachssamen (Song & Brash, 1991). Spater gelang die Klonierung der
AOS aus Flachssamen und die Charakterisierung als Hamprotein, welches zur Familie der
Cytochrom-P450-Enzyme gehdrt (Song et al., 1993). Die AOS und andere Cytochrom-P450-
Enzyme haben ahnliche spektrale Eigenschaften, eine Aminoséaureidentitat von < 25 % und
besitzen ein Ham-bindendes Cystein. Dennoch waren in der AOS einige gravierende
Unterschiede zu anderen Cytochrom-P450-Enzymen in der normalerweise hochkonservier-
ten C-terminalen Region des Proteins zu finden. Aufgrund dieser Unterschiede wurde mit der
AOS die neue Familie der CYP74-Enzyme begrindet (Song et al., 1993). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass die CYP74-Enzyme auch in weiteren Eigenschaften von den
Jypischen P450-Enzymen abweichen. So bendtigen sie keinen molekularen Sauerstoff fur
die katalysierte Reaktion, keine NAD(P)H-abhangigen Cytochrom-P450-Reduktasen und
zeigen eine geringere Affinitdt zu Kohlenmonoxid (Feussner & Wasternack, 2002). Die
Allenoxidsynthase aus Arabidopsis thaliana wurde zuerst von Laudert et al. (1996) kloniert.
Dabei konnten erste Hinweise gefunden werden, dass diese AOS sowohl 13-HPOT als auch
13-HPOD als Substrat verwenden kann. Weitere Arbeiten zur AtAOS zeigten eine duale
Aktivitat gegentber 13-HPOT/HPOD und 9-HPOT/HPOD, mit einer hoheren Affinitat und
katalytischen Rate gegeniber dem 13-Substrat (Hughes et al.,, 2006). Dies ist insoweit
ungewdhnlich, da viele der bisher bekannten Allenoxidsynthasen entweder eine 9-AOS oder
eine 13-A0S darstellen (Stumpe & Feussner, 2006). Die 13-A0S ist in den Chloroplasten
lokalisiert (Maucher et al., 2000; Froehlich et al., 2001), was mit der Lokalisierung der
13-LOX in den Chloroplasten tbereinstimmt (Bell et al., 1995; Bachmann et al., 2002). Die
9-LOX und die 9-AOS sind im Zytoplasma lokalisiert (Feussner & Wasternack, 2002;
Mosblech et al., 2009).

Der letzte in den Chloroplasten stattfindende Schritt der JA-Biosynthese wird von der
Allenoxidzyklase (AOC) katalysiert (Abb. 1, @). Dementsprechend besitzt die AOC eine
chloroplastidare Signalsequenz (Tab. 12, Anhang S. 84; Ziegler et al., 2000; Schaller et al.,
2008). Die erste Aufreinigung und Charakterisierung einer AOC erfolgte aus getrockneten
Maissamen, wobei Hinweise auf eine Multimerbildung der AOC beobachtet werden konnten
(Ziegler et al., 1997). Das Substrat der AOC ist das von der AOS gebildete, kurzlebige,
Allenoxid, welches in Abwesenheit der AOC spontan und unspezifisch in a-Ketol und y-Ketol
zerfallt, oder in racemische 12-oxo-Phytodiensaure (OPDA) zyklisiert (Abb. 2).

Da invivo lediglich das enzymatisch gebildete, reine Enantiomer 9(S),13(S)-12-oxo-PDA
nachgewiesen werden konnte (Ziegler et al., 2000), wurde eine Interaktion zwischen AOS
und AOC vermutet. Diese Interaktion zwischen AOS und AOC scheint aber nicht notwendig,
um die spontane Umwandlung des Allenoxids in vivo zu verhindern (Zerbe et al., 2007). Der

von der AOC Kkatalysierte Ringschluss gilt als einer der wichtigsten Schritte der JA-
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Biosynthese, da ausschlie3lich das von der AOC gebildete Enantiomer letztendlich zur
(+)-7-iso0-JA fuhrt (Stenzel et al., 2003b).

= \/—

12,13(S)-Epoxyoctadecatriensaure (12,13-EOT)

|

COOH

o o
— COOH
— = COOH
OH OH
a-Ketol y-Ketol
[e] 0
AN =
...I/\/\/\/COOH COOH
9R, 13R 9S, 138

racemisches ODPA

Abb. 2: Spontaner Zerfall des Allenoxids (12,13-EOT).  Nach Ziegler et al. (1999).

In Arabidopsis thaliana existieren vier Isoformen der AOC, AtAOC1-4. Es konnte in fast allen
Geweben und Entwicklungsstadien AOC-Protein gefunden werden, jedoch ist aufgrund der
Ahnlichkeit der Proteine eine Zuordnung der Isoformen mittels immunologischer Anséatze
nicht moglich (Abb. 3; Hause et al., 2003). Promoterstudien zeigten eine zeitlich und
raumlich Uberlappende Expression der vier Arabidopsis-AOCs (Abb. 3; Stenzel et al., in

Vorbereitung).

AOC1

Abb. 3: AOC-Promoter-GUS-Aktivitdten gemessen in Bla  tt und Blite. Aus Stenzel et al., in Vorbereitung.

Die Kristallstruktur der AOC2 aus Arabidopsis wurde 2006 aufgeklart (Hofmann et al., 2006).
Dabei zeigte sich, dass die Tertiarstruktur ein antiparalleles 3-barrel mit einer Hohe von 40 A
und eine Vertiefung, die putative Bindetasche, von 14 A ausbildet (Abb. 4). Die quaternare
Struktur der AOC konnte als Trimer identifiziert werden, wobei jedes Monomer um 30° gegen
das Nachste gedreht ist (Abb. 4). Aufgrund ihrer Tertiarstruktur werden die AOC-Proteine zur

5



Einleitung

Familie der Lipocaline gezahlt (Grzyb et al.,, 2006; Hofmann et al., 2006). Diese
Proteinfamilie ist stark heterogen und deren Mitglieder werden nicht aufgrund von
Sequenzhomologien, sondern aufgrund von Strukturdhnlichkeiten charakterisiert (Flower,
1996). Das Hauptmerkmal der Lipocaline ist ein antiparalleles acht-strangiges B-barrel,
welches die Substratbindetasche umschlief3t (Flower, 1996). Es war lange bekannt, dass die
AOC-katalysierte Reaktion die enantiomere Form in der OPDA generiert wie sie auch in der
JA in planta vorliegt. Der eigentliche Reaktionsmechanismus konnte aber erst 2008
aufgeklart werden (Schaller et al., 2008). Fur die Reaktion spielen die bereits beschriebene
Tasche und die in sie hineinragenden Aminosauren (AS) eine essenzielle Rolle. Zu diesen
zahlen eine Reihe hydrophober Aminosauren (z. B. die Phenylalanine an den Positionen 43,
51 und 85). Eine weitere prominente und konservierte Position ist das Glutamat 23, welches
eine negative Ladung in die Bindetasche einbringt und die Offnung des Oxiranringes
begulnstigt. Die AS katalysieren nicht nur die Reaktion, sondern fiihren auch durch sterische
Einschrankungen und Stabilisierung des Substrates zur korrekten Bildung des ,richtigen®
OPDA-Isomers (Abb. 5; Schaller et al., 2008).

Abb. 4: R&aumliche Struktur der AtAOC2. (l) Seitenansicht und Aufsicht des AOC2-Monome rs,
Farbwechsel von Blau (N-Terminus) zu Rot (C-Terminu  s). Aus Hofmann et al. (2006). (II) Aufsicht des
AOC2-Trimers, Blick entlang der Trimerachse. Farbwe  chsel von Blau (N-Terminus) zu Rot (C-Terminus).
Aus Hofmann & Pollmann (2008).

Ein &hnlicher Mechanismus wurde fir AtDIR6, ein Protein der Familie der dirigent proteins
(DIR), beschrieben (Pickel et al., 2012). Die dirigent proteins spielen bei der Synthese von
Lignanen eine entscheidende Rolle und werden aufgrund ihrer Struktur ebenfalls den
Lipocalinen zugeordnet. DIRs sind in vivo Dimere und katalysieren die Verknipfung der
radikalen Phenoxy-Komponenten durch Bindung und richtige Positionierung in der
hydrophoben Bindetasche. Die Reaktion wird durch die DIRs nicht direkt beschleunigt, es
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wird eher die Wahrscheinlichkeit von Nebenreaktionen der reaktiven Phenoxy-Komponenten
herabgesetzt (Pickel et al.,, 2012). Dabei begunstigt, wie bei der AOC, die richtige
Positionierung der Substrate die Synthese der sterisch reinen Produkte (8-8‘-verknupfte
Lignane, DIR; 9(S),13(S)-ODPA, AOC).
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Abb. 5: Darstellung der molekularen Interaktionen d er AtAOC2 mit gebundener Vernolsaure. Hydrophobe
Interaktionen sind mit gestrichelten Bogen dargeste lIit. Der Einfluss der negativen Ladung von Glu23 ist
als roter Pfeil dargestellt. Die Interaktionen mit d  em konservierten Wasser75 sind als blaue, gestriche  lte
Linien dargestellt. Aus Schaller et al. (2008).

Die nachfolgenden Schritte der JA-Biosynthese werden nicht mehr in den Chloroplasten,
sondern in den Peroxisomen katalysiert. Der eigentliche Transfer des ODPA aus den
Chloroplasten in die Peroxisomen ist nicht vollstandig geklart (Wasternack, 2007). Es gibt
Anhaltspunkte fur einen Transport von OPDA bzw. OPDA-CoA Estern in die Peroxisomen
durch den ABC-Transporter COMATOSE (CTS, Theodoulou et al., 2005). Allerdings sind die
cts Deletionsmutanten nicht mannlich steril, wie bei einem vollstandigen Ausfall der JA-
Biosynthese in Arabidopsis zu erwarten ware (Stintzi & Browse, 2000). Daher werden im
Moment zwei Moglichkeiten fir den Transport von OPDA in die Peroxisomen angenommen:
Erstens der Transport Uber CTS und zweitens ein bisher unbekannter Transporter bzw. ein
passiver Mechanismus wie z. B. das anion trapping (Theodoulou et al., 2005).

Der erste Schritt des in den Peroxisomen katalysierten Teils der JA-Biosynthese ist die
Reduktion der konjugierten Enonstruktur des OPDA und damit die Bildung der
3-0x0-2-[(Z) pent-2'-enyl]cyclopentan-1-octanolsaure (OPC-8:0). Katalysiert wird dieser
Schritt von einer OPDA-Reduktase (OPR; Abb. 1, ®). In A. thaliana existieren mindestens

sechs Isoformen dieser Reduktase (Schaller & Stintzi, 2009). Von diesen sechs akzeptiert
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aber lediglich die OPR3 das physiologisch relevante 9(S),13(S)-OPDA als Substrat und tragt
damit zur Bildung von JA bei (Schaller et al., 1998; Strassner et al., 2002). Die Erklarung fur
diese Selektivitat konnte mit der Aufklarung der Kristallstrukturen der OPR1 und OPR3
erbracht werden. Die Bindetasche der OPRS3 ist etwas ,offener* und ermdglicht so den
leichteren Zugang des Substrates (Breithaupt et al., 2009). Aul3erdem existieren am Eingang
der Bindetasche der OPR1 zwei Tyrosine (Tyr78 und Tyr246), welche als gatekeeper
fungieren und so die Bindung der 9(S),13(S)-OPDA verhindern (Breithaupt et al., 2001;
Breithaupt et al., 2009). Zusatzlich ist nur die OPR3 in den Peroxisomen lokalisiert, die
OPR1 und OPR2 wurden dagegen im Zytoplasma gefunden.

Im letzten Schritt der JA-Biosynthese wird die Acylkette der OPC-8:0 in drei aufeinander
folgenden [B-Oxidationszyklen geklrzt (Abb. 1, ®). Bevor jedoch die B-Oxidation des
Fettsaurerestes stattfinden kann, muss der JA-Vorlaufer mit CoenzymA aktiviert werden.
Katalysiert wird diese Aktivierung von einer 4-Coumarat:CoA-Ligase (4CL), welche eine
hohe Aktivitdt mit langkettigen Fettsauren und ODPA besitzt, wobei OPDA das bessere
Substrat darstellt (Schneider et al., 2005). Weitere Untersuchungen an 4CL-like Proteinen
zeigten, dass die Aktivierung von langkettigen Fettsduren ein allgemeines Merkmal dieser
Proteinunterfamilie darstellt. Vier Mitglieder dieser Familie besafRen eine besonders hohe
Aktivitat mit verschiedenen Vorlaufern von JA (Kienow et al., 2008). So wurde eine
OPC-8:CoA-Ligase identifiziert, die nach  Verwundung bzw. Infektion  mit
Pseudomonas syringae exprimiert wird (Koo et al., 2006; Kienow et al., 2008). Damit wurde
sowohl fir OPDA als auch fir OPC-8:0 eine entsprechende CoA-Ligase identifiziert. Bisher
konnten aber keine Hinweise gefunden werden, dass die OPR3 OPDA-CoA-Ester als
Substrat akzeptiert (Wasternack, 2007). Das aktivierte OPC-8:0 durchlauft im Anschluss drei
B-Oxidationszyklen, welche jeweils durch eine Acyl-CoA-Oxidase (ACX), das Multifunktionale
Protein und eine 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (KAT) katalysiert werden. Bisher konnten nur die
ACX1 aus Tomate und Arabidopsis (Castillo et al., 2004; Li et al., 2005) und die ACX5,
ebenfalls aus Arabidopsis (Schilmiller et al., 2007), als beteiligte Enzyme der ACX-Familie
identifiziert werden. Die Expression der ACX1 und ACX5 wird in Arabidopsis durch jeweils
verschiedene Stimuli induziert, was fir unterschiedliche Funktionen spricht (Schilmiller et al.,
2007). Fur das Multifunktionale Protein AIM1 aus Arabidopsis konnte eine Beteiligung an der
Biosynthese von JA beschrieben werden (Delker et al., 2007). In der Mutante aim1 werden
nach Verwundung normale Mengen an ODPA, aber kein JA gebildet. Aus der Familie der
KAT konnten in Arabidopsis die KAT2 und im geringeren Ausmalf3 die KAT5 als fir die JA-
Biosynthese relevante Enzyme identifiziert werden (Castillo et al., 2004).

Die gebildete (+)-7-iso-JA und ihr Isomer (-)-JA stellen den Endpunkt der eigentlichen JA-
Biosynthese (Abb. 1) dar. Das gebildete JA unterliegt aber einem Metabolismus, der zu einer

Vielzahl an verschiedenen Derivaten fuhrt (Abb. 6). JA und den davon gebildeten Derivaten,
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wie JAME und JA-lle, wird eine Funktion in der Reaktion auf verschiedene Stimuli
zugeordnet, wobei JA-lle eine besondere Bedeutung zukommt (siehe Kap. 1.2, S. 10 und
Abb. 6; Seo et al, 2001; Staswick & Tiryaki, 2004). Andere Derivate, wie das 12-
Hydroxyjasmonat (12-OH-JA), dessen sulfatiertes Derivat (12-OH-JA-Sulfat) und gebildete
Glucose-Ester, dienen wahrscheinlich der Inaktivierung von JA (Gidda et al., 2003; Miersch
et al., 2008) oder als Speicher bzw. Langstreckentransportform der JA (Swiatek et al., 2004).
Zusatzlich konnte eine Verknipfung von JA mit ACC (1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat)
beobachtet werden. FUr dieses Konjugat konnte bisher allerdings keine biologische Aktivitét
bestimmt werden. Es besteht aber die Moéglichkeit, dass Uber die Verknlipfung von JA mit
ACC die jeweilige Verfugbarkeit beider Verbindungen im Gewebe reguliert werden kdnnte
(Staswick & Tiryaki, 2004). Neben der Konjugation von JA mit verschiedenen Komponenten
existiert auch die Mdoglichkeit der Bildung von cis-Jasmon (auch Z-Jasmon) durch
Decarboxylierung (Koch et al., 1997). Urspringlich wurde dieser Decarboxylierung eine
Inaktivierung von JA zugeschrieben, allerdings zeigten weitere Arbeiten eine Beteiligung des
volatilen cis-Jasmons bei der Anlockung von Insektivoren (z. B. Marienkéfer, Birkett et al.,
2000). Bisher wurde davon ausgegangen, dass die biologisch aktive Form die (-)-JA und
deren Derivate, speziell das Isoleucin-Konjugat, sind. 2009 konnte jedoch gezeigt werden,
dass (-)-JA-lle biologisch inaktiv ist und die aktive Form (+)-7-iso-JA-lle ist (Fonseca et al.,
2009). Die bis dahin gefundene Aktivitat von (-)-JA-lle ist auf eine ,Verunreinigung“ mit der
aktiven Form (+)-7-iso-JA-lle zurtickzufihren, da beide Formen durch pH-Verschiebungen in

einander umwandelbar sind.
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Abb. 6: Ubersicht iiber Biosynthese und Metabolismus von Jasmonat und JA-lle. Experimentell bestétigte
Reaktionen sind in durchgehenden Linien dargestellt , gestrichelte Linien zeigen noch nicht gesicherte

oder hypothetische Reaktionen an. Aus Koo & Howe (2  012).
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1.2 Jasmonat-Signaltransduktion

Die Perzeption des Signals (+)-7-iso-JA-lle erfolgt in der Zelle Uber eine Vielzahl von
verschiedenen Proteinen. Zentrale Komponenten dieser Signalkette sind ein SCF-Komplex,
das 26S-Proteasom, die Familie der JAZ-Proteine (Jasmonat-ZIM-Domane) und
verschiedene Transkriptionsfaktoren (Abb. 7). Bis 1998 war die Signaltransduktion, welche in
Folge einer JA-Bildung stattfindet, noch unbekannt. Erst die Identifizierung von COI1
(coronatine insensitive 1) als F-Box-Protein und somit Teil eines méglichen SCF-Komplexes
fuhrte zu ersten Ideen fir eine mogliche Signalkette (Creelman, 1998; Xie et al., 1998).
Wenig spater konnte auch experimentell nachgewiesen werden, dass es sich bei COI um ein
F-Box-Protein handelt. Zum einen konnten Xu et. al (2002) zeigen, dass die Mutation einer
einzigen Aminosaure im F-Box-Motiv von COI1 die Bildung eines SCF-Komplexes
verhindert. Und zum anderen konnte die direkte Interaktion von COI1 mit SKP1-like und
Cullin in planta gezeigt werden (Xie et al., 1998; Devoto et al., 2002), mit denen COI1 eine
E3-like Ubiquitin-Ligase binden kann. Dieser SCF°°-Komplex bildet die zentrale
Komponente des JA-Signalweges. Zur ,Ubersetzung* eines JA-Signals in eine spezifische
Expression von Genen sind jedoch noch weitere Komponenten nétig. Transkriptionsfaktoren
(TF) sind die terminalen Komponenten bei der JA-abhdngigen Expression von Genen.
Zunachst konnte nur MYC2 als JA-abhéngiger TF identifiziert werden, welcher die
Transkription JA-responsiver Gene sowohl positiv als auch negativ reguliert (Lorenzo et al.,
2004; Dombrecht et al., 2007). Allerdings sind myc2-Pflanzen nicht in allen JA-abh&ngigen
Reaktionen defizient. Und so konnten MYC3 und MYC4, welche phylogenetisch stark mit
MYC2 verwandt sind, und MYB21 und MYB24 (Mitglieder der R2R3-MYB Familie), als
weitere TF identifiziert werden (Fernandez-Calvo et al., 2011; Song et al., 2011). Die

Verbindung zwischen dem SCF°®'

-Komplex und der Aktivierung der TF in Folge eines JA-lle-
Signals konnte 2007 mit den JAZ-Proteinen als ,missing link® des JA-Signalweges
identifiziert werden (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007). Diese Proteinfamilie, in
A. thaliana existieren zwolf Mitglieder, besitzt zwei stark konservierte Domdanen. Am
C-Terminus der JAZ-Proteine ist die Jas-Domaéne lokalisiert. Diese Domé&ne wurde zun&chst
als Interaktionsstelle zwischen JAZ und COI in Abhéngigkeit von JA-lle identifiziert (Chini et
al., 2007; Katsir et al., 2008b). Neuere Erkenntnisse zeigten aber auch, dass die Interaktion
zwischen JAZ und MYC2 von dieser Doméne vermittelt wird (Chini et al., 2009). Die zweite
stark konservierte Doméne ist die ZIM-Domane, welche eine Interaktionsdoméne zwischen
verschiedenen JAZ-Proteinen darstellt (Chini et al., 2009; Chung & Howe, 2009). Die
Verbindung von MYC2 zum SCF“°-JAZ Signalweg konnten Chini et al. (2007) experimentell
zeigen. Aulierdem wurden die bereits beschriebenen TF MYC3, MYC4, MYB21 und MYB24

als JAZ-reprimierte TF identifiziert und die Existenz weiterer JAZ-reprimierter TF vermutet
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(JAZ-TF-Transkriptom, Katsir et al., 2008a). Die JAZ-Proteine spielen nicht nur bei der
Reprimierung/Aktivierung der entsprechenden TF eine wichtige Rolle. Sie sind zusatzlich,
zusammen mit COI, fir die spezifische Bindung des (+)-7-iso-JA-lle und damit der

Perzeption des JA-Signals essenziell (Sheard et al., 2010).

Entwicklungs-
oder
Stresssignale

9/\

JA lle

Abb. 7: Schematische Darstellung der JA-Signaltransdu ktion. Modifiziert aus Katsir et al. (2008a).

Aus dem Zusammenspiel der oben beschriebenen Komponenten ist fir die JA-abhangige
Regulation der Genexpression folgendes Modell vorgeschlagen worden (Abb. 7):
.inaktiven* Zustand (kein Signal/wenig JA-lle) werden die TF (z. B. MYC2, MYC3 oder
MYC4) von JAZ-Proteinen gebunden. Es erfolgt keine Expression JA-responsiver Gene (®).
Kommt es z. B. zu einer Verwundung der Pflanze, wird JA-lle in der Zelle gebildet und
akkumuliert (@). In Folge dieser Akkumulation wird die spezifische Bindung zwischen dem
F-Box-Protein COI und dem Repressor JAZ vermittelt (®), JAZ wird daraufhin ubiquitiniert
(@) und Uber das 26S-Proteasom abgebaut (®). Die durch den JAZ-Abbau freigesetzten
Transkriptionsfaktoren sind nun in der Lage, die Expression JA-responsiver Gene (z. B.
AOC, AQOS, JAZ u. v. m.) zu vermitteln (®).

1.3 Regulation der Jasmonatbiosynthese

Die Induktion der Expression JA-responsiver Gene wird in Folge eines externen Stimulus,
z. B. einer Verwundung, ausgelost. Dieser Stimulus fuhrt in der Zelle zur Bildung und

Akkumulation von JA-lle, das anschlieRend in der Lage ist, die Expression zu aktivieren
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(Kap. 1.2, S.10). Zu den exprimierten Genen gehoren z. B. alle Gene, welche fiur die
Biosyntheseenzyme kodieren (Wasternack, 2007). Das bedeutet, dass das JA-lle-Signal die
Synthese der fir seine Biosynthese benétigten Enzyme aktivieren kann. Diese positive-
feedback-Regulation kommt allerdings nur bei langfristigen Prozessen (z.B.
Entwicklungsprozesse oder wiederholtes Verwunden der Pflanze) zum Tragen.
Experimentell gibt es fur diesen Mechanismus, welcher einer von drei Mechanismen bei der
Regulation der JA-Biosynthese ist, verschiedene Hinweise. In JA-defizienten Mutanten, z. B.
opr3, coil, kann eine verringerte AOC-Expression gemessen werden (Stenzel et al., 2003b).
In Mutanten, welche ein konstitutiv erhéhtes JA-Level zeigen (z. B. cev), konnte dagegen
eine erhbhte Expression der AOC bestimmt werden (Ellis et al., 2002). Beide
Untersuchungen weisen darauf hin, dass JA seine eigene Biosynthese beeinflusst.

Ein wesentlich direkterer Mechanismus zur Regulation der JA-Biosynthese ist die
Substratverfigbarkeit. In einem vollstandig entwickelten Blatt sind die Biosyntheseenzyme
LOX, AOS und AOC abundant vorhanden. Dennoch ist ein exogener Stimulus notwendig,
um JA-lle zu bilden (Laudert & Weiler, 1998; Stenzel et al., 2003b). Werden z. B. die AOS
oder die AOC konstitutiv exprimiert, ist im ungestressten Gewebe keine erhéhte Menge an
JA nachweisbar. Wird diese Pflanze aber verwundet, steigt der JA Gehalt schneller als in
Wildtyp-Pflanzen an (Laudert et al., 2000; Park et al., 2002; Stenzel et al., 2003a). Diese
Ergebnisse deuten auf eine Freisetzung der benétigten Substrate fur die JA-Biosynthese
z. B. nach einer Verwundung hin.

Ein dritter Regulationsmechanismus liegt in dem zell- und gewebsspezifischen Vorkommen
der JA-Biosyntheseenzyme (Schilmiller & Howe, 2005). Untersuchungen zur
Promoteraktivitat der AtAOS zeigten eine differenzierte Expression in verschiedenen
Geweben (Kubigsteltig et al., 1999). Die Expression der vier AtAOC kodierenden Gene
zeigte ebenfalls eine raumliche und zeitliche Differenzierung, welche eine Regulierung der
JA-Biosynthese Uber die Verfligbarkeit verschiedener Isoformen in unterschiedlichen

Geweben vermuten lasst (Stenzel et al., in Vorbereitung; Abb. 3).

1.4 Zielstellung

Jasmonate sind als Signalstoffe sowohl an der Steuerung von Entwicklungsprozessen als
auch an Abwehrreaktionen gegen Pathogene und Herbivoren beteiligt. Die Biosynthese von
JA muss daher strikt reguliert werden. Welchen Effekt eine ,fehlerhafte” Regulation haben
kann, zeigt die coi-Mutante. In Arabidopsis thaliana resultiert eine coi-Deletion in mannlich
sterilen und JA-insensitiven Pflanzen (Xu et al., 2002). Diese zeigen keine Expression

JA-responsiver Gene und sind so z. B. in ihren Abwehrreaktionen defizient.
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Die Regulation der Genexpression (Kap.1.2, S.10) und die in Kap.1.3 (S.11)
beschriebenen Mechanismen (positive-feedback-Regulation, Substratverfugbarkeit und das
zell- und gewebsspezifische Vorkommen der Biosyntheseenzyme) beeinflussen die JA-
Biosynthese unabhangig von der jeweiligen Aktivitat der beteiligten Enzyme. Eine Regulation
der Biosynthese uber die Enzymaktivitdt ist jedoch ein weiterer und weit verbreiteter
Mechanismus. Dabei kann die Multimerisierung von Proteinen eine grol3e Rolle spielen.

Ein Beispiel fur die Regulation der enzymatischen Aktivitat in Folge einer Multimerisierung ist
die OPR3. Dieses Enzym katalysiert wahrend der JA-Biosynthese die Reduktion der
konjugierten Enonstruktur des OPDA zu OPC-8:.0 (Kap. 1.1, S.2). Katalysiert wird die
Reaktion von Monomeren der OPR3, in vivo wurden jedoch Homodimere gefunden, welche
enzymatisch nicht aktiv waren (Breithaupt et al., 2006). Diese Selbstinhibierung durch
Homodimerisierung kénnte einen Beitrag zur ,Feinjustierung” der JA-Biosynthese leisten.

Ein weiteres Beispiel sind die JAZ-Proteine. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der
JA-Signaltransduktion (Kap. 1.2, S. 10) und sind ebenfalls in der Lage, Homo- und auch
Heterodimere zu bilden (Chini et al., 2009; Chung & Howe, 2009). Die Menge der
identifizierten Heteromere lassen fir die JAZ-Proteine den Schluss zu, dass verschiedene
Kombinationen an JAZ-Proteinen in den Heterodimeren zur differenzierten Expression von
JA-responsiven Genen in Folge eines JA-Signales fuhren kdnnte (Chung & Howe, 2009).

Die Regulation der enzymatischen Aktivitdt der 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat-Synthase
(ACS) ist ein weiteres Beispiel fiir die Anderung der Aktivitat in Folge einer Multimerisierung.
Von der ACS wird 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat (ACC), eine Vorstufe von Ethylen,
synthetisiert. Dieses Enzym katalysiert damit den entscheidenden Schritt der
Ethylenbiosynthese (Zarembinski & Theologis, 1994). Von den neun Isoformen bilden acht
Isoformen aktive Enzyme (ACS2, ACS4-ACS9 und ACS11), die ACS1 ist eine nicht aktive
Isoform (Yamagami et al., 2003; Tsuchisaka & Theologis, 2004b). Alle Isoformen sind in der
Lage, Homodimere zu bilden (Zarembinski & Theologis, 1994). Die raumlich und zeitlich
Uberlappende Expression und die Fahigkeit, Heterodimere zu bilden, welche unterschiedlich
aktiv sind, lieRen fir die ACS den Schluss zu, dass Uber die Heteromerisierung eine
.Feinjustierung” der Ethylenbiosynthese stattfinden kann (Tsuchisaka & Theologis, 2004a;
Tsuchisaka & Theologis, 2004b; Tsuchisaka et al., 2009).

Die Allenoxidzyklase (AOC) ist zentraler Bestandteil der Biosynthese von JA, da dieses
Enzym die Stereospezifitdt der JA festlegt (Ziegler et al., 2000). Vor dem Beginn dieser
Arbeit war bereits bekannt, dass die AOC in planta als Trimer vorkommt (Hofmann et al.,
2006). AuRerdem konnte in Arabidopsis eine kleine Genfamilie von vier Mitgliedern fir die
AOC identifiziert werden (Stenzel et al., 2003b), wobei diese vier Mitglieder in Arabidopsis in

verschiedenen Organen uberlappend exprimiert werden (Stenzel et al., in Vorbereitung). Das
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine mdgliche Heteromerisierung der AtAOC-Proteine
sowohl in vitro als auch in planta zu zeigen und eine mégliche Anderung der enzymatischen
Aktivitat in Folge der Heteromerisierung zu untersuchen. Eine solche Anderung in der
enzymatischen Aktivitat konnte eine weitere Stufe der Regulierung der JA-Biosynthese sein
und wirde eine ,Feineinstellung” zulassen. Die Kenntnis einer solchen Feineinstellung wirde
die Wirkungsweise und die Bildung von JA in verschiedenen Geweben in Folge einer

Verwundung oder eines Wachstumsstimulus genauer verstandlich machen.
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Heteromerbildung von Arabidopsis thaliana Allenoxidzyklasen

2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Quantitative real time PCR (qRT-PCR)

Zur Bestimmung relativer Transkriptmengen wurde die quantitative real time RT-PCR
eingesetzt.

Hierzu diente aus N.-benthamiana-Blattmaterial isolierte (Qiagen Plant RNeasy Kit, Hilden,
Deutschland), am NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) quantifizierte und zur

Verwendung in der real time RT-PCR in cDNA umgeschriebene mRNA.

2.1.1.1 cDNA Synthese

Zur Ubersetzung der isolierten mRNA in cDNA kam die M-MLV RT (H-) reverse

Transkriptase der Firma Promega (M3683) zum Einsatz.

20 ul Reaktionsansatz 1 pg Gesamt-RNA
1 ul  OligodT 19 Primer, 10 mM
ad 14 ul H2Opidest.

Dieser Ansatz wurde fir 10 min bei 70 °C inkubiert, danach in Eiswasser abgekihit. Im

Anschluss wurden 6 pl des RT-Mastermixes dazugegeben.

RT-Mastermix 4 pl  5x Reaktionspuffer M-MLV RT
1 pl 10 mMdNTP
1 pl  M-MLVRT (H-) 200 U/ul

Die Inkubation des gesamten Ansatzes erfolgte bei 42 °C fir 50 min, anschlieRend wurde die
Reaktion fur 15 min bei 70 °C abgestoppt.
Die Lagerung der cDNA erfolgte bis zur Verwendung bei -20 °C.
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2.1.1.2 gRT-PCR

Fiur die gRT-PCR wurde der Brilliant II SYBR Green QPCR Master Mix (600828, Agilent,
Waldbronn, Deutschland) verwendet.

Zu Beginn wurde die synthetisierte cDNA (Kap. 2.1.1.1, S.15) 1:10 und der Referenz-
farbstoff (ROX) 1:500 in H,Opigest. Verdiinnt. Fir jede verwendete Primerkombination (Tab. 2)

wurde anschlieRend ein eigener Mastermix hergestellt.

gRT-PCR Mastermix, 5 ul Brilliant Il SYBR Green gRT-PCR Mastermix 2x
je Probe 0,15 upl ROX (1:500)
2 pl Primergemisch (2 uM je Primer)

Der Reaktionsansatz enthielt 3 pl 1:10 verdinnte cDNA und 7 pl des jeweiligen Mastermixes.
Die Reaktion wurde in einem Mx3000P oder Mx3005P Multiplex Quantitative PCR System
von Stratagene (Waldbronn, Deutschland) durchgefihrt.

gRT-PCR Reaktionszyklus 10 min 95°C

30 s 95 °C
1 min 60°C
40 Zyklen, Messung am Ende jedes Zyklus
1 min 60 °C bis 95 °C

Messung wahrend des Aufschmelzens

Zur Uberprufung der Primerspezifitit wurde von allen Proben eine Schmelzkurve
aufgenommen. Die Berechnung der C-Werte (threshold cycle) erfolgte mit der MxPRO
Geratesoftware (Stratagene, V4.10). Die relativen Transkriptmengen wurden im Anschluss
mit Excel (Kap. 2.1.1.3, S. 17) berechnet.

Tab. 2: Primerlbersicht fir die gRT-PCR

forward reverse
N. benthamiana AOC GCACATCAACACCCCACT CCGTCTGAGTTGCTGGTT
N. tabacum RPS6 GACAATGCATCCACGGACAGAC | TTTAACTCCAGGCCGTGTTCG
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2.1.1.3 Auswertung gRT-PCR

Zur Bestimmung der relativen Transkriptmenge des Zielgens (ZG) in Bezug auf das
Referenzgen (RG) wurde aus den mit der MXPRO Software ermittelten C-Werten der
AC-Wert uiber folgende Formel bestimmt:

AC; = Cizg — Cire

Der so gewonnene ACi-Wert stellt einen logarithmischen Wert dar. Dieser kann in eine

n-fache Expression (ZG zu RG) umgerechnet werden:
n-fache Expression (ZG zu RG) = 274Ct |
Diese n-fache Expression kann im Anschluss in Relation zu den verwendeten Kontrollproben

gesetzt werden. Dabei kann die Expression der behandelten Proben (BP) als Vielfaches der

Kontrollproben (K) dargestellt werden, dies entspricht der AAC,-Methode:

n-fache Expression (%)BP

n-fache Expression (BP zu K) = TG
n-fache Expression (E)K

2.1.2 Vektoren

Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Vektoren.

Name Insert Resistenz  [Bemerkung Herkunft
pQES30::AOC1 hisAOC1 Ampicillin Expression His-tag AOC1 Arbeitsgruppe
pPQES30::A0C2 hisAOC2 Ampicillin Expression His-tag AOC2 Arbeitsgruppe
pQES30::AOC3 hisAOC3 Ampicillin Expression His-tag AOC3 Arbeitsgruppe
pQE30::AOC4 hisAOC4 Ampicillin Expression His-tag AOC4 Arbeitsgruppe
PQE30::hisAOC1 ::strepAOC2 hisAOC1 / strepAOC2 Ampicillin Expression His-tag AOC1 / Strep-tag AOC2 diese Arbeit
PQE30::hisAOC3 ::strepAOC1 hisAOC1 / strepAOC3 Ampicillin Expression His-tag AOC3 / Strep-tag AOC1 diese Arbeit
PQE30::hisAOC3 ::strepAOC2 hisAOC1 / strepAOC4 Ampicillin Expression His-tag AOC3 / Strep-tag AOC2 diese Arbeit
PQES30::hisAOC4 ::strepAOC1 hisAOC?2 / strepAOC3 Ampicillin Expression His-tag AOC4 / Strep-tag AOC1 diese Arbeit
PQES30::hisAOC4 ::strepAOC2 hisAOC?2 / strepAOC4 Ampicillin Expression His-tag AOC4 / Strep-tag AOC2 diese Arbeit
pUC-SPYNE::AOC1 AOC1-YFP" Ampicillin BiFC; N-Terminus YFP, AOC1 diese Arbeit
pPUC-SPYNE::AOC2 AOC2-YFP" Ampicillin BiFC; N-Terminus YFP, AOC2 diese Arbeit
pUC-SPYNE::AOC3 AOC3-YFP" Ampicillin BiFC; N-Terminus YFP, AOC3 diese Arbeit
pUC-SPYNE::AOC4 AOC4-YFPN Ampicillin BiFC; N-Terminus YFP, AOC4 diese Arbeit
pUC-SPYCE::AOC1 AOC1-YFP® Ampicillin BiFC; C-Terminus YFP, AOC1 diese Arbeit
pUC-SPYCE::AOC2 AOC2-YFP® Ampicillin BiFC; C-Terminus YFP, AOC2 diese Arbeit
pUC-SPYCE::AOC3 AOC3-YFP® Ampicillin BiFC; C-Terminus YFP, AOC3 diese Arbeit
pUC-SPYCE::AOC4 AOC4 -YFPC® Ampicillin BiFC; C-Terminus YFP, AOC4 diese Arbeit
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Name Insert Resistenz  [Bemerkung Herkunft
pUC::pt-YFP pt-YFP Ampicillin YFP mit Plastidensignal Arbeitsgruppe
pUC::pt-N-YFP pt-YFP" Ampicillin N-Terminus YFP mit Plastidensignal diese Arbeit
pUC::pt-C-YFP pt-YFP® Ampicillin C-Terminus YFP mit Plastidensignal diese Arbeit
pBINPLUS-SPYNE::AOC1 AOC1-YFP" Kanamycin BIiFC; N-Terminus YFP, AOC1; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYNE::AOC2 AOC2-YFP" Kanamycin BIiFC; N-Terminus YFP, AOC2; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYNE::AOC3 AOC3-YFP" Kanamycin BIiFC; N-Terminus YFP, AOC3; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYNE::AOC4 AOC4-YFP" Kanamycin BIiFC; N-Terminus YFP, AOC4; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYCE::AOC1 AOC1-YFP® Kanamycin BIiFC; C-Terminus YFP, AOC1; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYCE::AOC2 AOC2-YFP® Kanamycin BIiFC; C-Terminus YFP, AOC2; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYCE::AOC3 AOC3-YFP® Kanamycin BIiFC; C-Terminus YFP, AOC3; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS-SPYCE::AOC4 AOC4-YFP® Kanamycin BIiFC; C-Terminus YFP, AOC4; binarer Vektor | diese Arbeit
pBINPLUS::35S-A0OC1-GUS 35S-A0C1-GUS Kanamycin GUS-Fusionsprotein; binérer Vektor diese Arbeit
pBINPLUS::35S-A0C2-GUS 35S-A0C2-GUS Kanamycin GUS-Fusionsprotein; binérer Vektor diese Arbeit
pBINPLUS::35S-A0C3-GUS 35S-A0C3-GUS Kanamycin GUS-Fusionsprotein; binérer Vektor diese Arbeit
pBINPLUS::35S-A0C4-GUS 35S5-A0C4-GUS Kanamycin GUS-Fusionsprotein; binérer Vektor diese Arbeit

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Proteinexpression

Die Plasmidkonstrukte zur Expression (siehe Tab. 3) wurden in den Uberexpressionsstamm

E. coli M15 transformiert.

Eine uber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubierte Vorkultur (50 ml) wurde in frisches
LB-Medium (800 ml) utberfihrt und weiter fur etwa 3 h bei 37 °C schuittelnd inkubiert

(ODggo = 1). Die Induktion der Expression der Proteine erfolgte durch die Zugabe eines

Induktors (Vgl. S. 19). AnschlieRend wurden die Kulturen zur Expression weitere 4 h
schittelnd bei 37 °C inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit erfolgte die Sedimentation der Zellen durch Zentrifugation

(15 min, 5000 rpm, 4 °C). Das Medium wurde abgenommen, die Zellpellets in Puffer A oder

HGNED A resuspendiert (30 ml/2 Kulturen) und bei -80 °C bis zur Reinigung gelagert.

HGNED A 25 mM  HEPES (pH 8,0)
300 mM NacCl
10 % Glycerin
0,05 % Tween20
Puffer A 100 mM  Tris (pH 8,0)

300 mM NacCl
10 % Glycerin
0,05 % Tween20
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2.2.2 Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt

Das Auftauen der Zellsuspension erfolgte fir 10 min bei 37 °C im Wasserbad. AnschlieRend
wurden je 30 ml Zellsuspension 40 mg Lysozym zugegeben und 1 h auf Eis inkubiert. Der
Aufschluss erfolgte nach der Zugabe von 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF,
Sigma GmbH, Osterode, Deutschland) mittels Ultraschall (2 x 10 min, Bandelin Sonoplus
HD2070 MS72, Bandelin electronic, Berlin, Deutschland). Das erhaltene Zelllysat wurde
dann fiir 30 min bei 4 °C und 150009 zentrifugiert und der Uberstand zur Proteinreinigung

eingesetzt.

2.2.3 Native Proteinreinigung

Zur Reinigung der (iberexprimierten Proteine aus E. coliM15 wurde ein Akta Explorer
System (GE Healthcare, Minchen, Deutschland) eingesetzt. Als stationare Phasen dienten
StrepTrap HP, 1 ml (Strep-tag, 28-9075-46) und HisTrap HP, 5 ml (His-tag, 17-5248-02)

Saulen. Beide Typen wurden von GE Healthcare bezogen.

2.2.3.1 Native Proteinreinigung mittels des Strep-tag® Il Systems

Mit Hilfe des Strep-tag® Il Uberexpressionssystems kénnen exprimierte Proteine in einer
Einschritt-Affinitatschromatographie gereinigt werden. Zur Reinigung des Ziel-Proteins wird
N-terminal ein Strep-tag-ll angefligt, der aus acht Aminosauren (WSHPQFEK) besteht.
Dieser Strep-tag bindet spezifisch an StrepTactin, dem verwendeten Saulenmaterial.
Unspezifisch bindende Proteine kénnen wahrend eines Waschschrittes entfernt werden,
wahrend das Ziel-Protein spezifisch durch Austausch der Bindung mit Desthiobiotin von der
Saule eluiert wird.

Der tag beeinflusst normalerweise weder Proteinlokalisation noch Proteinfaltung. Die
Induktion der Expression erfolgt mittels Anhydrotetracyclin (AHT, 200 pg/l).

Die verwendete StrepTrap HP, 1 ml Saule wurde zunachst aquilibriert (Puffer A oder
HGNED A). AnschlieRend wurde mit Zelllysat beladen, ungebundene Proteine durch
Waschen mit dem entsprechenden Puffer entfernt und Zielproteine mit Elutionspuffer eluiert.

Zum Schluss wurde das Saulenmaterial durch Spulen mit Regenerationspuffer regeneriert.

Elutionspuffer 2,5 mM Desthiobiotin
in Puffer A oder
HGNED A
Regenerationspuffer 1 mM HABA (2-(4-Hydroxy-

phenylazo)benzoesaure)
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2.2.3.2 Native Proteinreinigung mittels des His-tag-Systems

Mit Hilfe des His-tag-Uberexpressionssystems konnen exprimierte Proteine in einer
Einschritt-Affinitatschromatographie gereinigt werden. Zur Reinigung des Ziel-Proteins wird
N-terminal ein His-tag angefigt, der aus sechs Histidin-Molekilen (HHHHHH) besteht.
Dieser His-tag bindet spezifisch an Ni-NTA-Agarose, dem verwendeten S&ulenmaterial.
Unspezifisch bindende Proteine kénnen wahrend eines Waschschrittes entfernt werden. Das
Ziel-Protein eluiert spezifisch durch Austausch der Bindung mit Imidazol von der Saule. Die
Induktion der Expression erfolgt mittels Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG, 1 mM).

Die verwendete HisTrap HP, 5 ml Saule wurde zunachst &aquilibriert (Puffer A oder
HGNED A). AnschlieBend wurde mit Zelllysat beladen, ungebundene Proteine durch
Waschen mit dem entsprechenden Puffer entfernt und Zielproteine mit Elutionspuffer eluiert.

Zum Schluss wurde das Saulenmaterial durch Spulen mit Puffer regeneriert.

Elutionspuffer 400 mM Imidazol
in  Puffer A oder
HGNED A
2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen mittels des BCA-Testes

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des BCA-Tests (Bicinchoninic Acid Protein Assay
Kit; Sigma GmbH, Osterode, Deutschland) ermittelt. Dabei wurde nach den Angaben des
Herstellers mit einem auf 40 pl verringertem Probenvolumen verfahren.

Eine entsprechende Eichgerade wurde durch Verdinnen einer Standard-Losung aus
Rinderserumalbumin (BSA) erstellt. Die Inkubation erfolgte bei 60 °C fir 1 h.

Die Bestimmung der Absorption erfolgte mit einem NanoDrop 1000 Spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific).
2.2.5 SDS-PAGE
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde in einer Minigel-Twin-Kammer (Mini-

PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) durchgefiihrt. Die dabei

verwendeten Glasplatten hatten eine Abmessung von 10,1 x 8,2 x 0,075 cm.
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2.2.5.1 Probenvorbereitung

Die in der SDS-PAGE aufzutrennenden Proben wurden im Verhéltnis 1:1 mit SDS-
Probenpuffer gemischt und 5 min bei Raumtemperatur, 42 °C oder 95 °C denaturiert.

Danach erfolgte die Auftragung der Proben mit Hilfe einer Mikroliterspritze auf das Gel.

SDS-Probenpuffer 125 mM  Tris-HCI (pH 6,8)
20 g/l SDS
50 % Glycerin
5 % 3-Mercaptoethanol
0,01 g/l Bromphenolblau

2.2.5.2 Proteinmarker

Zur GroRRenabschatzung der getrennten Proteine wurde der PageRuler Prestained Protein
Ladder Plus (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland, SM1811) verwendet.

2.2.5.3 Lineare SDS-PAGE

nach Laemmli (1970)

Fur die Auftrennung der Proteine wurden lineare SDS-Polyacrylamid-Gele nach Laemmli

(1970) verwendet. Die Konzentration der Gele betrug 12 %.

Trenngel (5 ml) 1.5 ml Acrylamid; 37,5:1; 40 %
2,175 ml H,O
1,25 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
25 ul 20 % SDS
25 ul TEMED
50 pl 10 % APS

Das Gelgemisch wurde nach vorsichtigem Mischen luftblasenfrei zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen. Um eine planare Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu
erhalten, wurde das Trenngel mit 1 ml Wasser Uberschichtet, welches nach Polymerisierung
des Trenngels entfernt wurde. Das Sammelgel zur Aufnahme und Konzentrierung der
Proben wurde auf das Trenngel gegeben und zur Formung von Geltaschen ein Kamm

eingesetzt.
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Sammelgel (2 ml) 200
1,28

500

10

2,5

20

ml
ul
ul
ul
ul

Acrylamid; 37,5:1; 40 %
H,O

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
20 % SDS

TEMED

10 % APS

Der Elektrodenpuffer wurde in Anoden- und Kathodenraum der Elektrophoresekammer

gegeben.
Elektrodenpuffer 14,4 g/l Glycin
3 gl Tris
1 gl SDS

Die Trennung der Proben erfolgte in zwei Schritten: (1) Konzentrierung der Proben fir
15 min mit 85 V und (2) Trennung der Proben fiir 45 min bei 135 V.

Die Gele wurden anschlieRend mit Coomassie (Kap. 2.2.6, S. 22) gefarbt oder fir eine

Western-Blot-Analyse (Kap. 2.2.7, S. 23) verwendet.

2.2.6 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Die SDS-Polyacrylamid-Gele wurden mindestens 30 min oder Uber Nacht in Farbel6sung

inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Entfarbung des Hintergrundes innerhalb von 1-2 h durch

Entfarberlosung.
Farbelésung 40 % Ethanol
10 % Essigsaure
0,1 % Coomassie G-250
Entfarberlésung 40 % Ethanol
75 % Essigsaure
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2.2.7 Western-Blot-Analyse

Zur Detektion von Proteinen durch Antikdrper wurden diese nach erfolgter SDS-PAGE auf
eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran) mittels semi-dry-blot transferiert.

Die auf GelgroRe zugeschnittene PVDF-Membran wurde fir 1min in Methanol
(HPLC gradient grade) geschwenkt und anschliel3end mit dem SDS-Gel in TOWBIN-Puffer
bis zur Verwendung inkubiert.

Fur den Blot wurde extra thick blot paper (170-3965, BioRad, Minchen, Deutschland)
ebenfalls auf Gelgrofl3e zugeschnitten und in TOWBIN-Puffer getrankt.

In die Blot-Apparatur (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad, Munchen,
Deutschland) wurde zunachst eine Lage extra thick blot paper gelegt, darauf folgte die
PVDF-Membran, das Gel und eine weitere Lage extra thick blot paper. Alles wurde mit wenig
TOWBIN-Puffer benetzt, luftblasenfrei zusammengebaut und die Apparatur verschlossen.
Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei 20V fiur 30 min (konstante
Spannung). Dabei sollte die Stromstérke 15 mA/cm? Gel nicht (ibersteigen.

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran entnommen, kurz mit H,Opiges. gespuilt und
anschlielend fir 1-16 h in einer Blockierungslosung inkubiert. Nach Abgiel3en der
Blockierungslosung erfolgten vier Waschschritte in TBSTT und ein Waschschritt in TBS fur
jeweils 10 min. Im Anschluss wurde die Membran fiur 1h mit dem in 15ml
Blockierungslosung verdinntem primaren Antikorper (Tab. 4) inkubiert. Danach wurde die
Antikorperldsung abgegossen und die Membran wieder viermal in TBSTT und einmal in TBS
fur je 10 min gewaschen. Die Inkubation mit dem wieder in Blockierungsldsung verdiinntem
sekundaren Antikorper (Tab. 4) erfolgte ebenfalls tber eine Stunde. Nach Entfernen des
sekundaren Antikdrpers wurde die Membran funfmal fir je 10 min in TBSTT gewaschen.

Die in TBSTT gewaschene Membran wurde fir 5-30 min in der frisch in AP-Puffer
hergestellten Detektionslosung bis zur guten Sichtbarkeit der Banden inkubiert. Die Reaktion
wurde dann durch Waschen in H,Opiqest. gestoppt und die Membran anschliel3end getrocknet

und archiviert.

TOWABIN, pH NICHT einstellen! 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol,
HPLC gradient grade
TBS 10 mM Tris (pH 7,5)
100 mM NacCl
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TBSTT 20 mM Tris (pH 7,5)
500 mM NacCl
0,2 %  Triton X-100
0,05 %  Tween-20

Blockierungslosung 3 % BSA
in TBS
AP-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 9,5)

100 mM NacCl
50 mM MgCl,

Detektionslosung 15 ml  AP-Puffer
60 pl BCIP, 42 mg/ml
60 pl NBT, 83 mg/ml

Tab. 4: Verwendete Antikérper und deren Verdinnung. |  m oberen Teil die primaren Antikorper, im unteren
Teil die sekundaren Antikdrper (AP=Alkalische Phospha tase)

Antikérper Wirt Verdinnung
Anti-His-tag Maus 1:1000
Anti-AOC Kaninchen 1:5000
Anti-HA-tag Maus 1:500
Anti-myc-tag Maus 1:10
Anti-YFP" Ziege 1:2000
Anti-YFP® Ziege 1:2000
Anti-mouse-AP Ziege 1:5000
Anti-rabbit-AP Ziege 1:5000

2.2.8 Strep-tag-Nachweis

Der Nachweis der Strep-tag-Markierung erfolgte durch ein verkirztes Protokoll, da das
verwendete StrepTactin-HRP-Konjugat (IBA Biotagnology, Goéttingen, Deutschland) direkt
Uber die daran gekoppelte Peroxidaseaktivitdt nachgewiesen werden kann. Die in der
SDS-PAGE getrennten Proteine wurden wie oben beschrieben auf die PVDF-Membran
transferiert und die Membran anschlieend in 15 ml Blockierungslésung fur 30 min inkubiert.
Danach wurde das StrepTactin-HRP-Konjugat direkt (Verdinnung 1:3750) in die
Blockierungslosung gegeben und die Mischung fir weitere 30-60 min inkubiert. Nach Ablauf

der Zeit wurde die Membran zweimal in TBS und einmal in Puffer W fir jeweils 10 min
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gewaschen. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte durch Inkubation in der frisch
hergestellten Strep-tag-Detektionslésung fur 2-20 min. Abgestoppt wurde die Reaktion durch

Waschen in HyOpigest -

Puffer W 100 mM Tris (pH 8,0)
150 mM NaCl
1 mM EDTA
Strep-tag-Detektionslésung 75 ml  Pufferw

75 30 % H,0,
51 ul 3 % 4-Chloro-1-naphthol

in Methanol

2.2.9 Protein- crosslinking

Zunachst wurde eine 10x Stammldsung des crosslinkers (EGS;
Ethylen Glycol bis (Succinimidyl Succinat), Abb. 8) in DMSO hergestellt.

/“(//00 o 0

\ﬂfuﬁﬂJ\/\ravﬂnﬂ\/\(uhﬁ
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Abb. 8: Strukturformel des crosslinkers Ethylen Glycol bis (Succinimidyl Succinat)

Im Anschluss daran wurden 10 pg des Proteins in 9 pl HGNED-Puffer gebracht. Zu den 9 pl
Proteinlésung wurde dann 1 pl der 10x crosslinker-Lésung gegeben. Dieser Ansatz wurde
anschlielend 5-40 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion mit 1 pl
Tris-Glycin-Lésung abgestoppt.

Der Reaktionsansatz wurde mit 10 pl SDS-Probenpuffer versetzt, fur 10 min bei 95 °C
inkubiert und mittels SDS-PAGE analysiert.

Fur die Analyse mittels GréfRenausschlusschromatographie wurde das Volumen des

Ansatzes entsprechend vergroRRert. Dabei wurden 0,5-1 mg Protein eingesetzt.

HGNED-Puffer 25 mM HEPES (pH 8,0)
100 mM  NacCl
0,2 mM EDTA
10 % Glycerin
0,05 % NP-40
1 mM DTT
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Tris-Glycin-Lésung 1 M Tris (pH 7,5)
1 M Glycin

crosslinker-Lésung, 10x 2 mM in DMSO

2.2.10 GréRenausschlusschromatographie

Zur genauen GroRenbestimmung der beim crosslinking erhaltenen Proteinkomplexe wurde
die GroRenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC, Gelffiltration)
verwendet. Hierbei werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht getrennt, wobei grof3e
Molekile schneller und kleine Molekile langsamer von der S&ule eluieren (umgekehrter
Siebeffekt).

Die Analysen erfolgten an einem Akta Explorer System (GE Healthcare, Minchen,
Deutschland). Die Proben wurden auf ein Volumen von 1,5 ml gebracht und tber eine 2-ml-
Probenschleife auf eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prepgrade Saule (17-1069-01,
Pharmacia/GE Healthcare, Miunchen, Deutschland) geladen. Die Trennung der Proben

erfolgte bei einer Flussrate von 1 ml/min.

SEC-Puffer 100 mM  Tris (pH 8,0)
300 mM NacCl
5 % Glycerin

2.2.10.1 Auswertung

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe von GrdélRenstandards und des
Saulenausschlussvolumens (vp). Hierzu wurden Proteine mit bekanntem Molekulargewicht
(Tab. 5) verwendet und deren Elutionsvolumina (vg) in Relation zu vy gesetzt. Zur Bestim-

mung von v, diente Dextran Blue.

Tab. 5: Zur Kalibrierung der SEC-S&aule verwendete Proteine

Protein MW in kDa veg in ml Vel/Vo
Dextran Blue 2000 44,2 1
Katalase 240 65,6 1,475
Aldolase 158 66,19 1,499
BSA 67 75,4 1,695
Ovalbumin 43 81,34 1,842
Chymotrypsinogen A 25 90,5 2,032
Ribonuklease 13,7 95,4 2,161
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2.3 Bestimmung der AOC-Aktivitat

2.3.1 Enzymassay

Die Bestimmung der AOC-Aktivitat erfolgte mittels eines gekoppelten Enzymassays. Dabei
stellt die Allenoxidsynthase (AOS) das Substrat fur die Allenoxidzyklase (AOC) zur
Verfigung (Kap. 1, Abb. 1, S. 2).

Der Assay erfolgte in zwei Schritten: 1. Enzymatische Reaktion, 2. Analyse der
Reaktionsprodukte mittels RP-HPLC und chiraler HPLC.

Die enzymatische Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von 200 pl statt. Alle
Komponenten wurden auf Eis pipettiert bzw. inkubiert. Dabei wurden Phosphatpuffer (nach
Sdrensen; pH 7,0), AOS (A6481, Sigma GmbH, Osterode, Deutschland) und AOC vorgelegt
und die Reaktion dann mit der Zugabe von 13(S)-HPOT gestartet.

200 pl Reaktionsansatz ad 200 I  Phosphatpuffer
AOC-Aktivitatsbestimmung 1 ul  AOS (1:60 Verdinnung)
0,1-10 pg AOC
4 pl 13(S)-HPOT (= 39,9 nmol)

Nach einer Inkubationszeit von 5-30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 40 ul 2 N
HCI abgestoppt.

Fur die spatere Quantifizierung wurden 9,93 nmol Methyl-OPDA (MeODPA) als Standard
dazugegeben. Zur Extraktion der Reaktionsprodukte wurde der Ansatz anschlieRend
zweimal mit je 1 ml Diethylether ausgeschuttelt und beide Etherphasen in ein frisches
2-ml-Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Die Etherphasen wurden in der SpeedVac (Eppendorf
Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) vollsténdig eingedampft, die getrock-
neten Reaktionsprodukte in 300 ul Methanol (HPLC gradient grade) aufgenommen und nach
Zugabe von 35 pl 2 N NaOH fir eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach der anschlieRenden
Zugabe von 40 pl 2 N HCI sollte der pH-Wert bei 3-4 liegen (Uberpriifung mit pH-Testpapier).
Danach wurde der Ansatz wieder zweimal mit je 1 ml Diethylether ausgeschittelt, die
Etherphasen in ein frisches 2-ml-Reaktionsgefal® tGberfuhrt und die vereinten Etherphasen
wieder in der SpeedVac eingedampft. Um den wéssrigen Rest im Reaktionsgefald zu
entfernen, wurden nochmals 300 pl Diethylether zugegeben, geschittelt und wieder in der
SpeedVac eingedampft. Dieser Zyklus wurde dreimal wiederholt bis eine Phasentrennung
zwischen Ether- und wassriger Phase erkennbar war. Die wassrige Phase wurde entfernt
und die Etherphase bis zur Trockne eingedampft.

Anschlieend wurde die getrocknete Substanz in 110 ul mobiler Phase 1 aufgenommen.
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mobile Phase 1 75 % Methanol
25 % 0,2 % Essigsaure

isokratischer Gradient

Die Probe wurde in ein HPLC-Probengefal? tberfuhrt, das Gefal verschlossen und 90 ul zur
Analyse in die HPLC injiziert. Die Trennung der Proben erfolgte im ersten Schritt an einer
Eurospher 100 C18 Saule (Knauer, B6 Y535). Die OPDA-Fraktionen (Tab. 6 und Abb. 9)
wurden zu je 1,4ml gesammelt und zur weiteren Analyse verwendet. Die
MeOPDA-Fraktionen (Tab. 6 und Abb. 9) wurden nicht gesammelt. Hier war nur die

peak-Flache fur die Auswertung relevant.

may Eurospher 100 C18
160

120

100

" MeOPDA,

) ~23,5min

© OPDA,

L ~12,5 min
20
0 _fU/J\\N\‘/J \M /—/\/\

Abb. 9: Chromatogramm A einer Probe zur Bestimmung d es OPDA-Gehaltes. Die Trennung erfolgte an
einer Eurospher 100 C18 Saule mittels der mobilen Pha  se 1. ODPA eluiert bei 12-13 min und MeOPDA bei
23-24 min von der Saule.

Die gesammelten OPDA-Fraktionen wurden in kleine Rundkolben (10 ml) tberfihrt, am
Rotationsverdampfer eingedampft und die getrocknete Substanz anschlieRend in 110 pl

mobiler Phase 2 aufgenommen.

mobile Phase 2 65 % Methanol
35 % 0,2 % Essigsaure

isokratischer Gradient

Es wurden wieder 90 pl zur zweiten, chiralen Analyse in die HPLC injiziert. Die Trennung
erfolgte an einer EC200/4 Nucleodex beta PM S&ule (Macherey-Nagel, 720125.40). Hier
erfolgte die Trennung der beiden chiralen Formen des OPDA (9(S),13(R)-ODPA und
9(R),13(S)-OPDA, Abb. 10). Das 9(S),13(R)-ODPA ist die enzymatisch gebildete Form und
das 9(R),13(S)-OPDA ist die spontan gebildete Form. Die Retentionszeiten sind in Tab. 6
aufgelistet.

Die Detektion der Analyten erfolgte bei 223 nm.
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may EC200/4 Nucleodex beta PM

10 \\
s
0
r
1]

Abb. 10: Chromatogramm B einer Probe zur Bestimmung des OPDA-Gehaltes. Die Trennung erfolgte an
einer EC200/4 Nucleodex beta PM Saule mittels der mob ilen Phase 2. 9( S),13(R)-ODPA eluiert bei 6-7 min
und 9(R),13(S)-OPDA bei 10-11 min von der Séaule.

9(S),13(R)-OPDA,
~ 6,5 min 9(R),13(S)-OPDA,
~10,5 min

2.3.2 Auswertung

Die Integration der Flachen unter den detektierten peaks erfolgte mittels der Geratesoftware
HP-Chemstation (Rev. A.10.01 [1635]). In Tab. 6 sind die fir die Auswertung wichtigen

Detektionssignale zusammengestellt.

Tab. 6: Relevante Signale zur Bestimmung der AOC-Enzy  maktivitit. Die Detektion erfolgte bei 223 nm.

Substanz Ret(?rr:t:gir:]szelt Stationare Phase Mobile Phase

75 % MeOH, 25 % 0,2 %

OPDA 12-13 Eurospher-100 C18, Knauer o : .
Essigsaure, isokratisch

75 % MeOH, 25 % 0,2 %

MeOPDA 23-24 Eurospher-100 C18, Knauer Essigséure, isokratisch
9S,13R OPDA 6-7 EC200/4 Nucleodex 65 % MeOH, 35 % 0,2 %
(enzymatisch) beta-PM, Macherey-Nagel Essigsaure, isokratisch
9R,13S OPDA 10-11 EC200/4 Nucleodex 65 % MeOH, 35 % 0,2 %

(spontan) beta-PM, Macherey-Nagel Essigsaure, isokratisch

Uber die peak-Flachen erfolgte die Berechnung der gebildeten Menge an ODPA:

[Flache OPDA] X [nmol MeOPDA Standard]
[Flache MeOPDA Standard]

nmol OPDApope =

Die so errechnete Menge an OPDA beinhaltet jedoch beide Formen (9(S),13(R) und
9(R),13(S)) von OPDA. Um die spontan gebildete Menge an OPDA von der enzymatisch
gebildeten Menge zu trennen, wurden die Ergebnisse der chiralen Trennung herangezogen.
Zunachst wurde der prozentuale Anteil von enzymatisch gebildetem OPDA mit folgender

Formel berechnet:
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[[Flache 9(S),13(R)-OPDA] — [Flache 9(R),13(S)-OPDA]]

X% =X x100 = ——— -
[[Flache 9(S),13(R)-OPDA] + [Flache 9(R),13(S)-OPDA]]

Mit beiden errechneten Werten kann der enzymatisch gebildete Anteil von OPDA in der

Probe bestimmt werden.

2.4 Methoden zur Anzucht und Transformation von Bak terien

2.4.1 Medien und Antibiotika

2.4.1.1 LB-Medium und LB-Agar

LB Broth Medium und LB Agar wurden von Difco™ (Becton, Dickinson and Company;

Sparks, MD 21152, USA) bezogen und nach Herstellerangaben hergestellt.

2.4.1.2 YEB-Medium

05 % Rinderextrakt
0,1 % Hefeextrakt
05 % Pepton
05 % Saccharose
pH 7,0 einstellen und autoklavieren

2 mM MgSO,, nach dem Autoklavieren

2.4.1.3 Antibiotika

Die Stammlésungen wurden bei -20 °C aufbewahrt und den sterilen Medien in den in Tab. 7

aufgefuhrten Endkonzentrationen zugesetzt.

Tab. 7: Antibiotika-Stammlésungen und Endkonzentratio nen im Medium

Antibiotikum Stammldsung [mg/ml] Endkonzentration [ug/ml]
Ampicillin 125 in 50 % Ethanol 125
Kanamycin 25 in HoOpigest. 25
Chloramphenicol 20 in Ethanol 20
Streptomycin 50 in HoOpidest. 50
Spectinomycin 100 in HoOpigest. 100
Rifampicin 150 in Methanol 150
Carbenicillin 50 in 50 % Ethanol 50
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2.4.2 Zellanzucht, Herstellung kompetenter Zellen u  nd Transformation

2.4.2.1 Anzucht von Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens

Die verwendeten E.-coli-Stamme (XL-1, M15) wurden in LB-Medium bzw. auf LB-Agar
angezogen, wobei zur Selektion die entsprechenden Antibiotika in den in Tab. 7 (S. 30)
angegebenen Konzentrationen zugegeben wurden. Als Anzuchtgefdlle dienten sterile
Reagenzglaser und Erlenmeyerkolben. Die Anzucht erfolgte bei 37 °C.

Die Anzucht der verwendeten A.-tumefaciens-Stamme (LBA4404, GV2260) erfolgte in
LB- oder YEB-Medium bzw. -Agar. Zur Selektion wurden ebenfalls die entsprechenden
Antibiotika in den in Tab. 7 (S.30) angegebenen Konzentrationen zugegeben. Als
Anzuchtgefalle dienten sterile Reagenzglaser und Erlenmeyerkolben. Die Anzucht erfolgte
bei 28 °C.

2.4.2.2 Herstellung chemisch kompetenter E.-coli-Zellen

Die Herstellung kompetenter E.-coli-Zellen erfolgte nach der Calciumchlorid-Methode
(Mandel & Higa, 1970). Uber Nacht wurde eine Vorkultur des zu transformierenden Stammes
angezogen. Diese Kultur wurde in 50 ml frischem LB-Medium 1:100 verdiinnt und bei 37 °C
bis zu einer ODgo = 0,3 weiter kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen 30 min auf Eis
inkubiert, in ein steriles, vorgekihltes 50-ml-Greiner-Rohrchen tberfuhrt und anschlieRend
fir 10 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 10 ml eiskalter
0,1 M CaCl,-Losung resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 4 °C, 5000 rpm). Dann
wurden die Zellen in 2 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung aufgenommen, mit 2 ml 50 %

Glycerin versetzt und bis zur Transformation bei -80 °C gelagert.

2.4.2.3 Transformation chemisch kompetenter E.-coli-Zellen

Die Transformation wurde nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. CaCl,-kompetente
Zellen (50 bzw. 100 pl) wurden mit der zu transformierenden DNA (1-2 ul, 10 pl bei
Ligationsansatzen) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Es schloss sich ein Hitzeschock
fur 90 s bei 42 °C an, wonach die Transformationsanséatze sofort wieder auf Eis gekuhlt
wurden (2 min). Nach Zugabe von LB-Medium (200 bzw. 400 ul) wurden die Zellen fir 1 h
bei 37 °C inkubiert, im Anschluss auf Selektivagar ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C

inkubiert.
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2.4.2.4 Herstellung elektrokompetenter A.-tumefaciens-Zellen

Uber Nacht wurden 2 x 3-ml-Kulturen in LB-Medium angezogen (28 °C). Diese wurden dann
in 200 ml vorgewarmtes LB-Medium dberfiihrt und bis zum Erreichen einer ODgy = 0,6
inkubiert (~ 3 h). Die Kultur wurde dann fir 15 min auf Eis inkubiert, anschlieRend in
50-ml-Greiner-Réhrchen tberfihrt und mit 3000 g bei 4 °C fir 10 min abzentrifugiert. Die
Pellets wurden dann zunadchst mit 40 ml eiskaltem H,On4est gewaschen, abzentrifugiert
(3000g, 4 °C, 10 min) und dann nochmals mit 20 ml eiskaltem H,Opigest. gewaschen und
abzentrifugiert (3000g, 4 °C, 10 min). Die Pellets wurden in 10 ml eiskaltem H;Opigest.
resuspendiert und die vier Fraktionen vereinigt. Nach einer weiteren Zentrifugation (3000g,
4 °C, 10 min) wurde das Pellet in 1 ml eiskaltem 10 %igen Glycerin aufgenommen, die Zellen

zu 50 pl aliquotiert und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.4.2.5 Transformation elektrokompetenter A.-tumefaciens-Zellen

Die Elektroporation erfolgte mit einem Micro Pulser (BioRad, Minchen, Deutschland). Pro
Ansatz wurden 50 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, 1-5 pl Plasmid-DNA zugegeben
und nach fanfminttiger Inkubation auf Eis in sterile, vorgekihlte Elektroporationskivetten
(Elektrodenabstand 0,1 cm) Uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 2,5kV und
200 Q, wodurch eine Feldstarke von 12,5 kV/cm und eine Zeitkonstante von 3,8 ms erreicht
wurden. Sofort nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium zugegeben, die Zellen in ein
1,5-ml-Reaktionsgefal tberfihrt und fir 1 h bei 28 °C inkubiert. 50-200 pl des Ansatzes

wurden auf Selektionsagar ausplattiert und bei 28 °C inkubiert.

2.5 Praparation von Mesophyllprotoplasten aus Arabidopsis thaliana
nach Sheen (2002)

Samen von Arabidopsis thaliana Col-0 wurden auf Erde ausgesét und funf Wochen unter
Kurztagbedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit) kultiviert. Zur Praparation von Mesophyll-
protoplasten wurden 15 Blatter einzeln geerntet, die Spitze (vorderes Drittel) entfernt und
anschlie3end mit einer frischen Rasierklinge in etwa ein bis zwei Millimeter breite Streifen
geschnitten, wobei das letzte Drittel des Blattes wiederum verworfen wurde. Die Blattstreifen
wurden sofort in die vorbereitete Enzymlosung (10 ml) dberfihrt und untergetaucht.
Nachdem alle 15 Blatter geerntet, geschnitten und in die Enzymlésung getaucht waren,
wurde die Enzymldésung in die Blattstreifen infiltriert. Hierzu wurde die Petrischale in einen

Exsikkator gestellt und fir 30 min ein Unterdruck (Wasserstrahlpumpe) angelegt. Danach
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erfolgte die vier- bis funfstindige Inkubation der Blattstreifen in der Enzymlésung bei 21 °C
im Dunkeln. Im Anschluss an die Inkubation wurden 10 ml W5-Ldsung zur Enzymlésung
gegeben und die Protoplasten mittels Schwenken aus den Blattstreifen geldst. Hierbei sollte
sich die Loésung granlich verfarben. Zur Trennung der Zellwandtrimmer von den
Protoplasten wurde die Protoplasten/Enzyml6sung filtriert. Nachfolgend wurde die
Protoplastensuspension bei 100g fiir 8 min zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abgenommen. Die Protoplasten wurden nochmals mit 10 ml W5-Lésung gewaschen,
zentrifugiert (100g, 8 min) und der Uberstand bis auf ca. 100 ul abgenommen. Dieser Rest
diente zur Resuspension der Protoplasten. Die Protoplasten (8 pl Aliquot) wurden in einer
Blutzahlkammer nach Thoma gezahlt und auf Qualitat Uberpruft.

Die Protoplastensuspension wurde nun mit 500-600 pl MaMg-Ldsung versetzt und zur

Transformation eingesetzt.

Enzymldsung (10 ml) 150 mg Cellulase R-10
30 mg Macerozym
5 ml 0,8 M Mannitol
200 ul 1 M KCl,
2 ml MES-KOH (pH 5,7)
10 min Inkubation bei 55 °C, abkuhlen lassen
100 i 1 M CaCl,
10 mg BSA

W5-Losung 154 mM NacCl
125 mM CacCl,
5 mM KCI

mM  Glucose
mM  MES (pH 5,7)

MaMg-Losung 400 mM  Mannitol
15 mM  MgCl,
4 mM MES (pH5,7)

2.6 Transformation von Arabidopsis-Mesophyllprotopl asten
nach Sheen (2002)

Die zu transformierende DNA (15ug in max. 20pul) wurde in ein steriles
15-ml-Kulturréhrchen vorgelegt und je 100 ul der in MaMg-Lésung aufgenommenen
Protoplasten dazugegeben. Bei der Transformation von zwei verschiedenen Konstrukten

wurden jeweils 15 pg DNA zugegeben, wobei das Gesamtvolumen 20 ul nicht Uberschritt.
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Die Protoplasten wurden dann vorsichtig mit der DNA gemischt (schwenken), danach 110 pl
PEG-L6sung (immer frisch hergestellt) zugegeben und wieder gemischt. Diese Ansatze
wurden 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die
Ansatze mit 440 pl W5-Lésung verdinnt und abzentrifugiert (8 min, 100g, RT). Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die Protoplasten mit 1 ml W5-Lésung versetzt.
Dieser Ansatz wurde dann Uber Nacht (16-20 Stunden) im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert und im Anschluss mittels confocal laser scanning microscopy (CLSM, Kap. 2.8,
S. 35) untersucht.

PEG-L6sung 4 g PEG 4000
mi H2Obidest.
2,5 mil 0,8 M Mannitol
ml 1 M CaNOs;

2.7 Infiltration von Nicotiana-benthamiana-Blattern

Fur die Infiltration von N.-benthamiana-Blattern wurde Agrobacterium tumefaciens GV2260
eingesetzt und mit den entsprechenden Konstrukten mittels Elektroporation transformiert.

Far die Infiltration wurden zunachst die entsprechenden, transformierten Agrobakterien in
YEB-Medium (5 ml + Antibiotika) Uber Nacht angezogen. AnschlieRend wurde den Kulturen
20 UM Acetosyringon, 10 mM Glucose und 10 mM MES (pH 5,6) zugegeben und flr weitere
24 h bei 28 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde zunachst frisches 2x Infiltrationsmedium hergestellt. Zur
Bestimmung der bendtigten Kulturmenge wurde die ODggo der Kulturen bestimmt. Hierzu
wurden 100 pl der Kulturen abgenommen und mit 900 pl frischem Medium verdiinnt. Nach

Bestimmung der ODggo konnte die bendtigte Kulturmenge berechnet werden:

Volumeng,; X ODgqp
ODist

= Xgultur MI

Die entsprechende Kulturmenge wurde daraufhin abgenommen und bei 4000 rpm und 4 °C
fur 10 min abzentrifugiert. Bei der Infiltration von Split-YFP-Konstrukten wurden die Kulturen
der gewiinschten Kombination gemischt und zusammen abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in 1 ml frischem YEB-Medium resuspendiert
und im Anschluss je 2 ml 2x Infiltrationsmedium und H,Opieest. Zugegeben. Kurz vor der

Infiltration wurde den Zellsuspensionen nochmals 20 uM Acetosyringon zugegeben. Die
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Zellsuspension wurde nun mittels einer 1-ml-Spritze in die Unterseite der Blatter inokuliert
und die Infiltrationsstellen markiert.

Die infiltrierten Pflanzen wurden dann fir weitere 5 Tage wieder in das Gewéachshaus
zuriickgestellt. Nach dieser Zeitspanne wurden die markierten Blattbereiche ausgeschnitten
und mittels confocal laser scanning microscopy (Kap. 2.8, S. 35) untersucht bzw. fir
gRT-PCR-Versuche verwendet (Kap. 2.1.1, S. 15).

2x Infiltrationsmedium 10 % Saccharose
20 mM  Glucose
8,6 g/l MS-Medium (pH 5,6)

2.8 Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

Fur alle mikroskopischen Untersuchungen mit dem bimolecular-fluorescence-
complementation-System (BiFC, split-YFP) wurde das LSM 510 META von der Firma Zeiss
(Jena, Deutschland) verwendet. Entsprechend der Anregungswellenlangen von GFP
(475 nm) und YFP (507 nm) wurden die Laserlinien 488 nm und 514 nm des Argon-Lasers
zur Fluoreszenzanregung genutzt. Dabei wurden die Ausgangsleistung des Lasers auf 50 %
und der Output auf 19,8 % eingestellt. Die eingesetzten Filter wurden passend zum
Anregungs-/Emissionsspektrum der Proben gewahlt, mit Ausnahme des A-Scans. Hier
wurden die Emissionen im Wellenlangenbereich von 516 — 680 nm aufgenommen.

Sowohl fir die Untersuchungen von Mesophyllprotoplasten von A. thaliana als auch Blattern
von N. benthamiana wurde das 63x Wasserimmersionsobjektiv (Apochromat) verwendet.

Die gewonnenen Bilder wurden mittels der Datenbankenfunktion der Mikroskopsoftware

archiviert.

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mittels der AIM-Image-Browser Software
von Zeiss. Hier wurde zunéchst mittels der aufgenommenen Spektren der A-Scans die
Identitdt der YFP-Fluoreszenz (Agmission = 532 nm) Uberprift. Anschlie@end wurden die
aufgenommenen Mesophyllprotoplasten als ROI (region of interest) definiert und so die
jeweilige Intensitat bestimmt. Zusétzlich gingen die Laserleistung und die Offnung des
pinhole in diesen Wert mit ein. So ergibt sich ein relativer Fluoreszenzwert der zur objektiven

Betrachtung der jeweiligen Fluoreszenzintensitat herangezogen werden kann.

Emission 532 nm

rel. Fluoreszenz = ( ) * 1000

pinhole? * % Output
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2.9 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von A.-thaliana-Pflanzen erfolgte mittels der floral-dip-Methode
(Clough & Bent, 1998).

Hierfir wurde der Agrobacterium-tumefaciens-Stamm LBA4404 verwendet. Dieser wurde
durch Elektroporation mit den entsprechenden bindren Plasmiden (Tab. 3, S.17)
transformiert und anschlieRend zur Pflanzentransformation eingesetzt. Dazu wurden 5 ml
YEB-Medium mit den Agrobakterien angeimpft und fur zwei Tage bei 28 °C schitteind
inkubiert. Die Kultur wurde danach in 25 ml frisches YEB-Medium uberfuhrt und wieder bei
28 °C schittelnd fur 12-16 Stunden inkubiert. Bei einer ODgq > 2 wurde die Kultur geerntet
(RT, 3000rpm, 10min) und in 30ml frischem YEB-Medium resuspendiert. Die
resuspendierte Kultur wurde dann in eine 5 %ige Sucrose-Ldsung (unter Berucksichtigung
des Kulturvolumens) tberfuhrt und mit 0,03 % Silwet L-77 versetzt.

AnschlieRend wurden die oberirdischen Teile gesunder A.-thaliana-Pflanzen (mdglichst viele
Blutenstande) fur zehn Sekunden in die hergestellte Bakteriensuspension getaucht und
dabei vorsichtig geschwenkt. Nach dem Dippen wurden die Pflanzen in ein leeres
Gewdachshaus gelegt, mit einer Plastikfolie abgedeckt und mit dem Deckel verschlossen fir
24 Stunden inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit konnten die Pflanzen wieder aufgestellt und
bis zur Samenreife weiterkultiviert werden.

Die Samen abgeblihter A.-thaliana-Pflanzen wurden durch Sieben der Fruchtstande
gesammelt. Die gesiebten Samen lagerten dann in 1,5-ml-Reaktionsgefal3en oder

Greiner-Rohrchen bei 4 °C.

2.9.1 Samensterilisation und Selektion

Die gesammelten Samen verblieben fir mindestens zwei Tage bei 4 °C. Die Selektion
transgener Samen erfolgte anschlieRend auf Selektions-Agar-Platten.

Dazu wurden die Samen zunéchst fur 5 min in 50 % Ethanol, anschlie3end fir weitere 5 min
in 50 % Na-Hypochlorid inkubiert und danach sofort 4x mit H,Opigest. gewaschen. Die auf
diese Weise sterilisierten Samen konnten dann auf vorbereitete Selektivagarplatten
ausgelegt und im Lichtraum (16 h Tag/8 h Nacht, 24 °C/19,5 °C) fir 3-4 Wochen inkubiert
werden. Resistente Pflanzen wurden auf Erde umgesetzt und im Lichtschrank bis zur

Samenreife weiterkultiviert.
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2.10 Detektion der Glucuronidaseaktivitat (GUS-Akti  vitat)

Die Detektion der Glucuronidase-Aktivitat (GUS) erfolgte unter Verwendung von
4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid  (4-MUG). Die Glucuronidase spaltet dieses in
Glucuronid und 4-Methylumbelliferon (4-MU), welches bei einer Anregungswellenlange von

360 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm fluorimetrisch bestimmt werden kann.

Das Pflanzenmaterial wurde von der Pflanze geerntet, in flissigem Stickstoff homogenisiert
und mit 600 ul Extraktionspuffer auf dem Vortexer gemischt. AnschlieRend wurden die
Proben fur 10 min auf Eis inkubiert, erneut kraftig gemischt (Vortex) und dann bei 4 °C,
13000 rpm fur 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bis zur
Verwendung auf Eis gelagert.

Zur Bestimmung der GUS-Aktivitat wurden 25 pl des Extraktes mit 225 ul Reaktionspuffer
gemischt. Danach wurden zu den Zeitpunkten 0 min, 60 min und 120 min jeweils 10 pl
entnommen und mit 190 pl Stopplésung in einer 96-well-Platte gemischt.

Die Messung erfolgte mittels eines Fluorimeters (CytoFlourll, Perspective Biosystems). Die
Emission wurde bei 460 nm nach einer Anregung bei 360 nm gemessen. Zur Quantifizierung
diente ein 4-MU-Standard, in den Konzentrationen 0, 2, 5, 10 und 50 pM.

Extraktionspuffer 50 mM  NaH,PO, (pH 7,0)
10 mM EDTA
10 mM  2-Mercaptoethanol
1 %  Triton X-100

Reaktionspuffer Extraktionspuffer
1 mM  4-MUG

Stopplésung 200 mM Na,COs;
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen der AtAOC1-4 Multimerisierung in vitro

Erste Hinweise auf eine Multimerisierung der AtAOCs konnten bei der Reinigung der re-
kombinant in E. coli exprimierten Proteine beobachtet werden. Zunachst wurden fir die
AOC2 nach einer SDS-PAGE Proteinbanden gefunden, die mit ~65 kDa um ca. 38 kDa
grolRer als die erwarteten 27 kDa der AOCs waren (Abb. 11). Diese Multimer-Banden
konnten mit einer stringenteren Denaturierungsphase entfernt bzw. aufgeldst werden
(Abb. 11).

kDa

70
55

35
25

15

Abb. 11: SDS-PAGE der AtAOC2. Es wurden 10pug (1) bzw. 2,5ug (2) gereinigte  AtAOC2 mit
SDS-Probenpuffer gemischt und bei 42 °C (A) bzw. 96 ° C (B) fir 5 min denaturiert und anschlieBend
auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen.

Im Folgenden wurde das Denaturierungsverhalten aller vier AtAOCs weiter untersucht
und die AOCs verschiedenen Denaturierungsbedingungen ausgesetzt (Kap. 2.2.5.1,
S. 21). Dabei konnte festgestellt werden, dass die AOC1, AOC2 und AOC4 eine flunf-
mindtige Denaturierung sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 42 °C Uberstehen und
noch multimerisieren (Abb. 12). Auch eine langere Inkubation (20 min) bei
Raumtemperatur fuhrte hier nicht zur Trennung der Multimere. Erst bei 96 °C findet eine
Auflésung dieser Multimerbanden statt (Abb. 12). Die Ergebnisse fur die AOC1, AOC2
und AOC4 konnten bei der AOC3 hingegen nicht beobachtet werden. Diese Isoform
zeigte schon bei der Inkubation bei Raumtemperatur keine bzw. kaum Multimerbanden
(Abb. 12). Um die Multimerisierung weiter zu untersuchen, wurden crosslinking-
Experimente durchgefuhrt. In diesen sollten die gebildeten Multimere stabilisiert werden,
um sie dann weiter untersuchen zu kdénnen. Der eingesetzte crosslinker spielt dabei eine

wichtige Rolle fir die Spezifitdt der crosslinking-Ereignisse. Ein kirzerer crosslinker
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erhoht dabei die Spezifitdt, da sich ,freie” Aminogruppen (z. B. in der Lysinseitenkette)
raumlich relativ nah sein mussen. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb
Ethylen Glycol bis (Succinimidyl Succinat) (EGS) verwendet (Kap.2.2.9, S.25). Die
stabilisierten Proteinmultimere koénnen anschlieBend mittels SDS-PAGE analysiert
werden.

Dabei konnten die bei den AOC Isoformen 1 und 2 gefundenen Proteinmultimere
stabilisiert werden. Wahrend der sich anschlie@enden Probenvorbereitung und
Denaturierung bei 96 °C blieben diese Multimere stabil und konnten mittels Western-Blot
nachgewiesen werden (Abb. 13 A und B). Fir die AOC-Isoformen 3 und 4 konnten
allerdings keine mit EGS stabilisierten Multimere detektiert werden (Abb. 13 C und D).
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Abb. 12: Western-Blot-Analysen unterschiedlich beha ndelter Proben der AtAOC1 (A), AtAOC2 (B),
AtAOC3 (C) und AtAOC4 (D). 5ug AOC wurden mit SDS-Probenpuffer gemisch t und bei RT (1),
42 °C (2) und 96 °C (3) fiir 5 min inkubiert. Die De tektion erfolgte mittels His -tag-Antikorper.
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Abb. 13: Western-Blot-Analysen von verkniipften AtAOC1 (A), AtAOC2 (B), AtAOC3 (C) und AtAOC4
(D). Crosslinker: EGS, 200 uM fur 40 min. Die Proben wurden anschlieBe nd mit SDS-Probenpuffer
versetzt und fiir 5 min bei 96 °C denaturiert. Die D  etektion erfolgte mittels His  -tag-Antikdrper.
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3.2 Bestimmung der Proteingrof3en mittels Grof3enauss  chlusschromatographie

Die in den Denaturierungs- bzw. crosslinking-Experimenten gefundenen Grof3en der
Mono- und Multimere entsprechen, besonders in den crosslinking-Experimenten, nicht
unbedingt der Situation invivo. Deshalb wurde zur genaueren Bestimmung der
ProteingroRe die GréfRenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography,
SEC) herangezogen. Mit Hilfe dieser Methode kénnen Proteine im nativen Zustand nach
ihrer Grof3e getrennt werden. Dazu wurde zum einen fir die unbehandelten AOC-Isomere
und zum anderen fur die Proteinaddukte nach den crosslinking-Experimenten die SEC
durchgefihrt.

Wird die verwendete Trennséule zuvor mit einer Reihe von Proteinen mit bekannter
GroRRe geeicht, lasst dies relativ genaue Aussagen zur gesuchten Proteingréi3e zu.

Die verwendeten Eichproteine und deren Elutionsvolumina (ve) sind in Tab. 8 dargestellit.

Tab. 8: Proteine zur Eichung der SEC

Protein kDa log MW Ve Ve/Vg log Ve/vg
Dextran Blue 2000 3,301 44,47 (Vo) 1 0
Aldolase 158 2,199 66,28 1,493 0,174
BSA 67 1,826 75,1 1,687 0,227
Ovalbumin 43 1,633 81,43 1,834 0,263
Chymotrypsinogen A |25 1,398 90,45 2,031 0,308
Ribonuklease 13,7 1,137 95,42 2,15 0,332

Abb. 14 zeigt die daraus resultierende Eichgerade.
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Abb. 14: Eichgerade der fir die SEC verwendeten Eichproteine. Es wurde jeweils 1 mg aufg  etragen
und bei einer Flussrate von 1 ml/min getrennt.
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Die aus der Eichgerade resultierende Formel:

y = 6,3817x + 3,3036

diente als Grundlage fur die Berechnungen der Proteingréf3en aus den Retentionszeiten
der AOC-Isoformen.

Zur Bestimmung der Retentionszeiten, die auch eine Bestimmung des Oligomerisierungs-
zustandes ermdglichen, wurden 0,5-1 mg Gesamtprotein der jeweiligen AOC-Isomere
entweder direkt auf die Trennséule geladen (Abb. 15A - Abb. 18A) oder vorher wie in
Kap. 2.2.9 (S. 25) beschrieben mit dem crosslinker EGS behandelt (Abb. 15B - Abb. 18B).
Im Anschluss wurden auch diese Proben zur Trennung auf die Saule geladen.

Die Trennung der AOC1-Proteinproben zeigte drei verschiedene peaks (Abb. 15A). Diese
lagen bei den Elutionsvolumina (vg) 64,68 ml; 77,28 ml und 85,64 ml (Abb. 15A). Das
Signal bei 77,28 ml war dabei das Starkste und das bei 85,64 ml das Schwéachste (Abb.
15A). Die Behandlung der Proteinprobe mit EGS hatte dabei keine Auswirkung auf das
Elutionsverhalten (Abb. 15B).
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Abb. 15: SEC-Chromatogramme der AOC1. (A) unbehandeltes Protein; (B) mit 200 yM EGS
behandeltes Protein. Aufgetragen wurden jeweils 0,75 mg.
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Abb. 16: SEC-Chromatogramme der AOC2. (A) unbehandeltes Protein; (B) mit 200 yM EGS
behandeltes Protein. Aufgetragen wurde jeweils 1 mg.
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Auch die Trennung der AOC2 zeigte derartige Maxima. Hier lagen die vg bei 64,72 ml;
74,45 ml und 86,6 ml (Abb. 16A+B), wobei der letzte peak wieder sehr schwach war.

Das Muster der AOC3 unterschied sich im Vergleich zu denen der AOC1 und AOC2.
Auch hier konnten wieder drei verschiedene Maxima, bei 65,62 ml; 79,67 ml und
88,08 ml; beobachtet werden, allerdings war hier das Maximum bei 65,62 ml das Starkste
(Abb. 17A). Die Behandlung mit EGS hat auch hier keine Auswirkung auf das
Elutionsverhalten (Abb. 17B).
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Abb. 17: SEC-Chromatogramme der AOC3. (A) unbehandeltes Protein; (B) mit 200 yM EGS
behandeltes Protein. Aufgetragen wurden jeweils 0,5 mg.

Die Trennung der Proben der AOC4 ergab einen deutlichen Unterschied in den Maxima
im Vergleich zu den drei anderen Isoformen. Hier konnten lediglich zwei verschiedene
Maxima gefunden werden (Abb. 18A+B). Dabei eluierte das Protein bei 66,26 ml und
87,31 ml (Abb. 18A+B). Somit fehlt bei dieser Isoform das mittlere Maximum (ca. 77 ml).
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Abb. 18: SEC-Chromatogramme der AOC4. (A) unbehandeltes Protein; (B) mit 200 yM EGS
behandeltes Protein. Aufgetragen wurden jeweils 0,5 mg.

Stellt man die mit der SEC ermittelten Daten, unter Verwendung der vorher generierten
Eichgerade (Abb. 14), graphisch dar, so kann man eine Haufung der verschiedenen

Elutionsvolumina in drei verschiedenen Regionen der Eichgerade feststellen (Abb. 19).
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Abb. 19: Eichgerade der SEC mit eingefligten experimentell ermittelten Daten de  r AOC1, AOC2, AOC3
und AOCA4.

Fur den Bereich A entspricht das einem ungefahren Molekulargewicht von 158 kDa
(Aldolase), fur den Bereich B liegt das Molekulargewicht bei etwa 70-45 kDa (BSA bzw.
Ovalbumin) und der Bereich C umfasst Proteine um etwa 30 kDa (Chymotrypsinogen A;
Abb. 19). Die mit Hilfe der Eichgerade errechneten Molekulargewichte der vier AOC-
Proteine in den Clustern sind in Tab. 9 dargestellt. Der Vergleich der berechneten
Molekulargewichte der detektierten Proteinmultimere mit den theoretisch berechneten
Molekulargewichten zeigt, dass die AOC1, AOC2 und AOC3 als Hexamere, Trimere und
Monomere vorliegen (Tab. 9). Wobei die AOC1 und AOC2 in ihrer Hauptmenge als
Trimere vorliegen (Abb. 15 und Abb. 16), wahrend die AOC3 nur zum kleinen Teil als
Trimer gefunden werden kann und hauptséchlich als Hexamer vorzuliegen scheint (Abb.
17). Bei der AOC4 ist nur eine hexamere bzw. monomere Anordnung zu finden (Abb. 18
und Tab. 9). Dabei war der gréte Anteil des Proteins in der hexameren Fraktion
lokalisiert (Abb. 18).

Tab. 9: Ubersicht der SEC-Daten fir die AOC1-4

il Ve/Vo (log) kDacaic Multimer ‘
= 64,68 1,45 (0,163) 184,3 6,9
< Q
8 P 77,28 1,74 (0,240) 59,2 2,2
L ©
g 85,64 1,93 (0,286) 30,3 1,1
= 64,72 1,46 (0,164) 180,1 7,0
N A
8 j‘o 74,45 1,68 (0,225) 73,7 29
L 0
e 86,6 1,96 (0,291) 28,1 1,1
= 65,62 1,48 (0,169) 167,5 6,1
™ Q
8 - 79,67 1,79 (0,253) 48,7 1,8
<~
g 88,08 1,99 (0,299) 24,9 0,9
- 66,26 1,5 (0,177) 150,3 5,6
b
O x
Qo
< ©
g 87,31 1,98 (0,296) 25,8 1,0
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Die Ergebnisse der SDS-PAGE-Analysen zeigten eine deutliche Abweichung der
berechneten Proteinmasse des putativen AOC-Trimers (~ 77 kDa) von der beobachteten
Proteinmasse (~ 60 kDa; Abb. 11, S. 38). Diese Trimere konnten durch die Behandlung
mit EGS stabilisiert werden (Abb. 13B). Im Anschluss an die SEC sollten die als Trimer
identifizierten Maxima (Tab. 9) gesammelt und erneut mittels SDS-PAGE analysiert
werden. Dies wurde mit der AOC2 exemplarisch durchgefihrt.

Dabei konnte eindeutig das gleiche Bandenmuster wie in den vorherigen
crosslinking-Experimenten detektiert werden (Abb. 13B und Abb. 20). Demnach hat die
Proteinbande, die bei ca. 60 kDa detektiert werden kann (Abb. 20), ein tatséachliches
Molekulargewicht von ca. 73,7 kDa (Tab. 9) und entspricht damit einem Trimer der AOC2.

Abb. 20: SDS-PAGE der AOC2 nach SEC. (A) mit EGS (200 uM) behandelte Probe; (B) unbehande Ite
Probe.
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3.3 Affinitatsreinigung und Aktivitatsuntersuchunge n

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Heteromerisierung der vier AtAOC-Proteine
und eine damit verbundene Anderung der enzymatischen Aktivitat zu untersuchen. Dazu
missen die Proteine, welche als Homomere exprimiert und gereinigt werden kdnnen
(Kap. 3.1, S. 38), zunachst gemeinsam exprimiert werden. Hierzu wurden verschiedene
Ansatze verfolgt, z. B. die Klonierung in verschiedene Vektoren mit anschlielender
Cotransformation und Coexpression. Alle verfolgten Ansatze waren erfolglos, mit
Ausnahme der Klonierung in jeweils einem gemeinsamen Vektor flr die verschiedenen
Kombinationen (Abb. 21).
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Abb. 21: Fir die Coexpression der AOC-Kombinationen verwendeter Vektor. Dargestellt ist die
Kombination His-AOC1 mit Strep-AOC2.

Diese Vektoren wurden in E. coli M15 transformiert und fur die Expression der AOCs
genutzt (Kap. 2.2.1, S. 18). Nach der erfolgten zweiteiligen Affinitatsreinigung (Kap. 3.3.1)
konnten die so gewonnenen AOQOC-Heteromere zur Bestimmung der enzymatischen
Aktivitat verwendet werden (Kap. 3.3.2, S. 46).

3.3.1 Affinitatsreinigung

Die Reinigung der AOC-Proteine erfolgte Uber Nickel-NTA-Sepharose (His-tag) und
StrepTactin-Sepharose (Strep-tag; Kap. 2.2.3, S. 19). Dabei wurden die homomeren
AOC-Proteine nur Uber den His-tag gereinigt. Die AOC-Kombinationen wurden in zwei
Schritten gereinigt. Dies erfolgte unter Verwendung des His-tags im ersten und des
Strep-tags im zweiten Schritt. Als Proteinprobe wurde im zweiten Schritt das verdinnte

Eluat aus Schritt Eins verwendet. Nach beiden Schritten wurden die Eluate auf beide
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AOC-Varianten hin untersucht. Dabei konnten nach der zweiten Elution beide
Proteinvarianten (His-tag und Strep-tag) in der Probe nachgewiesen werden (Abb. 22 und
Abb. 23).
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Abb. 22: Western-Blot, His -tag-Antikérper. AOC-Homomere nach Ni-NTA-Reinigung. AO  C-Heteromere
nach Zwei-Schritt-Reinigung mit Ni-NTA und StrepTact  in.
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Abb. 23: Western-Blot, StrepTactin-Konjugat. AOC-Hom omere nach Ni-NTA-Reinigung. AOC-
Heteromere nach Zwei-Schritt-Reinigung mit Ni-NTAun  d StrepTactin.

Die so gewonnenen AOC-Homomere und -Heteromere wurden anschlieBend fur die

Untersuchung der Enzymaktivitat eingesetzt.

3.3.2 Untersuchung der Enzymaktivitét

Uber den Enzymaktivitatstest sollte bestimmt werden, ob und wenn ja, in welchem MaRe
sich die Aktivitat der heteromeren AOC-Proteine andert.
Die Bestimmung der Enzymaktivitat der AOC-Proteine erfolgte tUber einen gekoppelten

Assay mit der Allenoxidsynthase (AOS) als Hilfsenzym (Kap. 2.3, S. 27). Hierbei generiert
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die AOS das Substrat der AOC, welches im wassrigen Milieu eine Halbwertszeit von nur
30 Sekunden hat (Hamberg, 1988; Hamberg & Fahlstadius, 1990).

Fir den Aktivitatstest (Kap. 2.3, S.27) wurden 0,15 pg der gereinigten Proteine
(Kap. 3.3.1, S. 45) eingesetzt.

Die AOCA4 ist das aktivste der vier Proteine, hier wurden 3,8 nmol OPDA je pg Protein und
Minute gebildet (Abb. 24). Die AOC2 und die AOC1 zeigten eine mittlere Aktivitat, mit
einer Umsatzrate von 2,7 bzw. 1,9 nmol OPDA je ug Protein und Minute. Die AOC3
hingegen zeigte die schwachste Aktivitat der vier AOC-Proteine, hier lag die Umsatzrate
bei lediglich 1,5 nmol OPDA je ug Protein und Minute (Abb. 24).

nmol enzym. OPDA pg -1 min-1
N

3 A
2 .
1 4
0 T . )
AOC1 AOC2 AOC3 AOC4
Abb. 24: Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt der AOC-Homomere. Die angegebenen Werte

zeigen den Mittelwert +/- SD (n=3).
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Abb. 25: Bestimmung der enzymatischen Aktivitat ver schiedener AOC-Heteromere. Die angegebenen
Werte zeigen den Mittelwert +/- SD (n=3).
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AnschlieBend wurden verschiedene Kombinationen von heteromeren AOC-Proteinen
analysiert. Auch hier konnten unterschiedliche Umsatzraten bestimmt werden (Abb. 25).

Die Kombination von AOC1 und AOC2 zeigte eine vergleichsweise schwache Aktivitat mit
einem Umsatz von lediglich 1,8 nmol OPDA je pg Protein und Minute. Bei der Interaktion
von AOC3 und AOC1 wurde eine &hnlich schwache Aktivitat mit einer Umsatzrate von
1,7 nmol enzymatischem OPDA je ug Protein und Minute gemessen (Abb. 25). Deutlich
hohere Umsatzraten konnten fir die Kombinationen von AOC3 mit AOC2, AOC4 mit
AOC1 und AOC4 mit AOC2 festgestellt werden. So konnte bei der Kombination von
AOC3 mit AOC2 eine Rate von 4,0 nmol gebildetem OPDA je ug Protein und Minute
gemessen werden. Die Umsatzrate der AOC-Kombination 4/1 war mit 4,8 nmol nochmals
etwas hoher (Abb. 25). Die hdchste Aktivitat zeigte jedoch die Kombination AOC4 mit
AOC2, hier wurde eine Umsatzrate von 5,9 nmol enzymatisch gebildetem OPDA je ug
Protein und Minute bestimmt (Abb. 25). Dies bedeutet, verglichen mit der Aktivitat der

homomeren AOC-Proteine (Abb. 24), eine Aktivitatssteigerung durch Heteromerisierung.
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3.4 AOC-Interaktion in vivo —bimolecular fluorescence complementation (BiFC)

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen in-vitro-Daten zeigten, dass die
AOC-Proteine in der Lage sind, sowohl Homomere (Kap. 3.2, S. 40 und Kap. 3.3.1, S. 45)
als auch Heteromere (Kap.3.3.1, S.45) zu bilden. Die Heteromere wiesen dabei
unterschiedliche Enzymaktivitdten im Vergleich zu den Homomeren auf (Kap. 3.3.2,
S. 46). Diese Versuche wurden allerdings mit AOC-Proteinen durchgefihrt, die in E. coli
exprimiert und anschlieRend gereinigt wurden. Daher stellte sich die Frage nach der
in-vivo-Situation fur die vier AtAOC-Proteine. Diese sollte im n&chsten Schritt mit der
Untersuchung der Interaktionen der verschiedenen AOCs mit sich selbst und
untereinander in vivo beantwortet werden.

Hierfir wurden transient transformierte A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten (Kap. 3.4.1)

und infiltrierte N.-benthamiana-Blatter (Kap. 3.4.2, S. 57) verwendet.

3.4.1 Arabidopsis-thaliana-Mesophyllprotoplasten

Die Praparation der Mesophyllprotoplasten aus A.-thaliana-Blattern erfolgte nach dem
Protokoll von J. Sheen (2002; Kap. 2.5, S. 32). Die gewonnenen Protoplasten wurden
anschlielend mit verschiedenen Kombinationen von AOC-BiFC-Fusionskonstrukten
transformiert (Vgl. Tab. 10 und Kap. 2.6, S. 33).

Tab. 10: BiFC-Kombinationen zur Transformation von

N.-benthamiana-Blattern

A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten bzw.

AOC1-YFP" AOC1-YFPM AOC1-YFPM AOC1-YFP"
+ + + +
AOC1-YFP® AOC2-YFP® AOC3-YFP® AOC4-YFP®
AOC2-YFPN AOC2-YFPN AOC2-YFPN AOC2-YFP"
+ + + +
AOC1-YFP® AOC2-YFP® AOC3-YFP® AOC4-YFP®
AOC3-YFP" AOC3-YFP" AOC3-YFP" AOC3-YFP"
+ + + +
AOC1-YFP® AOC2-YFP® AOC3-YFP® AOC4-YFP®
AOC4-YFPN AOC4-YFPN AOC4-YFPN AOC4-YFPN
+ + + +
AOC1-YFP® AOC2-YFP® AOC3-YFP® AOC4-YFP®

Die fluoreszenzmikroskopische

Untersuchung (confocal laser scanning microscopy,

CLSM) der transformierten Mesophyllprotoplasten zeigte, dass die verschiedenen
Kombinationen der vier Arabidopsis-Proteine alle in der Lage waren, miteinander zu

interagieren.  Allerdings zeigten verschiedene Kombinationen unterschiedliche

Auspragungen der Fluoreszenz in Bezug auf Lokalisierung, Intensitat und
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Erscheinungsbild. Im Folgenden werden die beobachteten Interaktionen beschrieben und
dargestellt. Es wurden immer sechs Protoplasten aus verschiedenen Experimenten als
typisches Beispiel zur Visualisierung ausgewahlt.

Betrachtet man zunachst die homomeren Interaktionen der vier AOC-Proteine, so ist
erkennbar, dass die AOC4 die starkste Fluoreszenz aufweist (Abb. 29). Lokalisiert ist
diese in vielen kleinen Arealen (punktchenférmig) im gesamten Chloroplasten. Die
bestimmte relative Fluoreszenzintensitat (Kap. 2.8, S. 35) betréagt hier 15,2 und ist somit
die starkste gemessene und berechnete Fluoreszenz (Abb. 30). Die homomeren
Interaktionen der AOC1 und AOC2 zeigen ein &hnliches Bild wie die der AOC4 (Abb. 26
und Abb. 27), wobei die Fluoreszenzintensitaten jedoch schwacher als bei der AOC4
waren. Untereinander verglichen, sind das Erscheinungsbild und die Fluoreszenzintensitat
der AOC1 und der AOC2 recht &hnlich. Zuséatzlich sind neben der punktchenférmigen
Verteilung noch diffuse Fluoreszenzsignale an den Randern der Chloroplasten erkennbar
(AOC2, Abb. 27). Die berechneten relativen Fluoreszenzen dieser beiden Proteine
bestatigen den gewonnenen Eindruck, fir die AOC1 liegt sie bei 6,5 und fur die AOC2 bei
5,9 (Abb. 30). Die homomere Interaktion der AOC3 erscheint zunachst deutlich

schwacher als die Interaktionen der anderen drei AOC-Proteine (Abb. 28).

' .
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Abb. 26: A.-thaliana- Mesophyllprotoplasten trans Abb. 27: A.-thaliana- Mesophyllprotoplasten trans
formiert mit AOC1-YFP “/AOC1-YFP®. formiert mit AOC2-YFP “/AOC2-YFP®.

Abb. 28: A.-thaliana- Mesophyllprotoplasten trans Abb. 29: A.-thaliana- Mesophyllprotoplasten trans
formiert mit AOC3-YFP “AOC3-YFPC. formiert mit AOC4-YFP NAOC4-YFPC.
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Abb. 30: Relative Fluoreszenzintensitaten der homom  eren Interaktionen der Arabidopsis-AOCs.
Ausgewertet wurden jeweils 30-50 einzelne Protoplast  en aus verschiedenen Experimenten.

Die Fluoreszenz ist hier hauptsachlich diffus an den Réandern der Chloroplasten zu finden
und kaum bzw. gar nicht in den plnktchenférmigen Arealen im Chloroplasten. Die
berechnete relative Fluoreszenz der homomeren AOC3-Interaktion zeigte dabei
allerdings, dass diese sich mit einem Wert von 10,9 (Abb. 30) genau zwischen den
Interaktionsstarken der AOC1/2 und AOC4 befindet.

Betrachtet man die mdglichen heteromeren Interaktionen der AOCL, ist bei der Interaktion
mit der AOC2 wieder eine punktchenférmige Verteilung der Fluoreszenz zu erkennen
(Abb. 31), welche sich hauptséchlich auf den zentralen Bereich der Chloroplasten
beschrankt. Zuséatzlich kann aber auch eine leicht diffuse, nicht auf die Randbereiche des
Chloroplasten beschrankte Fluoreszenz beobachtet werden (Abb. 31). Die relative
Fluoreszenzintensitat betragt bei dieser Interaktion 6,1 (Abb. 34). Die bei der Interaktion
der AOC1 mit der AOC3 beobachtbare Fluoreszenz scheint sehr schwach ausgeprégt zu
sein und liegt mit einem relativem Fluoreszenzwert von 7,7 (Abb. 34) aber etwas Uber
dem Wert der Interaktion zwischen AOC1 und AOC2. Die Begrenzung der Fluoreszenz ist
hier deutlich weniger strikt, man kann diese diffus Giber den gesamten Chlorplasten verteilt
beobachten, wobei eine deutliche Haufung an den Randern der Chloroplasten auftrat
(Abb. 32). Die Interaktion zwischen der AOC1 und der AOC4 wird hauptsachlich durch
eine punktchenférmige Verteilung der Fluoreszenz charakterisiert, wobei die Fluoreszenz
hier sehr deutlich zu erkennen ist (Abb. 33). Der relative Fluoreszenzwert betragt bei
dieser Kombination 12,6 und ist somit deutlich hoher als der Wert der anderen
Interaktionen der AOC1 (Abb. 34).
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Abb. 31: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 32: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans -
formiert mit AOC1-YFP “JAOC2-YFP®, formiert mit AOC1-YFP "“JAOC3-YFP®.
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Abb. 33: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 34: Relative Fluoreszenzintensitdten der
formiert mit AOC1-YFP "/AOC4-YFPC. Interaktionen der AOC1.

Die Kombination von AOC2-YFP" und AOC1-YFP® ist die reverse Kombination zu der
bereits in Abb. 31 betrachteten Kombination (AOC1-YFP" und AOC2-YFP®). Auch hier ist
die Fluoreszenz in punktchenformigen Arealen gut zu erkennen (Abb. 35), wie auch die
zusatzliche diffuse Fluoreszenzverteilung. Der relative Fluoreszenzwert betragt 7,1 (Abb.
38). Die Interaktion der AOC2 mit der AOC3 zeigte eine schwach sichtbare Fluoreszenz
(Abb. 36), welche diffus Gber den gesamten Chloroplasten verteilt war. Der relative Wert
wurde fur diese Kombination mit 6,2 berechnet (Abb. 38). Bei der Interaktion der AOC2
mit der AOC4 konnte eine deutliche pinktchenférmige Verteilung der Fluoreszenz
beobachtet werden, wogegen hier kaum eine diffuse Fluoreszenzverteilung auftrat (Abb.
37). Die bereits beobachtete starke Fluoreszenz spiegelt sich auch im berechneten

relativen Fluoreszenzwert von 11,1 wieder (Abb. 38).
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Abb. 35: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 36: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans
formiert mit AOC2-YFP "“/AOC1-YFPC. formiert mit AOC2-YFP "“/AOC3-YFPF.
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Abb. 37: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 38: Relative Fluoreszenzintensitdten der
formiert mit AOC2-YFP "“/AOC4-YFPC. Interaktion der AOC2.

Die Beobachtung der Interaktion zwischen AOC3-YFP" und AOC1-YFP® zeigte, wie die
reverse Kombination von AOC1-YFP" mit AOC3-YFP® (Abb. 32), eine deutlich diffuse
Verteilung der Fluoreszenz uber den gesamten Chloroplasten (Abb. 39). Eine
punktchenférmige Verteilung konnte bei dieser Kombination gar nicht beobachtet werden.
Die fur diese Kombination errechnete relative Fluoreszenz lag bei einem Wert von 5,7
(Abb. 42). Die Kombination der AOC3-YFP" mit der AOC2-YFPC zeigte ein &hnliches Bild
wie die umgekehrte Kombination (AOC2-YFPY mit AOC3-YFP®; Abb. 36). Auch hier
konnte eine diffuse Verteilung der Fluoreszenz Uber den gesamten Chloroplasten
beobachtet werden, wobei wiederum keine plnktchenférmige Verteilung der Fluoreszenz
sichtbar war (Abb. 40). Die errechnete relative Fluoreszenz betrug bei dieser Kombination
6,7 (Abb. 42). Die Untersuchung der Interaktion zwischen AOC3-YFP" und AOC4-YFP®
zeigte eine starke bis sehr starke Fluoreszenz (Abb. 41). Diese war dabei diffus Uber die
gesamten Chloroplasten verteilt, mit einer Haufung an den Chloroplastenrandern. Eine
punktchenférmige Fluoreszenz, wie sie bei anderen Interaktionen beobachtet (z. B. Abb.
37) werden konnte, fehlte hier vollstandig. Die relative Fluoreszenz wurde mit 13,9

berechnet.
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Abb. 39: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten tran s- Abb. 40: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans
formiert mit AOC3-YFP “JAOC1-YFP®, formiert mit AOC3-YFP “JAOC2-YFP®,
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Abb. 41: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 42: Relative Fluoreszenzintensitdten der
formiert mit AOC3-YFP “/AOC4-YFPC. Interaktionen der AOC3.

Bei der Untersuchung der Kombination der AOC4-YFP" mit der AOC1-YFP® erkennt man
wieder eine ausgepragte plinktchenférmige Verteilung der Fluoreszenz (Abb. 43), welche
von einer diffusen Verteilung begleitet war. Dies konnte schon bei der reversen
Kombination (AOC1-YFP" und AOC4-YFP®) beobachtet werden (Abb. 33). Der relative
Wert fir diese Kombination liegt bei 9,1. Die beobachtete Fluoreszenz der Kombination
AOC4-YFP" mit AOC2-YFP® war etwas schwécher ausgepragt als die umgekehrte
Kombination (Abb. 37), allerdings konnte auch hier eine plnktchenférmige Verteilung mit
zuséatzlichen diffusen Arealen beobachtet werden (Abb. 44). Die relative Fluoreszenz fir
diese Kombination betrug 8,2 (Abb. 46). Die letzte untersuchte Kombination zwischen
AOC4-YFP" und AOC3-YFP® zeigte eine stark diffuse, iiber die gesamten Chloroplasten
verteilte Fluoreszenz (Abb. 45). Eine zusatzliche Haufung von Fluoreszenzarealen an den
Randern der Chloroplasten konnte auch bei der umgekehrten Kombination beobachtet
werden (Abb. 41 und Abb. 45). Der relative Fluoreszenzwert fir diese Kombination war
13,7 (Abb. 46). Eine Zusammenfassung aller relativen Fluoreszenzintensitaten aus den
BiFC-Experimenten mit den Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten befindet sich im Anhang
(Abb. 69, S. 84).
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Abb. 43: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 44: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans -
formiert mit AOC4-YFP “JAOC1-YFP®, formiert mit AOC4-YFP “JAOC2-YFP®,
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Abb. 45: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten trans - Abb. 46: Relative Fluoreszen zintensitaten der
formiert mit AOC4-YFP “/AOC3-YFPF. Interaktionen der AOCA4.

In Abb. 47 sind die Ergebnisse der BiFC in einer Ubersicht zusammengefasst. Man kann
deutlich die verschiedenen Lokalisierungen, Erscheinungsbilder und Intensitdaten der
einzelnen Kombinationen erkennen. Besonders deutlich sind dabei Interaktionen sichtbar,
an denen die AOC4 beteiligt ist.

YFPC

AOC1 AOC2 | AOC3 | AOC4

YFPN

AOC1

AOC2

AOC3

AOC4

Abb. 47: Ubersicht der BiFC-Untersuchungen in A.-thaliana-Mesophylliprotoplasten.
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Zur Uberprifung der Expression der AOC-BiFC-Fusionskonstrukte in den
Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten wurden Proben der transformierten Protoplasten
aufgeschlossen und die Proteinfraktion mittels Western-Blot untersucht. Fiur alle
Fusionskonstrukte konnten dabei die entsprechenden Banden der Fusionsproteine
detektiert werden (Tab. 11).

Tab. 11: Immunologischer Nachweis der AOC-YFP N/C-Fusionsproteine in
A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten. Myc-AK detektiert Myc- tag im AOC-YFP N-Fusionsprotein
(~39,5 kDa). HA-AK detektiert HA- tag im AOC-YFP C-Fusionsprotein (~33,8 kDa).
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3.4.2 Nicotiana-benthamiana-Blatter

Die in Kapitel 3.4.1 (S. 49) gezeigten Ergebnisse sollten im Folgenden in einem zweiten
System verifiziert werden. Zum Einen, um eine durch die Protoplastierung ausgeloste
falsch-positive Interaktion auszuschlieen. Und zum anderen, um eine durch die in den
Mesophyllzellen abundant vorkommenden AOC-Proteine ausgeltste mogliche Interferenz
mit dem BIFC-System auszuschlielen. Die Wahl fiel dabei auf Bléatter wvon
Nicotiana benthamiana, da diese lediglich eine AOC besitzen, welche in den Leitbiindeln
exprimiert wird (B. Hause, personliche Mitteilung). Daher war eine mdgliche Interferenz
zwischen N.-benthamiana-AOC und BiFC-System im Mesophyll sehr unwahrscheinlich.
Die Infiltration der Tabakblatter mit den entsprechenden Konstrukten (Tab. 10, S. 49)
erfolgte nach dem in Kapitel 2.7 (S. 34) beschriebenen Protokoll.

Ahnlich  den fur die unterschiedlichen Kombinationen der AtAOC in
Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten beschriebenen Interaktionen konnten auch im Blatt
von N. benthamiana unterschiedliche Intensitdten und Erscheinungsbilder der detektierten
Fluoreszenz beobachtet werden. Auf eine Berechnung der relativen Fluoreszenzintensitét
wurde hier verzichtet, da es sich bei den Proben um ganze Blattstiicke handelte. Dadurch
waren die Mesophylizellen in tieferen Ebenen der Blattsticke optisch schlechter
zuganglich. AuBRerdem wurde das Anregungslicht mehr oder weniger stark von der
Kutikula gestreut, was selbst innerhalb eines Blattstiickes zu starken Schwankungen in
den Messungen flhrte.

Die homomere Interaktion der AOC3 konnte in den N.-benthamiana-Blattern als die
optisch am stérksten sichtbare identifiziert werden (Abb. 50). Im Gegensatz zu den
beobachteten Ergebnissen in Mesophyllprotoplasten (Abb. 28) ist die Fluoreszenz hier
weniger diffus zu sehen und eher stark konzentriert an den Réndern der Chloroplasten zu
beobachten. Die homomere Interaktion der AOC4 erscheint, anders als in den
Mesophyllprotoplasten beobachtet, schwacher als die der AOC3 (Abb. 51), wobei die
Fluoreszenz hier auch weniger diffus erscheint und mehr an den Randern lokalisiert war.
Ahnlich zu den Beobachtungen in Mesophyllprotoplasten sind die homomeren
Interaktionen der AOC1 und AOC2 die optisch schwéchsten (Abb. 48 und Abb. 49). Beide
ahneln sich sehr stark in ihrem Erscheinungsbild und die Fluoreszenz erscheint mehr
diffus und weniger stark auf bestimmte Areale konzentriert.

Mehrheitlich konnten die beobachteten homomeren Interaktionen der AtAOCs in
N.-benthamiana-Blattern die zuvor in Kapitel 3.4.1 (S. 49) beschriebenen Ergebnisse mit

den Mesophyllprotoplasten untermauern.
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Abb. 48: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit Abb. 49: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC1-YFP"/AOC1-YFPC. AOC2-YFPN/AOC2-YFPC.

Abb. 50: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit Abb. 51: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC3-YFP"/AOC3-YFPC. AOC4-YFPN/AOC4-YFPC.

Bei der Beobachtung der heteromeren Interaktionen der AOC1 in den
N.-benthamiana-Blattern wurden die in den Mesophyllprotoplasten gefundenen
Ergebnisse (Abb. 31 bis Abb. 33) bestétigt. Die AOC1-YFP" zeigte auch hier eine relativ
schwache Fluoreszenz bei der Interaktion mit der AOC2-YFPC, welche an den Randern
der Chloroplasten mit wenigen Punkten zu sehen war (Abb. 52). Bei der Interaktion der
AOC1-YFP" mit AOC3-YFP® war die Fluoreszenz &dhnlich. Zusétzlich konnten noch helle
Punkte an den Randern der Chloroplasten beobachtet werden (Abb. 53). Die Interaktion
zwischen AOC1-YFP" und AOC4-YFP®, welche in den Mesophyliprotoplasten eindeutig
ausgepragt war (Abb. 33), war auch in den Blattern von N. benthamiana als relativ starkes
Signal sichtbar (Abb. 54). Dieses war, im Gegensatz zu den Mesophyllprotoplasten, nicht

stark pinktchenférmig, sondern diffus Uber die gesamten Chloroplasten verteilt (Abb. 54).
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Abb. 52: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit Abb. 53: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC1-YFPYAOC2-YFPC, AOC1-YFPYAOC3-YFPC,

Abb. 54: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC1-YFPY/AOC4-YFPC,

58



Ergebnisse

Die heteromere Interaktion der AOC2-YFP" mit der AOCI1-YFP® zeigte in
N.-benthamiana-Blattern, wie in Mesophyllprotoplasten (Abb. 35), ein mittleres bis
schwaches Fluoreszenzsignal (Abb. 55). Dabei war keine punktchenférmige Verteilung
der Fluoreszenz zu beobachten, sondern eine eher diffuse Verteilung tber den gesamten
Chloroplasten (Abb. 55). Ein &hnliches Bild lieR sich bei der Interaktion von AOC2-YFP
und AOC3-YFP® beobachten. Die Fluoreszenz war auch hier eher diffus verteilt, begleitet
von einigen wenigen H&aufungen an den Chloroplastenrdndern mit einem mittel bis
schwach einzuordnendem Signal (Abb. 56). Die Interaktion der AOC2-YFP" mit der
AOC4-YFP® war sehr deutlich erkennbar, in ihrer Erscheinung weniger diffus und
Uberwiegend an den R&ndern der Chloroplasten gehauft (Abb. 57). Sie &hnelte damit sehr

den Ergebnissen aus den Mesophyllprotoplasten (Abb. 37).

Abb. 55: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit Abb. 56: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC2-YFP"/AOC1-YFPC. AOC2-YFPN/AOC3-YFPC.

Abb. 57: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC2-YFPN/AOC4-YFPC.

Betrachtet man die moglichen heteromeren Interaktionen der AOC3 in
N.-benthamiana-Blattern, erkennt man eine starke Ahnlichkeit der beobachteten
Fluoreszenz mit den Ergebnissen mit den Mesophyllprotoplasten (Abb. 39 bis Abb. 41).
Auch in den Tabakblattern war die Fluoreszenz der Interaktion von AOC3-YFP" mit der
AOC1-YFP® in deutlich sichtbaren Arealen an den Randern der Chloroplasten lokalisiert
(Abb. 58). Die Interaktion der AOC3-YFP" mit der AOC2-YFP® zeigte ebenfalls dieses
Bild (Abb. 59) und bestatigte somit die Ergebnisse mit den Mesophyllprotoplasten (Abb.
40). Die Experimente mit den Mesophyllprotoplasten zeigten bei der Interaktion der
AOC3-YFP" mit der AOC4-YFP® eine der starksten beobachteten Fluoreszenzen (Abb.
41), dies konnte auch in dem System der N.-benthamiana-Blattern beobachtet werden
(Abb. 60). Die Fluoreszenz war hier sehr deutlich in hellen Arealen entlang der

Chloroplastenrénder zu beobachten.
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Abb. 58: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit Abb. 59: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC3-YFP"/AOC1-YFPC. AOC3-YFP"/AOC2-YFPC.

Abb. 60: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC3-YFP"/AOC4-YFPC.

Die heteromeren Interaktionen der AOC4 &ahnelten stark den mit Mesophyllprotoplasten
gefundenen Interaktionen. So ist die Interaktion der AOCA4-YFP" mit der AOC1-YFP€, wie
in Mesophyllprotoplasten (Abb. 43) beobachtet, in deutlichen Fluoreszenzarealen an den
Réndern der Chloroplasten zu finden (Abb. 61). Dies entspricht auch der in der
umgekehrten Interaktion (AOC1-YFP" mit AOC4-YFP®, Abb. 54) beobachteten
Fluoreszenz. Das Gleiche gilt fiir die Interaktion der AOC4-YFP" mit der AOC2-YFPC. Hier
sind deutliche Fluoreszenzareale an den Randern der Chloroplasten zu finden (Abb. 62),
welche sowohl in der inversen Kombination in Tabakblattern (Abb. 57) als auch wahrend
der Experimente mit Mesophyllprotoplasten (Abb. 44) auftraten. Bei der Beobachtung der
heteromeren Interaktion der AOC4-YFP" mit der AOC3-YFP® konnte eine starke
Fluoreszenz gefunden werden (Abb. 63). Diese trat wiederum in grof3en Arealen an den
Réandern der Chloroplasten auf (Abb. 63). Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten aus
Mesophyllprotoplasten (Abb. 45) und der inversen Kombination in Tabak (Abb. 60)

Uberein.
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Abb. 61: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit Abb. 62: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC4-YFPN/AOC1-YFPC. AOC4-YFPN/AOC2-YFPC.

Abb. 63: N.-benthamiana-Blatt transformiert mit
AOC4-YFPN/AOC3-YFPC.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in N.-benthamiana-Blattern gefundenen
Interaktionen (Abb. 64), deren Erscheinungsbild, die Fluoreszenzverteilung und Intensitéat

mit den mit Mesophyllprotoplasten gewonnen Daten weitestgehend tibereinstimmen.

YFPC
AOC1 | AOC2 | AOC3 | AOC4
YFPN

AOC1

AOC2

AOC3

AOC4

Abb. 64: Ubersicht der BiFC-Untersuchungen in N.-benthamiana-Blattern.
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3.5 Untersuchung der Enzymaktivitdat  in planta

Die in Kapitel 3.4.1 (S.49) und 3.4.2 (S.57) erhaltenen Ergebnisse zeigten eine
differenzierte Interaktion der vier AOC-Isoproteine. Dies lasst die Hypothese einer
unterschiedlich starken Enzymaktivitat der gebildeten Heteromere zu. Um dies zu testen,
sollte eine mogliche Anderung der Expression der Nicotiana-benthamiana-AOC als MaR
einer veranderten Aktivitat der Arabidopsis-thaliana-AOC-Heteromere verwendet werden.
Die Aktivitatssteigerung sollte zur Akkumulation von Jasmonat fihren, das seinerseits die
NbAOC-Expression erhdhen sollte, welche dann mittels real time PCR untersucht werden
kann. Dieser Ansatz basiert auf folgenden Zusammenhéngen: Die Expression der AOC
wird durch Jasmonat, etwa bei einer Verwundung gebildet, induziert. Dieses Jasmonat
wird von im Pflanzengewebe vorhandenen Biosyntheseenzymen (u. a. AOC) synthetisiert.
Werden im Tabakblatt nun verschiedene Kombinationen an Arabidopsis-AOC transient
exprimiert, konnen sich AOC-Heteromere bilden. Diese weisen moglicherweise
unterschiedliche Enzymaktivitaten auf. Bei einer hohen Aktivitat eines AtAOC-Heteromers
wurde dies zu einer verstarkten Anhaufung von Jasmonat fihren, das die NbAOC starker
induziert. Bei einer niedrigen Aktivitat wiirde die geringere Bildung von Jasmonat zu einer
schwacheren Induktion der NbAOC fiihren (Abb. 65).

AtAOC1-YFPN/AtAOC2-YFPC AtAOC3-YFPN/AtAOC4-YFPC

A.-thaliana-Mesophyll- A.-thaliana-Mesophyll-

N.-benthamiana-Blatt N.-benthamiana-Blatt

protoplast protoplast
schwache Fluoreszenz (6,1) starke Fluoreszenz (13,9)
schwache Interaktion starke Interaktion
langsamer JA-Anstieg schneller JA-Anstieg

l |

geringere NbAOC-Expression <=——> hohere NbAOC-Expression

Abb. 65: Hypothese zur geanderten Expression der NbAOC als Resultat einer unterschiedlichen
AtAOC-Aktivitat.

Durch Verwendung der real-time-PCR-Technik sollte die Expression der NbAOC als
Reaktion auf die Verwundung von mit AtAOC infiltrierten Blattern untersucht werden. Mit

den Ergebnissen dieses Versuches sollte eine mdgliche Korrelation zwischen visuell
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beobachtbarer Interaktion (BiIFC, Kap.3.4.1,S.49 und Kap.3.4.2,S.57) und
enzymatischer Aktivitat erfasst werden.

Hierfir wurden die Blatter von zwolf Nicotiana-benthamiana-Pflanzen wie in Kapitel 2.7
(S. 34) beschrieben infiltriert. Nach funf-tagiger Inkubation wurden die Pflanzen in zwei
Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe diente als unverwundete Kontrollgruppe, die
infiltrierten Blattbereiche der zweiten Gruppe wurden verwundet. Nach einer Stunde
wurden die infiltrierten Blattbereiche beider Gruppen geerntet, wie in Kapitel 2.1.1 (S. 15)
beschrieben aufgearbeitet, die isolierte MRNA in cDNA umgeschrieben und anschlieRend
fur die real time PCR eingesetzt.

Nicotiana-benthamiana-Pflanzen, welche lediglich mit Leervektoren transformiert wurden,
zeigten eine Steigerung der Expressionsrate nach Verwundung um den Faktor 9,5 (Abb.
66). Nach Transformation der Pflanzen mit den einzelnen Konstrukten verdoppelte sich
die Expression der Tabak-AOC. So wurde fiir die mit AtAOC1-YFP" transformierten
Pflanzen eine Steigerung der Expressionsrate der tabakeigenen AOC von 16,23
gemessen (Abb. 66). Fiir das transformierte Konstrukt AtAOC3-YFP" konnte mit 18,06 ein
ahnlicher Wert bestimmt werden. Die beiden YFP®-Konstrukte, AtAOC2 und AtAOC4,
resultierten in einer nochmaligen Steigerung der Expression der Tabak-AOC. Hier wurden
Werte von 22,76 (AtAOC3) und 22,89 (AtAOC4) gemessen (Abb. 66).
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Abb. 66: Anderung der Expression der  NbAOC relativ zu NbRPS6 nach Verwundung. Transformation
mit den entsprechenden  AtAOC-Konstrukten.

Wurden die N.-benthamiana-Pflanzen mit der Kombination aus AtAOC1-YFP" und
AtAOC2-YFP® transformiert, erhéhte sich die Expression der NbAOC um den Faktor
24,95. Die Transformation mit der Kombination aus AtAOC3-YFP" und AtAOC4-YFP®

zeigte dagegen eine Vervielfachung der Expression der NbAOC um den Faktor 21,97.
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3.6 Untersuchungen zur Proteinstabilitét

In friheren Experimenten (Kap. 3.5, S. 62; Stenzel et al., 2003b) konnte gezeigt werden,
dass nach Verwundung die Menge an AOC-Transkript stark ansteigt. Dieser Anstieg zeigt
sich jedoch nicht in einer Anderung des Proteinlevels. Dies kann zwei Ursachen haben:
(1) die synthetisierte mMRNA wird nicht translatiert, oder (2) ein schneller Protein-turn-over
in Verbindung mit der Neusynthese von AOC-Protein fihrt zu diesem scheinbar unver-
anderten AOC-Proteinlevel.

Um dies zu untersuchen, sollten zunachst Glucuronidase-Fusionskonstrukte (GUS) unter
der Expressionskontrolle des 35-S-Promoters konstruiert werden (Abb. 67). Mit Hilfe der
GUS ist die Expression des fusionierten Proteins direkt tber einen Farb- oder einen Fluo-
reszenznachweis detektierbar. Daflr wurden A.-thaliana-ColO-Pflanzen stabil mittels der
floral-dip-Transformationsmethode (Kap. 2.9, S. 36) transformiert. Allerdings konnten
lediglich mit Konstrukten fir AOC1 und AOC3 stabil transformierte A.-thaliana-Pflanzen
erhalten werden.

Die verwendeten AOC-GUS-Fusionskonstrukte stehen unter der Expressionskontrolle des
konstitutiv aktiven 35S-Promoters. Um mittels der GUS-Aktivitat einen moglichen
AOC-turn-over messen zu kénnen, musste die Neusynthese des Fusionskonstruktes vor
Beginn des Experimentes inhibiert werden. Zu diesem Zweck wurde Cycloheximid (CHX)

in einer Konzentration von 200 mg/l (71 mM) in die Blatter infiltriert.
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Abb. 67: Konstrukt zur Insertion eines AOC-GUS-Fusi  onskonstruktes in  A. thaliana. Dargestellt ist als
Beispiel das AOC2-Konstrukt.

Fur die Experimente wurden finf Wochen alte Pflanzen wie in Kapitel 2.10 (S. 37)
beschrieben behandelt und aufgearbeitet. Die anschlieBRende Messung der
Glucuronidase-Aktivitat (GUS-Aktivitat) zeigte, dass in unbehandelten Kontrollproben @)
die Aktivitat fur beide Konstrukte ahnlich war (Abb. 68). So wurde fir das AOC1-GUS-
Konstrukt eine Aktivitat von 3,92 pmol/s und fir das AOC3-GUS-Konstrukt eine Aktivitét
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von 4,60 pmol/s gemessen (Abb. 68). Fir die unverwundeten, mit Cycloheximid
behandelten Pflanzen @), wurden Werte gemessen, die mit 4,18 bzw. 3,87 pmol/s ahnlich
denen der unbehandelten Pflanzen waren (Abb. 68). Auch die Verwundung der Pflanzen,
ohne die Behandlung mit Cycloheximid &nderte die gemessenen GUS-Aktivitdaten nicht.
So konnte hier fir die AOC1-GUS-Konstrukte ein Wert von 3,81 pmol/s und fir die AOC3-
GUS-Konstrukte ein Wert von 4,24 pmol/s gemessen werden (Abb. 68). Der erwartete
erhohte AOC-turn-over, der in Folge einer Verwundung zu einer verminderten GUS-
Aktivitdt fuhren sollte, konnte auch fir verwundete und mit Cycloheximid behandelte
Pflanzen (W) nicht beobachtet werden. Hier wurden wieder Werte gemessen werden, die
sich kaum von den bereits Gezeigten unterschieden. Das Konstrukt AOC1-GUS zeigte
einen Wert von 4,82 pmol/s, das Konstrukt aus AOC4 und Glucuronidase eine Aktivitat
von 3,64 pmol/s (Abb. 68).

Ein verdnderter Protein-turn-over konnte fir die AOC1 und AOC3 mit Hilfe des hier

verwendeten Systems nicht beobachtet werden.

GUS-Aktivitat [pmol/s]
»
w
~

355-A0C1-GUS 35S-A0C3-GUS

Abb. 68: Gemessene Glucuronidase-Aktivitaten in pmo  I/s. (O nicht verwundet, ohne Cycloheximid; ]
nicht verwundet, mit Cycloheximid; Eerwundet, ohne Cycloheximid; B verwundet, mit
Cycloheximid). Die angegebenen Werte zeigen den Mit  telwert +/- SD (n=6).
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Heteromerbildung von Arabidopsis thaliana Allenoxidzyklasen

4 Diskussion

Die Allenoxidzyklase katalysiert den Schritt in der Biosynthese von Jasmonsaure (JA), bei
dem die Stereospezifitdt der 12-oxo-Phytodiensaure (OPDA) festgelegt wird (Laudert et al.,
1997). In Arabidopsis thaliana sind vier Isoformen dieses Enzyms bekannt (Hause et al.,
2003; Stenzel et al., 2003b), wobei fur alle vier Isoenzyme auch die katalytische Aktivitat
nachgewiesen werden konnte (Stenzel et al., 2003b). Des Weiteren zeigte sich ein
Vorkommen der AOC in A. thaliana in verschiedenen Geweben, jedoch konnten hier die vier
Isoformen nicht unterschieden werden (Hause et al., 2003). Hinweise fiir eine differentielle
aber auch eine Uberlappende Expression der vier AOC-kodierenden Gene konnten mit AOC-
Promoter-GUS-Fusionen gewonnen werden (Abb. 3, S. 5; Stenzel et al., in Vorbereitung). In
ersten Arbeiten zur AOC aus Zea mays konnte festgesellt werden, dass diese in vivo
wahrscheinlich als Dimer vorliegt (Ziegler et al., 1997). Zusatzlich konnten Hofmann et al.
(2006) fur die AtAOC2 eine Trimerisierung zeigen. Das AOC-Monomer besteht dabei aus
einem 8-strangigen antiparallelen B-barrel, wobei jedes der drei Monomere um 30° gegen
das nachste Monomer im Trimer gedreht ist (Hofmann et al., 2006).

Fur die 1-Aminocyclopropan-1-Carboxylat-Synthase (ACC-Synthase), welche den geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt der Ethylenbiosynthese katalysiert, zeigte sich, dass die neun
in A.thaliana exprimierten Mitglieder dieser Familie Uberlappend exprimiert werden
(Tsuchisaka & Theologis, 2004a). AuRerdem sind sie in der Lage, heterolog miteinander zu
interagieren und so die enzymatische Aktivitat zu variieren (Tsuchisaka & Theologis, 2004b;
Tsuchisaka et al., 2009). Die Aktivitats- bzw. Spezifitatsregulierung Uber die Bildung von
Heteromeren ist ein Mechanismus, der z. B. auch fur die OPDA-Reduktase 3 (OPR3) und
die JAZ-Proteine (Jasmonat-ZIM-Doméne) beschrieben wurde (Breithaupt et al., 2006;
Chung & Howe, 2009). Die OPR3 wird durch Dimerbildung inaktiviert und die JAZ-Proteine
zeigen als heterodimere Transkriptionsfaktoren eine veranderte Spezifitdt fir
unterschiedliche Promotoren JA-responsiver Gene. Fir die AOC-Familie in A. thaliana
konnte ein solcher Mechanismus ebenfalls zutreffen. In dieser Arbeit sollte daher untersucht
werden, ob die AOC-Proteine aus A. thaliana untereinander Heteromere bilden kénnen und
dies maoglicherweise zu einer veranderten Enzymaktivitat fihrt. Ein solcher Mechanismus

kdnnte das Wissen Uber JA erweitern und seine Funktionsweise besser zu verstehen helfen.
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4.1 Organisation und Stabilitdt der = AtAOCs

Zu Beginn dieser Arbeit stand die Frage, ob die AOC-Isoformen aus A. thaliana in der Lage
sind, Multimere zu bilden. Erste Untersuchungen der AOC-Familie zeigten darauf keine
Hinweise (Hause et al., 2003; Stenzel et al., 2003b), kurze Zeit spéater konnte aber die AOC2
als Trimer kristallisiert werden (Hofmann et al., 2006).

Hinweise auf die Bildung mdglicher Proteinmultimere aller AOC-Isoformen lieferten
SDS-PAGE Analysen zu Beginn dieser Arbeit. Diese Analysen wurden mit moderaten
Denaturierungsbedingungen (42 °C, Kap. 3.1, S. 38) durchgefiihrt. Dabei konnte eine
mdgliche Multimerbande der AOC2 detektiert werden (Abb. 11, S. 38). Diese Bande liegt bei
einer GroflRe von etwa 70 kDa (Abb. 11, S. 38), was weder dem Molekulargewicht eines
Dimers (54 kDa), noch dem eines Trimers (81kDa) entspricht. Die detektierte
Monomerbande bei 27 kDa stimmt dabei mit dem berechneten Molekulargewicht Uberein.
Die Abweichung des berechneten Dimer- bzw. Trimer-Molekulargewichtes (16 bzw. 11 kDa)
vom detektierten Molekulargewicht ist vermutlich entweder auf eine noch vollstandig intakte
Faltung und Tertiarstruktur der AOC oder auf eine teilweise, auf einzelne Regionen der AOC
beschrénkte Denaturierung zuriickzufihren. Ahnliches wurde auch fiir LamB, ein Trimer-
bildendes Membranprotein aus E. coli (Baldwin et al., 2011) und das Virus-Bindeprotein 03
des Vogel-Reovirus S1 (Shapouri et al., 1996) beschrieben. In beiden Arbeiten wurden in
SDS-PAGE-Analysen Trimerbanden detektiert, welche entweder grof3er als das berechnete
Molekulargewicht (03, Shapouri et al.,, 1996) oder kleiner als das berechnete
Molekulargewicht (LamB, Baldwin et al., 2011) waren. Es konnte gezeigt werden, dass das
deutlich hohere detektierte Molekulargewicht des o3-Trimers auf eine unvollstandige
Denaturierung zurtickzufiihren war. Dies hatte zur Folge, dass sich ein Teil des Proteins
entfaltete und das gesamte Trimer im Laufverhalten stark retardierte (Shapouri et al., 1996).
Der umgekehrte Fall konnte bei LamB beobachtet werden (Baldwin et al., 2011). Hier zeigten
nicht mit Hitze denaturierte LamB-Proteine ein kleineres Molekulargewicht in SDS-PAGE-
Analysen als es fir ein Trimer berechnet war. Wurde die Proteinprobe jedoch bei 96 °C
denaturiert, zeigte sich das Monomer mit dem korrekten, berechneten Molekulargewicht. Die
in der vorliegenden Arbeit untersuchten AOC-Proteine zeigten ebenfalls SDS-stabile
Multimere, welche durch eine Denaturierung bei 96 °C aufgelost werden kénnen (Abb. 11,
S. 38).

Wie oben beschrieben, gibt es zwei Mdglichkeiten, die gefundene Multimerbande zu
interpretieren. Um dies naher zu klaren, wurden die AOC-Proteine einer Grol3enausschluss-
chromatographie (SEC, Gelfiltration) unterzogen (Kap. 2.2.10, S. 26 und Kap. 3.2, S. 40).
Dabei konnte der grof3te Teil des auf die Trennsaule applizierten Proteins in einer Fraktion

gefunden werden, welche bei ca.75-80ml eluierte (Tab. 9, S.43). Das aus den

67



Diskussion

Elutionsvolumina errechnete Molekulargewicht der Proteinfraktionen deutet auf die Existenz
von AOC-Trimeren hin (Tab. 9, S.43). Die Abweichung der experimentell bestimmten
Molekulargewichte zu den theoretischen liegt dabei wahrscheinlich in den hydrodynamischen
Eigenschaften der jeweiligen AOC-Proteine begriindet. Bei der Verwendung der SEC und
der Auswertung der erhaltenen Daten geht man davon aus, dass sich jedes Protein gleich
verhalt und ideal, symmetrisch globular geformt ist (Stellwagen, 1990; O'Fagain et al., 2011).
Eine Abweichung von der idealen globularen Struktur filhrt zu einer Anderung der
hydrodynamischen Eigenschaften des Proteins und wird somit zu einem nicht erwarteten,
abnormen Laufverhalten fihren (Stellwagen, 1990; O'Fagain et al., 2011). Die AOC-Proteine
wurden aufgrund ihrer raumlichen B-barrel Struktur zur Familie der Lipocaline gezahlt (Grzyb
et al., 2006; Hofmann et al., 2006). Von dieser Proteinfamilie, welche sehr heterogen ist und
eine groRe Vielfalt von Proteinen umfasst, ist die Bildung dimerer und auch hoéher
organisierter Proteinkomplexe bekannt (Flower, 1996; Grzyb et al., 2006). Aufgrund der
Fass-Struktur dieser Proteine kénnen die Proteinoligomere dichter gepackt sein als Vertreter
globularer Proteine (Grzyb et al., 2006), was ein geringeres Volumen im Vergleich zur
Proteinmasse bedeutet. Dies kdonnte die in dieser Arbeit beobachteten, abweichenden
Molekulargewichte erklaren (Tab. 9, S. 43). Bei SEC-Untersuchungen der AtAOC2 konnte
von Hofmann et al. (2006) ebenfalls eine Abweichung des berechneten Molekulargewichtes
zu den experimentell bestimmten Daten beobachtet werden. Die Abweichung von 25 %
wurde als Resultat eines atypischen Laufverhaltens des AOC-Trimers interpretiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass die AOC1, AOC2 und
AOC3 in Trimeren organisiert sind (Tab. 9, S. 43), was sich im Falle der AOC2 mit den
Kristallisationsergebnissen deckt (Hofmann et al., 2006). Die AOC4 scheint sich anders zu
verhalten. Hier wurde keine Trimerfraktion detektiert, das Protein scheint, zumindest in vitro,

als Hexamer vorzuliegen (Tab. 9, S. 43).

Von Proteinen gebildete Multimere kénnen durch den Einsatz von crosslinkern kovalent
miteinander verknipft werden (Mattson et al., 1993; Jilaveanu et al., 2005; Mikheikin et al.,
2009), was eine anschlieRende, gezieltere Untersuchung der Multimere zulasst. Zur
Stabilisierung der AOC-Trimere wurde in dieser Arbeit Ethylen Glycol bis (Succinimidyl
Succinat) (EGS, Abb. 8, S.25) eingesetzt. EGS besitzt einen linker zwischen den
endstandigen, reaktiven N-Hydroxy-Succinimid-Gruppen, der sich Uber 16,1 A erstreckt
(Abdella et al., 1979; Loster & Josic, 1997). Dabei ist zu beachten, dass sich mit der
Verlangerung des linkers die Spezifitdt der Proteinverknipfung vermindert. Je langer der
linker-Arm ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Proteine verknipft werden,
die nicht miteinander interagieren (Phizicky & Fields, 1995). Im Falle der in der vorliegenden

Arbeit untersuchten AOC-Proteine sollten die Protein-Trimere (diese Arbeit, Hofmann et al.,
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2006) stabilisiert werden, um anschlieRend deren Molekulargewicht untersuchen zu kénnen.
Bei der Verwendung des crosslinkers EGS konnten die Trimere der AOC1, AOC2 und AOC3
stabilisiert werden (Abb. 13, S. 39). Die Stabilisierung der Multimere der AOC4 war mit EGS
nicht erfolgreich (Abb. 13, S. 39). Die AOC4 ist das Isomer der AOC-Familie in Arabidopsis
welches sich am meisten von den anderen drei Mitgliedern der Familie unterscheidet. Die
Identitdt der AOC4 zur AOC2 auf Aminosdureebene liegt bei lediglich 64 %, die anderen
beiden AOCs zeigen Aminosaureidentitaten von 76 und 89 % (Anhang ab S. 84, Abb. 70 bis
Abb. 75; Stenzel et al., 2003b). Daher liegt die Vermutung nahe, dass sich im Fall der AOC4
die entsprechende(n) Lysinseitenkette(n) nicht in der richtigen Position oder gar nicht
vorhanden sind, um eine Vernetzung durch EGS zu ermdglichen (Geisler, 1993). Beim
Vergleich der Aminosauresequenz der AOC4 mit der Aminosauresequenz der AOC2 sind in
beiden Proteinen Lysinseitenketten an den fur eine Verknipfung relevanten Positionen zu
finden (Anhang, S.87, Abb. 74). Daher wird eine Vernetzung der AOC4-Multimere
wahrscheinlich durch die fur dieses Protein beobachtete hexamere Struktur verhindert.

Die durch EGS stabilisierten Trimere von AOC1, AOC2 und AOC3 zeigten in SDS-PAGE-
Untersuchungen das gleiche apparente Molekulargewicht wie die bereits beschriebenen
SDS-stabilen AOC-Trimere (70 kDa, Vgl. Abb. 11, S. 38 und Abb. 13, S. 39). Wurden die
Verknipfungsprodukte der AOCs einer SEC unterzogen, konnte das gleiche Laufverhalten
wie bei nicht verknipften AOCs beobachtet werden (Abb. 15, S. 41 bis Abb. 18, S. 42).
Erneut einer SDS-PAGE unterzogene gesammelte Trimerfraktionen zeigten wieder das
bekannte Bandenmuster der verknipften Proteinproben (Abb. 20, S. 44). Dies lasst darauf
schliel3en, dass es sich bei der Proteinbande von 70 kDa Molekulargewicht tatsachlich um
die Trimerbande der AOCs handelt, welche aufgrund der dicht gepackten Proteinstruktur ein
scheinbar kleineres Molekulargewicht in einer SDS-PAGE zeigten.

Mit Hilfe des crosslinking-Experimentes konnten die wahrend der SDS-PAGE- und SEC-
Untersuchungen beobachteten Trimerfraktionen der AOC1, AOC2 und AOCS3 stabilisiert und
verifiziert werden. Lediglich die AOC4 zeigte keine EGS stabilisierbaren Multimere, was

vermutlich auf die beobachteten Proteinhexamere zuriickzufiihren ist.

Ein Nebenaspekt, welcher in dieser Arbeit untersucht werden sollte, war die Stabilitdt der
AOC-Proteine in planta. Das AOC-Proteinlevel bleibt auch nach einer Verwundung relativ
konstant (Stenzel et al., 2003b). Dies steht im Gegensatz zum Modell der Aktivierung der
Expression von JA-responsiven Genen in Reaktion auf eine Verwundung (Vgl. Abb. 7,
S. 11). Tatséchlich konnte ein Anstieg des AOC-mRNA-Gehaltes in A. thaliana nach einer
Verwundung gemessen werden (Stenzel et al., 2003b). Diese Diskrepanz kdnnte ebenfalls
ein moglicher Regulationsmechanismus sein, welcher auf einem verstarkten AOC-turn-over

im Zuge der Verwundungsreaktion basiert. Das wirde bedeuten, dass die AOC dem
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Biosyntheseweg beim Abklingen der Verwundungsreaktion entzogen wird. Auf diesem Weg
kann kein neues JA gebildet werden und somit fande eine Metabolisierung der JA schneller
statt. Um diese Hypothese zu testen, sollten die vier AOC-cDNAs mit dem GUS-Reportergen
(Glucuronidase, Jefferson et al.,, 1987) fusioniert werden (Kap.2.10, S.37), um uber
Verédnderungen der enzymatischen Aktivitat der Glucuronidase den AOC-turn-over sichtbar
zu machen. Die dabei erhaltenen Daten der erfolgreich generierten und stabil transformierten
Fusionskonstrukte der AOC1 und AOC3 zeigten jedoch keinerlei Hinweise auf einen
erhdhten AOC-turn-over nach einer Verwundung (Abb. 68, S. 65). Um der Hypothese eines
erhdhten AOC-turn-overs nach Verwundung weiter nachzugehen, wurden in einer parallelen
Arbeit in der Arbeitsgruppe Untersuchungen mit Polysomen (naszierende Ribosomen)
durchgefuhrt. Mit der Isolierung der Polysomen wird auch die daran gebundene und im
Translationsprozess befindliche mRNA isoliert. Nach einer Verwundung steigt das AOC-
MRNA-Level stark an (Stenzel et al., 2003b), dieser Anstieg konnte auch an der
polysomengebundenen AOC-mRNA nachverfolgt werden (Sperling, 2011). Dies spricht fir
eine Translation der AOC-mRNA, welche nach Verwundung gebildet wird. Es ist daher
madglich, dass ein erhohtes mRNA-Level der AOC den Protein-turn-over kompensiert, so
dass die in friheren Arbeiten gezeigten konstanten AOC-Proteinlevel entstehen (Stenzel et
al., 2003b). Die Detektion des AOC-turn-overs mit dem hier verwendeten System erfordert
aber eine vollstandige Inhibierung der Proteinneusynthese, da sich das GUS-Fusions-
konstrukt unter der Kontrolle des 35S-Promoters befand und dieser konstitutiv aktiv ist
(Jefferson et al., 1987). Zur Inhibierung wurde Cycloheximid (CHX) verwendet, welches in
friheren Arbeiten mit Erfolg zur Inhibierung der Proteinsynthese eingesetzt wurde (van der
Fits & Memelink, 2001; Dombrecht et al.,, 2007). Die in dieser Arbeit verwendete
Konzentration von 200 mg/l (71 mM) liegt deutlich Gber der in anderen Arbeiten eingesetzten
Konzentration von 100 uM (van der Fits & Memelink, 2001; Dombrecht et al., 2007). In
diesen wurde CHX dem Medium zugesetzt und Uber einen langeren Zeitraum bzw. direkt an
die in Flussigkultur wachsenden Pflanzenzellen appliziert. Dabei konnte eine Hemmung der
Proteinbiosynthese erreicht werden (van der Fits & Memelink, 2001). In dieser Arbeit musste
das CHX Uuber die Epidermis erst in das Blatt gelangen (Kap. 0, S. 37). Mdéglicherweise
wurde das CHX daher gar nicht, oder nur sehr wenig in die Zellen aufgenommen und damit
auch die Proteinsynthese gar nicht oder nicht ausreichend gehemmt. Ein mdglicher turn-over
der AOC-Proteine kdnnte so nicht sichtbar gewesen sein. Um dieses Problem zu umgehen,
sollten GUS-Fusionskonstrukte unter der Kontrolle eines Dexamethason-induzierbaren
Promoters konstruiert werden. Diese Konstrukte konnten jedoch nicht stabil in A. thaliana
transformiert werden und standen somit fiir diese Arbeit nicht fir weitere Untersuchungen

zur Verfgung.
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4.2 AtAOC-Heteromere sind in vivo nachweisbar

In Kapitel 4.1 (S. 67) wurde das Vorkommen der Arabidopsis-thaliana-AOCs als Trimere
diskutiert. Da mehrere AOC-Gene gleichzeitig in gleichen Organen exprimiert werden (Vgl.
Einleitung, Abb. 3, S. 5; Stenzel et al., 2003b; Stenzel et al., in Vorbereitung), stellt sich die
Frage nach einer Heteromerbildung der verschiedenen AOC-Isoformen. Diese Mdglichkeit
sollte in planta mit Hilfe der bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (Bracha-Drori et al.)
untersucht werden.

Die gewonnenen Daten weisen auf eine homo- und heteromere Interaktion aller vier
AOC-Isoformen hin (Kap. 3.4, Abb. 47, S. 55). Fur alle 16 mdglichen Kombinationen (Vgl.
Tab. 10, S. 49) konnten YFP-Fluoreszenzsignale detektiert werden (Abb. 47, S.55). Die
Interaktion wurde dabei mittels des Emissionsspektrums von YFP kontrolliert (Bracha-Drori
et al., 2004). Trotz der Identifizierung der Fluoreszenz konnte das Signal jedoch auch von
falsch-positiven Interaktionen stammen. Um diese Mdglichkeit auszuschliel3en, wurden die
YFP-Fragmente ohne fusioniertes Protein in die Protoplasten transformiert. Dabei trat in
einigen Fallen lediglich eine schwache Hintergrundfluoreszenz auf (Anhang S. 89, Abb. 80
und Abb. 81). Ein ahnliches Phanomen konnten Walter et al. (2004) ebenfalls beobachten
und fuhrten es auf ein hohes Expressionsniveau der YFP-Fragmente zuriick, die dadurch zu
unspezifischer Interaktion neigen. Wurden jedoch zwei nicht interagierende Proteine an die
YFP-Fragmente fusioniert, konnte keine YFP-Fluoreszenz beobachtet werden (Bracha-Drori
et al., 2004).

Mit Hilfe der ,klassischen” BIFC kénnen nur die Interaktionen von zwei Proteinen in vivo
nachgewiesen werden (Hu et al., 2002). Die AOCs liegen aber, wie bereits beschrieben auch
in planta als Trimere vor (Hofmann et al., 2006). Bei den hier gezeigten Untersuchungen
wurden also nur Interaktionen von zwei der drei Partner sichtbar gemacht. Der dritte Partner
konnte dabei einerseits ein weiteres Fusionsprotein sein, dessen split-YFP Anteil nicht zur
Fluoreszenz beitragt bzw. beitragen kann. Es besteht andererseits auch die Méglichkeit einer
Interaktion der Fusionsproteine mit einer der bereits in der Zelle vorhandenen AOCs, die in
Arabidopsis-Mesophylizellen konstitutiv vorkommen (Stenzel et al., 2003b). Die Visualisie-
rung des dritten Partners im AOC-Trimer kdénnte Uber einen kombinierten Ansatz von BiFC
und FRET (fluorescence resonance energy transfer) erfolgen (Shyu et al., 2008; Kwaaitaal et
al., 2010). Die BIFC-Konstrukte bzw. das daraus rekonstituierte YFP wird als
Akzeptormolekil verwendet (Kwaaitaal et al., 2010). Das dritte Konstrukt ist ein weiteres
Fusionskonstrukt aus AOC und z. B. crFP (cerulean fluorescent protein). Alle drei Konstrukte
missen in die Zellen gebracht werden. Bei einem solchen Ansatz misste man allerdings mit
einer starken Verminderung der Transformationseffizienz rechnen, welche sich mit

steigender Anzahl der zu transformierenden Konstrukte verringert (Walter et al., 2004).
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Dennoch wirde mit einem solchen Ansatz méglicherweise die Stochiometrie der Isoformen
innerhalb eines AOC-Trimers und ein mogliche Bildung eines Heterotrimers aus drei
verschiedenen Isoformen (BiFC-Fusions- und crFP-Fusionskonstrukt) untersucht werden
koénnen.

Beim Vergleich der erhaltenen Fluoreszenzdaten aus Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten
sind Unterschiede in Intensitdt und Aussehen der fluoreszierenden Areale erkennbar
(Kap. 3.4.1, S. 49). Eine mdgliche Erklarung koénnte eine unterschiedlich stark ausgepragte
Interaktion und damit Fluoreszenzintensitat der verschiedenen Kombinationen sein. Ein
ahnlicher Effekt wurde von Walter et al. (2004) beschrieben. Hier wurden Wildtyp und
Mutantenversionen von bZIP63, ein Transkriptionsfaktor der zur Familie der bZIP-Faktoren in
Arabidopsis gehort (Jakoby et al., 2002), untersucht. Der Transkriptionsfaktor bZIP63 ist in
der Lage, in vivo Dimere auszubilden (Siberil et al., 2001). Bei der mutierten Version wurden
zwei Aminosauren ausgetauscht, was sich negativ auf das Dimerisierungspotential des
Proteins auswirkte (Siberil et al., 2001; Walter et al., 2004). So konnte in einem voran
gestelltem yeast-two-hybrid-Assay eine Verminderung der Interaktion von Wildtyp- mit
Mutanten-bZIP63 festgestellt werden (Walter et al., 2004). Im Folgenden wurden die
split-YFP-bZIP63-Fusionskonstrukte in Arabidopsis-Zellkulturprotoplasten transformiert und
die Dimerisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Dabei konnte eine Abnahme
der Fluoreszenz in den Protoplasten festgestellt werden, welche mit der Kombination aus
Wildtyp- und Mutanten-bZIP63 transformiert worden sind (Walter et al., 2004). Daraus
schlossen die Autoren, dass die Fluoreszenz nicht nur ein qualitatives Mal3 flr eine
Interaktion ist, sondern auch ein quantitatives MaRR fur deren Auspragung (Walter et al.,
2004). Aus den gesammelten Fluoreszenzdaten der vorliegenden Arbeit wurden die
Fluoreszenzspektren der Protoplasten extrahiert und standardisiert (Kap. 2.8, S. 35).
Interpretiert man diese Daten mit den Erkenntnissen von Walter et al., kann daraus
geschlossen werden, dass einige Interaktionen der AOCs stark (z. B. AOC3-A0C4, Abb. 41,
S. 54), anderen dagegen nur schwach ausgepragt sind (z. B. AOC2-AOC1, Abb. 35, S. 53).
Dies kdnnte auf eine unterschiedlich starke Ausbildung der Interaktionen der AOCs sowohl in

Homomeren als auch Heteromeren in planta hinweisen.
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4.3 Enzymaktivitat der Heteromere

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die vier AOC-Isoformen aus
Arabidopsis thaliana in der Lage sind, untereinander Heteromere zu bilden. Die
Heteromerisierung kann dabei ein Hinweis auf eine mogliche Anderung der enzymatischen
Aktivitdt der Heteromere sein, was in der Pflanze als zusatzliche Regulationsebene dienen
konnte. In Arabidopsis wurde Uber die Entwicklungszeit eine Anhaufung von AOC-Protein in
der Pflanze beobachtet (Hause et al., 2003). Dabei ist auch die Verteilung der AOC-Proteine
in den verschiedenen Organen (Blatter, Bluten, Stengel und Primarwurzeln) ausgeglichen
(Hause et al., 2003). Alle Identifizierungen der AOC-Proteine wurden mit einem Antikdrper
durchgefuhrt, der préferenziell die AOC2 und mit geringerer Affinitat auch die anderen drei
AOCs erkennt (Hause et al., 2003). In weiteren Arbeiten zur Expression der AOCs in
verschiedenen Organen in der Arbeitsgruppe konnte zusatzlich eine Uberlappende
Promoteraktivitat beobachtet werden (Stenzel et al., in Vorbereitung).

Die in allen Organen vorhandenen AOCs (Hause et al.,, 2003), das Uberlappende
Expressionsmuster der AOCs (Stenzel et al., in Vorbereitung) und die beobachteten
AOC-Heteromere (vorliegende Arbeit) lassen die Mdglichkeit zu, dass durch eine Bildung
von Heteromeren eine Enzymaktivitdtsregulierung entstehen kann, die in den jeweiligen
Geweben oder Zellen zu einer spezifischen Jasmonatbildung beitragt.

Zunachst sollte die Anderung der enzymatischen Aktivitat in planta untersucht werden. Als
Modell-System wurde hierflr Nicotiana benthamiana ausgewahlt, da in diesem &hnliche
Interaktionsergebnisse wie in den A.-thaliana-Protoplasten beobachtet werden konnten
(Kap 3.4.2, S.57). Zur Untersuchung der enzymatischen Aktivitat in planta wurden jeweils
eine gut sichtbare Interaktion (AOC3+AOC4, Abb. 60, S. 60) und eine schwach sichtbare
Interaktion (AOC1+AOC2, Abb. 52, S.58) ausgewahlt. Aus der Arbeit von Walter et al.
(2004) ist bekannt, dass sich aus der sichtbaren Fluoreszenz nicht nur eine aktive Interaktion
ablesen lasst, sondern auch deren Intensitat. Also sollte die Interaktion zwischen AOC3 und
AOC4 starker ausgepragt sein, als die Interaktion zwischen AOC1 und AOC2. Die
Cotransformation von AOC3 und AOC4 sollte danach zu einer starkeren JA-Bildung nach
Verwundung des Gewebes beitragen als bei einer Cotransformation mit AOC1 und AOC2.
Als Reporter der JA-Bildung sollte die endogene, JA-responsive NbAOC dienen. Eine
starkere JA-Bildung wirde die NbAOC starker induzieren als eine schwachere JA-Bildung
(Vgl. Abb. 65, S. 62). Diese postulierten Annahmen konnten experimentell aber nicht, oder
nur sehr schwach, beobachtet werden. Zwar konnte eine deutliche Steigerung der
Expression der NbAOC nach Verwundung beobachtet werden (Abb. 66, S. 63), dies ist aber
vermutlich auf die Verwendung des 35S-Promoters zur Expression der AtAOC-Konstrukte

zurickzufuhren. Dieser Promoter ist konstitutiv aktiv (Jefferson et al., 1987) und fuhrt daher
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zu einem hohen Proteinlevel der entsprechenden AtAOC-Fusionsproteine in den
Chloroplasten. Diese sind in N. benthamiana aktiv und filhren zu einer Verstarkung des
Verwundungssignals, welches von den Leitbtuindeln ausgeht (Stenzel et al., 2008). Beide
Heteromere scheinen einen ahnlichen Einfluss auf die Expression der NbAOC zu haben.
Allerdings geht die Annahme von einer ,Feinjustierung® der JA-Bildung durch
unterschiedliche Kombinationen aus. Das bedeutet, dass eine relativ geringe Anderung der
JA-Bildung, welche im Gewebe zu einer veranderten JA-Signatur fihren wirde, durch die
starke Expression der AtAOC-Fusionsproteine Uberdeckt werden kénnte. Die wahrscheinlich
geringe Anderung der JA-Bildung im Zuge der Feinregulierung lasst auch keine direkte
Messung des JA-Gehaltes in den Blattern zu, da flr diese die Messung zu ungenau ware.
Eine weitere, nicht kontrollierbare, Schwierigkeit des Experimentes liegt in der
Heteromerbildung selbst. Die Ausbildung der YFP-Fluoreszenz zeigt eindeutig die Bildung
von AOC-Heteromeren, allerdings kénnen auch AOC-Homomere gebildet werden. Diese
sind nicht in der Lage ein YFP-Signal zu produzieren, kénnen aber die Messung der
Feinjustierung stoéren.

Da dieser Aspekt nicht kontrolliert werden kann, sollte die Aktivitdtsbestimmung auch im
in-vitro-System untersucht werden. In diesem werden die verwendeten AOC-Heteromere
unter kontrollierten Bedingungen heterolog in E. coli exprimiert und anschlieRend gereinigt.
Die fur die Expression genutzten Vektoren trugen jeweils zwei klonierte AOC-Isoformen
(Kap. 3.3, Abb. 21, S.45). Ein ahnliches System wurde auch zur Coexpression von
verschiedenen Isoformen der ACC-Synthase verwendet (Tsuchisaka & Theologis, 2004b).
Der Vorteil dieses Systems liegt im annahernd gleichen Expressionslevel beider
Komponenten, da sie zusammen in einem Plasmid vorliegen (Tsuchisaka & Theologis,
2004b). Beide Komponenten konnten von den verwendeten Plasmiden exprimiert werden.
Im Anschluss wurden Uber ein Zwei-Stufen-System AOC-Heteromere von Homomeren
getrennt (Kap. 3.3.1, Abb. 22 und Abb. 23, S. 46). Die gewonnenen Heteromere wurden
danach in ihrer Aktivitdt mit den Homomeren verglichen. Hier zeigte sich, dass verschiedene
Kombinationen an AOC-Isoformen unterschiedliche Aktivitaten im Vergleich zu den
Homomeren aufwiesen (Abb. 24, S. 47 und Abb. 25, S. 47). Bestimmte Kombinationen (z. B.
AOC2+A0C4) zeigten eine hdhere Aktivitat als deren Homomere oder andere Heteromere.
Wertet man diese Ergebnisse in Zusammenhang mit den tUberlappenden Promoteraktivitaten
(Stenzel et al., in Vorbereitung), kbnnten verschiedene Kombinationen an exprimierten AOCs
tatsachlich in verschiedenen Geweben zu unterschiedlichen enzymatischen Aktivitaten
beitragen. Ein &hnlicher Mechanismus, bei dem unterschiedliche Kombinationen an
Monomeren die Aktivitdt des Heteromers variieren, wurde z. B. fur die ACC-Synthase (ACS)
postuliert. In Arabidopsis setzt sich die Familie aus acht enzymatisch aktiven und einer

inaktiven Isoform zusammen (Yamagami et al., 2003). Diese Isoformen zeigen zum einen
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ein Uberlappendes Expressionsmuster und sind zum anderen in der Lage, in verschiedenen
Kombinationen zu interagieren (Tsuchisaka & Theologis, 2004a; Tsuchisaka & Theologis,
2004b). Experimente mit ACS-Mutanten zeigten ein Geflecht an mdglichen Interaktionen der
ACS-Familie, welches die Autoren als System zur Feinjustierung der Ethylenbiosynthese
wéahrend der Pflanzenentwicklung deuteten (Tsuchisaka et al., 2009). Ahnlich kénnte es sich
mit den heteromeren Interaktionen der AOC verhalten.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigten, dass sich die Mitglieder der AOC-Familie
in planta in Heteromeren organisieren kdénnen (Kap. 3.4, S. 49). AuBBerdem konnte eine
Anderung der Aktivitat der AtAOCs in Folge der Trimerisierung gemessen werden
(Kap. 3.3.2, S. 46). Dies bedarf aber im Falle der Aktivitatsbestimmungen in vivo noch
weiterer Untersuchungen. Dennoch stellt sich die Frage, tUber welchen Mechanismus diese
Anderung der Aktivitat erreicht wird. Jedes Monomer des AOC-Trimers besitzt ein eigenes
aktives Zentrum, welches auch im monomeren Zustand der AOC aktiv zu sein scheint
(Hofmann et al., 2006; Schaller et al.,, 2008). Die Modifizierung der Aktivitat der
Heterotrimere der AOC wird also wahrscheinlich nicht Uber die Ausbildung gemeinsamer
aktiver Zentren beeinflusst. Fir die dimere ACC-Synthase, die RuBisCO und die
5-Aminolavulinat-Synthetase wurde eine Ausbildung des aktiven Zentrums an der
Interaktionsflache des Dimers beschrieben (Larimer et al., 1987; Tan & Ferreira, 1996;
Tsuchisaka & Theologis, 2004b). Die Ausbildung der trimeren Struktur bei der AtAOC tragt
maoglicherweise zur Stabilitdit der gebildeten Heterotrimere bei. Diese verschiedenen
Heterotrimere kdnnten zu unterschiedlichen Mengen an Jasmonat nach Verwundung oder
wahrend der Entwicklung in der Zelle bzw. dem Gewebe fiihren.

Betrachtet man die schon vor dieser Arbeit bekannten Ergebnisse zur AtAOC, die
uberlappenden Promoteraktivititen (Stenzel et al., in Vorbereitung), das stabile
Gesamt-AOC-Level in der Zelle (Stenzel et al.,, 2003b) und die Trimerisierung in planta
(Hofmann et al., 2006) im Kontext der vorliegenden Arbeit, ergibt sich die Mdglichkeit der
Aktivitdtsregulierung in planta als weiterer Mechanismus der Regulierung der
JA-Biosynthese. So konnten die verschiedenen Promoteraktivitaten in unterschiedlichen
Geweben die jeweilige Ausstattung an AOC-Isoformen bestimmen, wahrend das stabile
Gesamt-AOC-Level die gebildete Proteinmenge reguliert. Die verschiedenen AOCs kdnnten
im Chloroplasten heteromerisieren und verschiedene Heterotrimere wirden dann zu
unterschiedlichen Mengen an gebildetem Jasmonat fiihren. Als Beispiel fir eine solche
Anpassung der JA-Biosynthese kann die erhdhte Aktivitdt der Kombination aus AOC4 und
AOC2 dienen. Die Gene beider Isoformen werden z.B. im Leitbiindel exprimiert und
gebildete Heteromere wirden hier zu einer starken Jasmonatbiosynthese fuhren (Stenzel et
al., in Vorbereitung; Hause et al., 2003). Dies kénnte fur die Aufnahme und Weiterleitung

eines systemischen Signals in das Blatt von Bedeutung sein. Ein systemisches Signal leitet
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ein Verwundungssignal von der Verwundungsstelle in weiter entfernte Pflanzenteile. Die
Natur des eigentlichen Signals ist bisher unbekannt, aber auf Grund der hohen gemessenen
Geschwindigkeiten des Signals von 2-3 cm/s kommt ein JA-Signal nicht in Frage (Glauser et
al., 2009; Koo et al., 2009). Signale konnen z.B. hydraulische Signale oder ein
transmembraner lonenfluss sein (Glauser et al., 2009; Koo et al., 2009). Allerdings steht fest,
dass es sich bei dem Signal um ein Uber die Leitbtindel weitergeleitetes Signal handeln
muss (Glauser et al., 2009). Das ankommende systemische Signal wird im distal zur
Verwundung liegenden Blatt im Leitbindel perzipiert und zunachst in ein JA-lle-Signal
umgewandelt (Koo et al., 2009). Das gebildete JA-lle kann dann iiber den SCF°°-JAZ-
Sighalweg die Expression JA-responsiver Gene aktivieren, wie z. B. die AOC2 und AOC4.
Beide Biosyntheseenzyme konnten anschliel3end als Heteromer mit hoher Aktivitat die JA-
Biosyntheseleistung steigern. Somit wirde ausreichend JA bereitgestellt, um im Mesophyll
des systemischen Blattes die Expression JA-responsiver Gene zu aktivieren. Im Mesophyll
werden die AOC-Gene 1 und 3 exprimiert (Hause et al., 2003; Delker et al., 2006) und
kénnen mit einer relativ geringen Aktivitat des Heteromers die Biosyntheseleistung und damit
den JA-Gehalt an eine erhohte Abwehrbereitschaft anpassen. Bei experimentellen
Bestimmungen des JA-Gehaltes konnten im distalen, unverwundeten Blatt ein etwa 10-fach
niedrigerer JA-Gehalt gemessen werden als im verwundeten Blatt selbst (Glauser et al.,
2008; Koo et al., 2009). Die Autoren deuteten den geringen JA-Gehalt im systemischen Blatt

als eine erhdohte Abwehrbereitschaft der Pflanze gegeniber Herbivoren.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe proteinbiochemischer Methoden eine
Trimerisierung fur die homomeren AOC1, AOC2 und AOC3 gezeigt werden. Fur die AOC4
deuten die Ergebnisse dagegen auf eine hexamere Struktur hin. Mit Hilfe der BiFC war es
mdglich die Bildung von AOC-Heteromeren zu zeigen, wobei alle AOCs untereinander in der
Lage sind zu heteromerisieren. Welchen Einfluss dabei die Hexamer-bildende Eigenschaft
der AOC4 hat, muss noch naher untersucht werden. Ziel dieser Arbeit war es
herauszufinden, ob die Heteromerisierung der AOCs mit einer Anderung der enzymatischen
Aktivitdt der AOCs Kkorreliert. In-planta-Versuche mit N. benthamiana konnten hier keine
eindeutige Anderung der Aktivitat zeigen. Um kontrollierbare Bedingungen zu schaffen,
wurden die Experimente in vitro wiederholt. Hier konnte eine Anderung der Aktivitat im Zuge
der Heteromerisierung festgestellt werden. Welchen Einfluss diese Aktivitatsanderung in
Verbindung mit den bereits vorher bekannten Eigenschaften der AtAOCs hat, muss noch im

Detail geklart werden.
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Anhang

Tab. 12: Ubersicht ausgewahlter Informationen der AtAOCs.
locus tag accession# Chromosom bp AS AS Plastidensignal
AOC1 | AT3G25760 NM_113475 3 762 254 78
AOC2 | AT3G25770 NM_113476 3 759 253 77
AOC3 | AT3G25780 NM_113477 3 774 258 56
AOC4 | At1G13280 NM_101199 1 762 254 52
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taten der AOC-Interaktionen in den Arabidopsis-



BLAST AtAOC1 vs AtAOC2

>1cl|63013 unnamed protein product
Length=253

Score = 458 bits (1178), Expect = le-168, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 226/254 (89%), Positives = 237/254 (93%), Gaps = 1/254 (0%)

Query 1 MASSTISLQSISMTTLNNLSYSKQFHRSSLLGFSKSFQNFGISSNGPGSSSPTSFTPKKK 60
MASS +SLQSISMTTLNNLS ++QFHRSSLLG SKSFQN GISSNG S P+SFT KK
Sbjct 1 MASSAVSLQSISMTTLNNLSCNQQFHRSSLLGS SKSFQNLGISSNGSDFSYPSSFTAKKN 60

Query 61 LTPTRALSQNLGNTENPRPSKVQELSVYEINDLDRHS PKILKNAFSFRFGLGDLVPFTNK 120
LT +RALSQN GN ENPRPSKVQELSVYEIN+LDRHSPKILKNAFS FGLGDLVPFTNK
Shjct 61 LTASRALSQN-GNIENPRPSKVQELSVYEINELDRHSPKILKNAFSLMFGLGDLVPFTNK 119

Query 121 LYTGDLKKRVGITAGLCVVIEHVPEKNGDRFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYEDSFLA 180
LYTGDLKRRVGITAGLCVVIEHVPEK G+RFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYEDSF LA
Sbjct 120 LYTGDLKKRVGITAGLCVVIEHVPERKKGERFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYEDSFLA 179

Query 181 ITGGAGIFEGAYGQVKLQQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELIGTPVPPSKDVEPAPEA 240
ITGGAGIFEGAYGQVKLQQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLEL GTPVPPSKD+EPAPEA
Sbjct 180 ITGGAGIFEGAYGQVKLQQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELTGTPVPPSKDIEPAPEAR 239

Query 241 KALKPSGVVSNFTN 254
KAL+PSGV+SN+TN
Sbjct 240 KALEPSGVISNYTN 253

Abb. 70: BLAST der AtAOC1 (Query) gegen die AtAOC2 (Sbjct).

BLAST AtAOC1 vs AtAOC3

>1cl|20359 unnamed protein product
Length=258

Score = 380 bits (976), Expect = 7e-138, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 196/258 (76%), Positives = 220/258 (85%), Gaps = 4/258 (2%)

Query 1 MASST--ISLQSISMTTLNNLSYSKQFHRSSLLGFSKSFQNFGISSNGPGSSSPTSFTPK 58
MASS+ +SL+SISMTTLNNLS + Q HRSSLLGFS+SFQN GISSNGP SS + T
Sbijct 1 MASSSAAMSLES ISMTTLNN LSRNHQSHRSSLLGFSRSFQNLGISSNGPDFSSRSRSTTS 60

Query 59 KEKLTPTRALSQNLGN-TENPRPSKVQELS VYEINDLDRHSPKILK-NAFSFRFGLGDLVP 116
K L TRA N G TEN RPSK+QEL+VYE+N+ DR+SP +LK LGDLVP
Sbijct 61 KNLNVTRAFFWNWGKKTENSRPSKIQELNVYELNEGDRNSPAVLKLGKKPTELCLGDLVP 120

Query 117 FTNKLYTGDLKKRVGITAGLCVVIEHVPEKNGDRFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYED 176
FTNEKLYTGDLKKRVGITAGLCV+I+HVPEK+GDRFEA+YSFYFGDYGHLSVQG YLTYED
Sbjct 121 FTNKLYTGDLEKKRVGITAGLCVLIQHVPEKSGDRFEASYSFYFGDYGHLSVQGQYLTYED 180

Query 177 SFLAITGGAGIFEGAYGQVKLQQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELIGTPVPPSKDVEP 236
+FLA+TGG+GIFEGAYGQVKL+QLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLEL GT V PSKDV+P
Sbjct 181 TFLAVIGGSGIFEGAYGQVKLRQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELTGTAVTPSKDVKP 240

Query 237 APEAKALKPSGVVSNFTN 254
APEAKA++PSGV+SNFTN
Sbjct 241 APEAKAMEPSGVISNFTN 258

Abb. 71: BLAST der AtAOC1 (Query) gegen die AtAOC3 (Shjct).



BLAST AtAOC1 vs AtAOC4

>1cl| 56423 unnamed protein product
Length=254

Score = 312 bits (800), Expect = 3e-111, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 156/241 (65%), Positives = 188/241 (78%), Gaps = 2/241 (1%)

Query 15 TLNNLSYSKQFHRSSLLGFSKSFQNFGISSNGPGSSSPTSFTPKKKLTPTRALSQNLGNT 74
TL NLS + Q H+S+ LGFS+SF N ISSN PG S+ T R+ + N
Sbjct 15 TLRNLSRNHQSHQSTF LGFSRSFHNQRISSNSPGLSTRARSTTSSTGGFFRTICSSSSN- 73

Query 75 ENPRPSKVQELSVYEINDLDRHSPKILK-NAFSFRFGLGDLVPFTNKLYTGDLKKRVGIT 133
+ RP+K+QEL+VYE N+ DR+SP +LK + LGDLVPFTNKLYTGDL KR+GIT
Sbhijct 74 DYSRPTKIQELNVYEFNEGDRNSPAVLKLGKKPDQLCLGDLVPFTNKLYTGDLTKRIGIT 133

Query 134 AGLCVVIEHVPEKNGDRFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYEDSFLAITGGAGIFEGAYG 193
AGLCV+I+HVPEK GDRFEA+YSFYFGDYGH+SVQGPYLTYED+FLAITGG+G+FEGAYG
Sbjct 134 AGLCVLIQHVPEKKGDRFEASYSFYFGDYGHISVQGPYLTYEDTFLAITGGSGVFEGAYG 193

Query 194 QVKLQQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELIGTPVPPSKDVEPAPEAKALKPSGVVSNFT 253
QVKL+QLVYPTKLFYTFYLKG+A DLP+EL G V PSK+V+PA EA+A +P ++NFT
Sbjct 194 QVKLRQLVYPTKLFYTFYLKGVAADLPVELTGKHVEPSKEVKPAAEAQATQPGATIANFT 253

Query 254 N 254
N
Sbjct 254 N 254

Abb. 72: BLAST der AtAOC1 (Query) gegen die AtAOC4 (Shjct).

BLAST AtAOC2 vs AtAOC3

>1cl|20547 unnamed protein product
Length=258

Score = 384 bits (986), Expect = 2e-139, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 195/255 (76%), Positives = 218/255 (85%), Gaps = 3/255 (1%)

Query 2 ASSAVSLQSISMTTLNNLSCNQQFHRSSLLGSSKSFQNLGISSNGSDFSYPSSFTAKKNL 61
+S+A+SL+SISMTTLNNLS N Q HRSSLLG S+SFQNLGISSNG DFS S T KNL
Shijct 4 SSAAMSLESISMTTLNNLSRNHQSHRSSLLGFSRSFQNLGISSNGPDFSSRSRSTTSKNL 63

Query 62 TASRALSQNG--NIENPRPSKVQELSVYEINELDRHSPKILK-NAFSLMFGLGDLVPFTN 118
+RA N EN RPSEK+QEL+VYE+NE DR+SP +LK LGDLVPFTN
Shijct o4 NVTRAFFWNWGKKTENSRPSKIQELNVYELNEGDRNS PAVLKLGKKPTELCLGDLVPFTN 123

Query 119 KLYTGDLKKRVGITAGLCVVIEHVPEKKGERFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYEDSFL 178
KLYTGDLKKRVGITAGLCV+I+HVPEK G+RFEA+YSFYFGDYGHLSVQG YLTYED+FL
Shjct 124 KLYTGDLKKRVGITAGLCVLIQHVPEKSGDRFEASYSFYFGDYGHLSVQGQYLTYEDTFL 183

Query 179 AITGGAGIFEGAYGQVELQQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELTGTPVPPSKDIEPAPE 238
A+TGG+GIFEGAYGQVKL+QLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELTGT V PSKD++PAPE
Shjct 184 AVTGGSGIFEGAYGQVKLRQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELTGTAVTPSKDVKPAPE 243

Query 239 AFKALEPSGVISNYTN 253
ARA+EPSGVISN+TN
Shjct 244 AKAMEPSGVISNFTN 258

Abb. 73: BLAST der AtAOC2 (Query) gegen die AtAOC3 (Sbjct).



BLAST AtAOC2 vs AtAOC4

>1cl|54751 unnamed protein product

Length=254
Score =
Identities

Query 15

sbijct 15

Query 75

Sbjct 75

Query 134

sbijct 135

Query 154

Sbijct 195

Abb. 74:

Position fir intermolekulare

BLAST der AtAOC2 (Query) gegen die AtAOC4 (Shjct). Rote Kreise zeigen Lysinreste in guter
crosslinking-Ereignisse. Blaue Kreise zeigen Lysinreste in Positi

TLNNLSCNQQFHRSSLLGSSKSFQNLGISSNGSDFSYPSSFTARKKNLTASRALSQNGNIE
TL NLS N Q H+S+ LG S+SF N ISSN S + T R+ + + +
TLRNLSRNHQSHQSTFLGFSRSFHNQRISSNSPGLSTRARSTTSSTGGFFRTICSSSSND

NPRPSKVQELSVYEINELDRHSNJ—\FS LMFGLGDLVPF@TGD@VGI TA

RP+K+QEL+VYE NE DR+SP LGDLVPFTNKLYTGDL KR+GITA
YSRPTKIQELNVYEFNEGDRNSi:!ﬂbQ::bDQLCLGDLVPFTNKLYTGDLTKRIGITA
GLCVVIEHVPé::aERFEATYSFYFGDYGHLSVQGPYLTYEDSFLAITGGAGIFEGAYGQ

GLCV+I+HVPEKKG+RFEA+YSFYFGDYGH+SVQGPYLTYED+FLAITGG+G+FEGAYGQ
GLCVLIQHVPEKKGDRFEASYSFYFGDYGHISVQGPYLTYEDTFLAITGGSGVFEGAYGQ

QLVY@YTE@AND LPLELTGTPVPEP}-\PEPSGVI SNYTN
VEKL+QLVYPTKLFYTFYLEG+A DLP+ELTG V PSK+++PA EAFA +P  I+N+TN
VKLRQLVYPTKLFYTF AADLPVELTGKHVEPS KEVKPAAEAQATQPGAT IANFTN

keine oder intramolekulare crosslinking-Ereignisse.

BLAST AtAOC3 vs AtAOC4
>1cl|51601 unnamed protein product
Length=254
Score = 387 bits (995), Expect = 1le-140, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 189/244 (77%), Positives = 206/244 (84%), Gaps = 6/244 (2%)
Query 17 TLNNLSRNHQSHRSSLLGFSRSFQNLGISSNGPDFSSRSRSTTSKNLNVTRAFFWNWGKK
TL NLSRNHQSH+S+ LGFSRSF N ISSN P S+R+RSTTS T FF
Shjct 15 TLRNLSRNHQSHQSTFLGFSRSFHNQRISSNSPGLSTRARSTTSS-——--TGGFFRTICSS
Query 77 TEN--SRPSKIQELNVYELNEGDRNSPAVLKLGKKPTELCLGDLVPFTNKLYTGDLEKKRYV
+ N SRP+KIQELNVYE NEGDRNSPAVLKLGKKP +LCLGDLVPFTNKLYTGDL KR+
Shjct 71 SSNDYSRPTKIQELNVYEFNEGDRNSPAVLKLGKKPDQLCLGDLVPFTNKLYTGDLTKRI
Query 135 GITAGLCVLIQHVPEKSGDRFEASYSFYFGDYGHLSVQGQYLTYEDTFLAVTGGSGIFEG
GITAGLCVLIQHVPEK GDRFEASYSFYFGDYGH+SVQG YLTYEDTFLA+TGGSG+FEG
Shjct 131 GITAGLCVLIQHVPEKKGDRFEASYSFYFGDYGHISVQGPYLTYEDTFLAITGGSGVFEG
Query 195 AYGQVKLRQLVYPTKLFYTFYLKGLANDLPLELTGTAVTPSKDVKPAPEAKAMEPSGVIS
AYGOQVEKLRQLVYPTKLFYTFYLKG+A DLP+ELTG V PSK+VKPA EA+A +P I+
Shjct 191 AYGQVKLRQLVYPTKLFYTFYLKGVAADLPVELTGKHVEPSKEVKPAAEAQATQPGATIA
Query 255 NFTN 258
NFTN
Sbjct 251 NFTN 254
Abb. 75: BLAST der AtAOC3 (Query) gegen die AtAOC4 (Sbjct).

312 bits (800), Expect = 3e-111, Method: Compositional matrix adjust.
= 154/240 (64%), Positives = 186/240 (78%), Gaps = 1/240 (0%)

74

74

133

134

193

154

253

254

76

70

134

130

154

150

254

250

onen flr

87



Intersity
250 +

200 +

150 +

100 +

o T T T T T T T T

540 5E0 580 0D 620 640 660 68O
Emission wavelength [nm)

Abb. 76: A.-thaliana-Mesophyllprotoplast transformiert mit plastidar lok alisiertem YFP (ptYFP). A-Scan,
Anregungswellenlange 514 nm. Der linke Teil zeigt d  as extrahierte Emissionsspektrum, mit einem Signal
bei 532 nm (YFP-Emission).
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Abb. 77: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit split-YFP-Komponenten.  A-Scan,
Anregungswellenlange 514 nm. Der linke Teil zeigt d as extrahierte Emissionsspektrum. Kein Signal bei
532 nm (YFP-Emission) detektierbar.
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Abb. 78: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit AOC1-YFP N und pt-YFP €. A-Scan,
Anregungswellenlange 514 nm. Der linke Teil zeigt d as extrahierte Emissionsspektrum. Kein Signal bei
532 nm (YFP-Emission) detektierbar.
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Abb. 79: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit AOC2-YFP N und pt-YFP €. A-Scan,

Anregungswellenldnge 514 nm. Der linke Teil zeigt d as extrahierte Emissionsspektrum. Kein Signal bei
532 nm (YFP-Emission) detektierbar.
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Abb. 80: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit AOC3-YFP N und pt-YFP €. A-Scan,

Anregungswellenldnge 514 nm. Der linke Teil zeigtd  as extrahierte Emissionsspektrum. Signal bei 532 nm
(YFP-Emission) detektierbar.
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Abb. 81: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit AOC4-YFP N und pt-YFP €. A-Scan,

Anregungswellenldnge 514 nm. Der linke Teil zeigtd  as extrahierte Emissionsspektrum. Signal bei 532 nm
(YFP-Emission) detektierbar.
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Abb. 82: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit pt-YFP N und AOC1-YFPC. A-Scan,

Anregungswellenldnge 514 nm. Der linke Teil zeigt d as extrahierte Emissionsspektrum. Kein Signal bei
532 nm (YFP-Emission) detektierbar.
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Abb. 83: A.-thaliana-Mesophyllprotoplasten transformiert mit pt-YFP N und AOC4-YEPC. A-Scan,

Anregungswellenlange 514 nm. Der linke Teil zeigt d as extrahierte Emissionsspektrum. Kein Signal bei
532 nm (YFP-Emission) detektierbar.
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