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1. Einleitung

1.1. Grundreaktionen der pflanzlichen Pathogenabwehr

Wirts- und Nicht-Wirts-Resistenz

Pflanzen sind in ihren Okosystemen dem standigen Angriff von Fral¥feinden, vor allem
phytopathogenen Mikroorganismen und Herbivoren, ausgesetzt.

Aufgrund ihrer sessilen Lebensform haben sie im Laufe der Evolution sowohl

morphologische a's auch biochemische Abwehrmechani smen ausgebildet.

Pflanzen sind in der Lage, Resistenzen gegenuber pathogenen Mikroorganismen zu
entwickeln. Dabel unterscheidet man zwischen Wirtss und Nicht-Wirts-Resistenz.
Wirtsresistenz beruht auf Reaktionen, die durch den Kontakt Rassen-spezifischer pathogener
Mikroorganismen bzw. Elicitoren (Proteine, Glykoproteine oder Polysaccharide des
Pathogens) mit spezifischen Pflanzenproteinen (Rezeptoren) ausgeldst werden. Die
Erkennung des Pathogens kann an der Zelloberflache oder intrazelluldr erfolgen, die daran
beteiligten Proteine sind Produkte der sogenannten Resistenz-Gene. Die vom Pathogen
gebildeten Elicitor-Proteine werden durch Avirulenz-Gene codiert. Nur beim Vorhandensein
beider, gegenseitig spezifischer Proteine kommt eine Abwehrreaktion zustande (Gen-fur-Gen-
Hypothese; [73]. Die Wirtsresistenz ist sowohl vom Genotyp des Pathogens al's auch von der
Wirtspflanze abhangig. Die monogen determinierten Phanotypen der Resistenz seitens der
Pflanze und der Avirulenz seitens des Pathogens sind in der Regel (semi)dominant. Daraus
leitete de Witt 1997 [45] die inzwischen verifizierte Hypothese ab, dass in diesen Félen R-
Genprodukte Rezeptoren fr avr-Genprodukte sind. Inzwischen konnte in einigen Fallen die
rassenspezifische Elicitorwirkung bestimmter avr-Genprodukte gezeigt werden [80, 117, 133,
202, 233, 241].

Die Nicht-Wirts-Resistenz, das evolutionar dtere Schutzsystem, beruht auf der Erkennung
verschiedener Pathogene oder Elicitoren. Diese erfolgt hier durch weniger selektive,
hochaffine Rezeptoren der Plasmamembran. Als Antwort erfolgt u.a. die Bildung mehrerer,
nicht Pathogen-spezifischer Produkte, die eine Besiedelung der Pflanze mit einer Vielzahl
potenzieller Pathogene verhindert. Einige Pathogene sind in der Lage, die pflanzliche Abwehr
durch spezifische Pathogenitdtsfaktoren auszuschalten, zu verzogern oder unschadlich zu

machen [197] und damit potenzielle Wirte zu besiedeln.
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Eine solche Form der Wirt-Pathogen-Interaktion bezeichnet man als kompatibel, wenn sie
zugunsten des Pathogens verléuft [93]. Die inkompatible Form der Wirt-Pathogen-Interaktion
verlauft dagegen zugunsten des Wirtes. Das ist der Fall, wenn dieser entweder die speziellen
Erfordernisse der Lebensweise eines Pathogens nicht erfillt, durch vorgeformte strukturelle
Barrieren oder toxische Komponenten die erfolgreiche Invasion eines speziellen Pathogens
verhindert oder den Angreifer durch die o.g. Mechanismen erkennt, lokalisert und
Abwehrprozesse anschaltet [93].

Die Strategie der pflanzlichen Pathogenabwehr erstreckt sich sowohl auf préformierte, d.h.
standig vorhandene (mechanischer Schutz durch Cutin, Suberin, Lignin; konstitutive
Produktion von antimikrobiellen Sekundérstoffen) als auch auf induzierte Mechanismen.

1.2. Dielnduktion von Abwehr mechanismen

Dieinduzierte Abwehr erlaubt flexible, meist dosierte Antwortreaktionen und verlauft Uber
3 Stufen:

1. Freisetzung von Elicitoren aus dem Pathogen

2. Erkennung der Elicitorstruktur, Signaltransfer zur Expression vielfétiger
Abwehrreaktionen auf lokaler Ebene (Akkumulation verschiedener Resistenzfaktoren,

Bildung von Phytoalexinen, s.u.)

3. Bildung systemischer Signale und Aktivierung spezifischer Genexpression zur
Auslosung von Resistenzfaktoren in entfernteren Geweben (systemic acquired
resistance (SAR))
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1.2.1. Ubiquitére, frihe Abwehrreaktionen

Ein Pathogenkontakt resultiert meist in ener Vielzahl miteinander vernetzter
Abwehrreaktionen. So polymorph wie die beteiligten Komponenten ist auch das Netzwerk der
Signalwege zur Koordination dieser Antworten. An den Zusammenhangen aller in diesem
Prozess involvierten Reaktionen wird sehr intensiv geforscht. Bisher ungeklarte Mechanismen
Uber die detaillierte Wirkungsweise niedermolekularer Signalmolekille (z.B. Ca®*, Lipide,
Octadecanoide) einschliefdlich der Angriffspunkte fir modifizierende oder desensibilisierende
Effekte [12] erschweren die Aufklérung der Signalabschnitte von Elicitorkontakt bis hin zur
Zellantwort. Als ein Beispiel fiir zahlreiche Versuche einer zusammenfassenden Ubersicht ist
eine Darstellung von Hammond-Kossack and Jones [93] wiedergegeben (Abb. 1).

(Pathogen) Pathogen
CELL WALL ¢ crosslinking of
M 0 03" SOD, 4,0, cell wall proteins POeses <, Interplay of
Interplay of : lignification signais
signais +
P ok 9\ caz+ \ } \ \:F’z |oca -
NADPH | \HOg OH" lipid peroxidation B
PLASMA oxidase o PR R R
MEMBRANE Y +++ compiex P \‘: hospholipase
W f /SA' > r\i ion flux lon fluxes
anion caicium
channel channel SA@HPDaae lipoxygenase K/p
K
Hzoz\ @SA \)jasmonlg/
catalase \ @/ acid sy(r‘ftz:eds *
H20 p
o Phe
signais H20 benzoic
97 BA2H acid < PAL
redox K \
activated :t:;u:d salicylic acid o N
ascorbate /
glutathione BAG phytoalexin
\ accumulation
C2Hg ® SAG phenolic
K accumulaticn
( transcription factors  activated )
Apoptosis Defense gene activation Signal. Protectant gene
gene -PAL -PRs - thionin amplification activation

activation -ACC oxidase - GST
-GP

- CHS - glucanase - lipoxygenase
- chitinases - proteinase -EFE

inhibitors - Peroxidases

Abb. 1: Vorstellung nach Hammond-K ossack and Jones, 1996 tber mdgliche Verkniipfungen

bisher bekannter Signalereignisse [93].

Rezeptormol ekiile fangen pathogen- oder interaktionsabhangige Signale auf. Von dort an sind eine Vielzahl von
Enzymen wie Kinasen oder Phosphatasen sowie G-Proteine am Signaltransfer beteiligt. Rp: plant receptor
proteins; (+) positive (-) negative Interaktion; ACC: oxidase 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase; BAG:
benzoic acid glucosidase; BALH: benzoic acid-2-hydroxylase; CA: cinnamic acid; CHS: chalcone synthase;
EFE: ethylene-forming enzyme; HO,': hydroperoxyl radical; HPDase: hydroperoxide dehydrase; GP: glutathione
peroxidase; GST: glutathione S-transferase; k: kinase; O,: superoxide anion; OH": hydroxyl radical; OGA und
OGAR: oligogalacturonide fragments und receptor; p: phosphatase; PAL: phenylalanine ammonia-lyase; PGasa:
polygalacturonases, PGIPS: plant polygalacturonic acid inhibitor protein; Phe: phenylalanine; PR: pathogenesis
related; Rp: plant receptor protein; SA und SAG: salicylic acid und salicylic acid glucoside; SA™: SA radical;
SOD: superoxide dismutase
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Den Anfang der Signalereignisse einer Pathogen-ausgel dsten Abwehrreaktionen bildet in der
Regel eine rezeptorvermittelte Pathogenerkennung, die Uber Elicitoren, d.h. Pathogen-
bestandteile oder Komponenten der pflanzlichen Zellwand, die durch die Wirkung
hydrolytischer Enzyme des Pathogens freigesetzt werden, ausgel 0st wird [17, 51, 53, 54, 89].

Elicitoren als Signale zur Auslosung pflanzlicher Abwehrreaktionen umfassen ein breit
gefachertes Spektrum an Verbindungen. Bei der Pflanze-Pathogen-Interaktion sind nur die
biotischen Elicitoren von Bedeutung, welche Glycoproteine [44, 134, 162, 185, 192],
Polysaccharide (Heptaglucan, Glucane, Chitosan) [4, 33, 88, 173, 217, 245],
Lipopolysaccharide [171] oder Fettsduren (Arachidonsdure, Eicosapentaensdure) [18, 32]
umfassen. Zur Audosung der Pathogenabwehrreaktion werden diese Verbindungen an
Rezeptorproteine gebunden. Uber den Aufbau pflanzlicher Elicitor-Rezeptoren wurden in den
letzten Jahren zunehmend genauere Ergebnisse erarbeitet. Im Falle des Heptaglucan-
Rezeptors aus Soja gelang z.B. die Sequenzierung [172, 232]. Hochaffine Rezeptoren sind
auch in Petersilienzellen fir einen Peptid-Elicitor aus Phytophthora [184, 185] und
Tabakzellen  fur  das  Elicitor-Protein ~ Cryptogein  [240] bekannt. Eine
verallgemeinerungsfahige Vorstellung Gber die Signalwandlung an diesen Rezeptoren und die
detaillierte kausale Abfolge der Signalweiterleitung existiert bisher nicht. Es sind jedoch
zahlreiche Elemente von downstream-Ereignissen bekannt, deren grundsétzliche Beteiligung
an vielen Elicitor-ausgel 6sten Signalketten gesichert ist. Nach Erkennung der elicitierenden
Pathogenstruktur durch die Pflanzenzelle kdnnen bereits nach wenigen Minuten Stérungen
der zellularen lonenbalance (CI™- und K*-Ausstrom, Ca®*-Einstrom [7, 112, 226], zellulére
Ansduerung [6, 163], sowie Alkalisierung des Mediums) [69] beobachtet werden [52, 84, 185,
206]. In einigen Elicitor-behandelten Pflanzenzellen wurde eine cytoplasmatische Ansauerung
beobachtet [163, 189, 204, 206, 254].

Waéhrend bei den zum hypersensitive response fihrenden Reaktionsketten ein Einstrom
externer Protonen beteiligt ist [8, 70, 163, 164] ist bei der vom hypersensitive response (s.u.)
unabhangigen Auslésung der Phytoalexin-Bildung in Eschscholzia ein Efflux vakuolérer
Protonen erforderlich [204, 206].

Ca®* hat offenbar eine wichtige Signalfunktion in Verbindung mit dem oxidative burst (s.u.)
und dem programmierten Zelltod [143, 150, 203, 206]. Es wird wahrscheinlich, dass sowonhl

oxidative burst, als auch hypersensitive response tber einen Elicitor ausgel 6sten
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Ca®* Einstrom, durch Elicitor-aktivierte Kanale der Plasmamembran, unter Beteiligung von
Calmodulin, initiiert werden [29, 186, 255].

Die Stimulation eines Ca*-Kanals, wodurch ein schneller Ca**-Einstrom ins Cytosol
resultiert [198], wurde beispielsweise in Sojabohnenzellen als ein essenzieller Schritt zur
Induktion des Zelltodes nachgewiesen [150], dessen erste Anzeichen bereits nach wenigen
Stunden als Permeabilitatsdefekte der Zellmembran erkennbar sind [128].

Der oxidative burst, d.h. die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (z.B. H,O, und O,)
(Abb. 2) besitzt neben der Signalwirkung als second messenger und der daraus resultierenden
Expression verschiedener Gene der Pathogenabwehr [54, 143, 167, 186], auch eine direkte
Bedeutung as Generator antimikrobieller Agentien. Reaktive Sauerstoffspezies wirken aber
nicht nur flr das Pathogen, sondern auch fir die Pflanze cytotoxisch. Aus diesem Grund sind
Schutz- und Entgiftungsreaktionen u.a. Uber Glutathion-Peroxidasen, Katalasen und von
niedermolekularen Redoxkomponenten wie Ascorbat, Flavonoide und auch Phenolen
notwendig [41, 150]. Trotz seiner Toxizitéat spielt H,O, eine wesentliche Rolle bei dem
sogenannten "oxidative cross linking" von Zellwandbestandteilen (u.a. Prolin- bzw. Tyrosin-
reiche Proteine) [21, 22, 41, 93, 167]. Diese Reaktionen, an denen auch Peroxidasen beteiligt
sind [27, 124], verstérken die Zellwand und machen sie fir Mikroben weniger passierbar [22,
167, 194].
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Peroxidase
hydroperoxyl
. radical Caralaso
molecular superoxide hydrogen hydroxyl water
oxygen anion peroxide radical
02 ——-—P 02~ ———b H202 --—---—-P OH -—e—-’- H20
e

\/ Faa* U
Fenion
reaction

Fel+

Abb. 2: Hauptschema zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies in der Pathogenabwehr
nach Hammond-K osack und Jones, 1996 [93]. SOD - Superoxiddismutase

Die lokalen Abwehrreaktionen reprasentieren eine komplexe Vielfalt verschiedener
Komponenten. Frilhe Reaktionen sind vor allem lonenfluxe (Verlust von K*, Influx von H*
(su.) und von C&*, oxidative burst-Reaktionen (Bildung reaktiver Sauerstoffspezies) und
Fettséure-Peroxidation, gefolgt von der Verstarkung der Zellwand durch Tyrosin- und Prolin-
reichen Proteinen, der Bildung von Polyphenolen und dem meist mit diesen Vorgangen
verbundenen lokalisierten hypersensitiven Zelltod (HR), d.h. einem Prozess der Apoptose.

In den Nachbarzellen erfolgt die Induktion zahlreicher "pathogenesis-related proteins’
(PR-Proteine), zu denen u.a. Enzyme der Phytoal exin-Biosynthese und Iytische Enzyme wie
-1, 3-Glucanasen und Chitinasen [84, 127, 135] gehoren. Letztere sind beispielsweise in der
Lage, die pilzliche Zellwand anzugreifen [135], Sporen zu lysieren oder deren Keimung zu
verhindern [120, 127].

Die einzelnen Komponenten dieser komplexen Abwehrreaktionen kommen bel Kontakt mit
verschiedenen Pathogenen unterschiedlich zur Auspragung. So ist in den meisten Féllen fir
die Abtotung eines bestimmten Pathogens nicht das gesamte Spektrum der induzierten
Abwehrreaktion notwendig [ 79, 119, 159, 227].

M echanische Barrieren zum Schutz vor Pathogenen kénnen bei spiel sweise durch
HPRG-Proteine (hydroxyproline-rich glycoproteins) errichtet werden. Dabel handelt es sich
um hydroxyprolinreiche Glycoproteine mit einem Hydroxyprolingehalt von 25 % bis 45 %
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[56], die in direkter Nachbarschaft zu abgestorbenen oder hypersensitiv reagierenden Zellen
abgelagert werden und eine zusétzliche chemische Barriere fur das Pathogenwachstum
darstellen [56]. So konnte beispielsweise in Melonenkeimlingen nach Kontakt mit dem
Pathogen Caolletotrichum lagenarium ein 10fach hoherer Antell an HPRG-Proteinen
nachgewiesen, als in Kontrollzellen, dieser Anstieg korrelierte dabel mit der Erhéhung der
Resistenz gegentiber dem Pathogen [58, 59, 229].

Zur weiteren Verstéarkung von Zellwandstrukturen und Geweben kann tber die allosterische
Aktivierung der im Plasmalemma vorhandenen [(3-1,3- Glucanase [122], die Bildung von
Kallose und Zellulose um die befallene Stelle induziert werden. Zusétzlich kommt es oft zur
Einlagerung von Lignin, Suberin, Kaffeesdure oder Chlorogensdure. Nach dem Absterben
dieser Zellen werden durch die Nachbarzellen Melanine, Tannine sowie Phytoalexine

produziert und in das tote Gewebe abgelagert [38].

Zusétzlich wird um die Infektionsstelle herum die Transkription verschiedener Gene induziert
bzw. reprimiert [19, 93, 212, 218]. Einige dieser induzierten Gene kodieren fir Enzyme des
Sekundarstoffwechsels, so dass u.a. die Synthese von Phenolen ("browning") und des

Phenyl propanstoffwechsels hochreguliert wird [47, 239].

Neben der Vielzahl an lokalen Reaktionen im Zusammenhang mit der hypersensitiv response-
Reaktion wird in vielen Pflanzen nach Pathogenkontakt eine systemische Resistenz induziert,
die ds SAR (Systemic Aquired Resistance) oder ISR (Induced Systemic Resistance)
bezeichnet wird. Sie erstreckt sich auf vom Infektionsort entfernte Pflanzenteile und soll
gegen nachfolgende Infektionen mit verschiedenen Pathogenen "immunisieren” [49, 167, 209,
234]. Ausgangspunkt ist wahrscheinlich die verstéarkte Akkumulation bestimmter
Signalmolekile (u.a. Salicylsaure) [167, 208, 209], die vermutlich Uber Salicylsdure-binde
Proteine zur Induktion von SAR-Genen (u.a. fur (3-1,3-Glucanasen, Chitinasen, PR-Proteine
oder Thaumatin codierend) in vom Infektionsort entfernten Geweben fihren [153, 167]. Die

Natur desin der Peripherie ausgesandten Signalsist noch unbekannt.
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1.2.2. Dielnduktion der Phytoalexinbildung

Neben den ubiquitéren, in praktisch alen Pflanzenspezies zu erwartenden Pathogen-
Abwehrreaktionen stellt die Phytoalexinbiosynthese speziestypische Sekundarstoffe mit
antimikrobieller Wirkung bereit. Diese niedermolekularen, meist lipophilen Strukturen [83]
werden nach Pathogenbefall oder als Antwort auf biotische oder abiotische Elicitoren sehr
schnell um das vom Pathogen befallene Gewebe angehauft [217]. Die erste Beschreibung der
Induktion von chemischen Abwehrstoffen erfolgte 1941 von Mdller und Bérger, die daraus
den Begriff der Phytoalexine pragten (griech. phyton = Pflanze, alexin =Abwehr).
Phytoalexine werden seither as postinfektionelle, vom Wirt gebildete Abwehrstoffe mit
antimikrobiellen Eigenschaften definiert [175].

Anzahl und Strukturtypen dieser Verbindungen sind sehr umfangreich.

Mehr als 12.000 Phytoalexine aus ca. 30 Familien wurden chemisch charaktierisiert [26, 65,
137, 243]. Aufgrund der standig steigenden Zahlen an isolierten und identifizierten
Verbindungen existiert keine umfassende Ubersicht (ber ihre chemische Natur und
Verbreitung. In Tab. 1 sind einige ausgewdahite Beispiele von Phytoalexinen aus der Klasse
der Isoflavonoide, Isochinolinalkaloide, Sesquiterpene, Furanoterpenoide, Polyacetylene und
Dihydrophenanthrene dargestellt.

Neben der Einlagerung in die Vakuole werden die Phytoalexine haufig auch in der Zellwand
akkumuliert [156, 161, 188], wodurch vor allem die antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien
oder Pilze zum Tragen kommt. lhre Toxizitét resultiert aus der Interaktion mit einer Vielzahl
von essentiellen Stoffwechselreaktionen, u.a. der Hemmung von Nukleinsdure- oder
Proteinbiosynthese [247], Kern- und Z€llteilungen [191, 248], Stérung der Membranintegritat
(z.B. durch Saponine [120, 181, 187, 188]), Verminderung der Sauerstoffaufnahme,
Hemmung verschiedener metabolischer Enzyme [118, 213, 224, 230, 231] oder dem Angriff
auf das Cytoskelett [137].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Benzophenanthridin-Alkaloide wie
beispielsweise Sanguinarin (Macarpin oder Chelirubin) besitzen eine starke antimikrobielle
Wirkung, die hauptsachlich durch Interkalation in DNA [157, 158] und RNA, Inhibierung der
DNA- und RNA-Polymerase und Hemmung der ATP-Synthase zustande kommt [66, 213].
Chelerythrin, ein weiteres Benzophenanthridin-Alkaloid, wirkt auf die Na'/K*-ATPase [145].
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Tab. 1: Strukturen ausgewahlter Phytoalexine [51, 83].

Klasse Name Vorkommen

|soflavonoide Arvesan [109] Trifolium arvense [109]
| sosativan [ 105] Trifolium hybridum [105]
Demethylvestitol [107] Tetragonobulus-Arten [107]
Kieviton [29] Buschbohne, Hyacinthbohne

[25, 125]

Wighteon [110] Glycine wightii [110]
Medicarpin [11] Trifolium pratense, Medicago

sativa, Canavalia ensiformis
[11, 105, 106]

Isochinolinalkaloide

Dihydrochelerythrin [10]

Eschscholza californica [10]

Sanguinarin [99, 225]

Eschscholzia californica [99,
225]

Sesquiterpene

Rishitin [24, 121]

Solanum+-Arten,
Lycopersicum esculentum [ 24,
121]

Capsidiol [16, 81]

Capsicum frutescens [ 16, 81]

Lubimin [223]

Datura stramonium [223]

Phytuberi [35]

Kartoffeln [35]

Hemigossypol [9, 250]

Gossypium-Arten [9, 250]

Scodopin [242] Scorodocarpus  borneensis
[242]
Rotundines A, B, C[115] Cyperus rotundus [115]

4-Hydroxy-7-epi-
chuchuhuanin E-V [151]

Peritassa campestris [151]

Furanoterpenoide

Ipomeamaron [1]

| pomoea batatas [1]

Polyacetylene

Safinol [2, 176]

Carthamus tinctoris[2, 176]

Wyeronsaure [68, 148]

Vicia faba [68, 148]

Dihydrophenanthrene

Orchinoal [76, 95]

Orchidaceae [76, 95]




Einleitung 13

Trotz der hohen Komplexizitat des Netzwerkes pflanzlicher Abwehrreaktionen ist es maglich,
individuelle Signalwege zu untersuchen. Ein Beispiel ist die in dieser Arbeit untersuchte
Ausl6sung und Kontrolle der Biosynthese von Phytoal exinen.

1.3. Benzophenanthridin-Biosynthese in Eschscholza californica

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung der Alkaloidbildung durch Zellkulturen
von Eschscholzia californica, des Kalifornischen Mohns.

Das urspriingliche Habitat dieser Pflanze ist an der Westkiste der USA (Kalifornien, Arizona,
Nevada und Utah) und in New Mexiko angesiedelt. Von dort aus wurde sie bis nach
Zentralamerika und Chile verbreitet, bis sie gegen Mitte des 19. Jahrhunderts nach Europa
gelangte.

Die medizinische Bedeutung erlangte Eschscholzia aufgrund ihrer pharmakologisch
wirksamen Inhaltsstoffe, die schon in der traditionellen Medizin der Indianer ihre Anwendung
fanden. Bel diesen Verbindungen handelt es sich vor allem um Isochinolinalkal oide, zu denen
hauptséchlich Benzophenanthridin-Alkaloide wie Sanguinarin, Chelerythrin und in geringen
Mengen Protropinderivate gehéren [86, 96, 214], und deren Bildung man auch in der
Zellkultur nach Elicitorkontakt verstarkt beobachten kann. Das Spektrum der gebildeten
Benzophenanthridine kann dabei sehr weitgefachert sein. Tabelle 2 gibt einen kurzen

Uberblick tiber eine Auswahl der in Eschscholza californica gebildeten Verbindungen.

1.3.1. Ablauf der Biosynthese

Die Biosynthese dieser Benzophenanthridin-Alkaloide verlauft Uber einen vielstufigen
Biosyntheseweg aus L-Tyrosin (Abb. 3). Auf der Stufe des S-Reticulins zweigt die
Biosynthese zu den Morphinanen ab. Ein aternativer Weg erdffnet sich durch die Aktivitét
des membrangebundenen Berberin-Briicken-Enzyms (BBE) [139, 141, 199, 220] welches die
stereospezifische Umwandlung der N-Methylgruppe des S-Reticulins fir den Ringschluss
zum S-Scoulerin katalysiert [74, 199, 220]. Das BBE hat eine zentrale, kontrollierende Rolle
in mehreren Biosyntheseketten [63]. Das Scoulerin ist Vorlaufer einer Vielzahl weiterer
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Isochinolin-Alkaloide, wie Berberlin in Berberis [252] und den Benzophenanthridinen in
Papaver und Eschscholzia [63, 139].

Tab. 2: Auswahl einiger aus Eschscholzia californica isolierten Benzophenanthridin-
Alkaloide. Modifizierte Aufstellung tiberlassen von D. Weiss [unverdfffentlicht].

Verbindung Vorkommen Referenz
Chelerythrin Ganzpflanze [99]
Chelidonin Ganzpflanze [99]
Chelilutin Zellkultur [214]
Chelirubin Zellkultur [99]
Macarpin Zellkultur [214]

Sanguinarin Ganzpflanze [99, 225]

Zellkultur

Dihydrochelerythrin Ze lkultur [10]
Dihydrochelilutin Zéellkultur [10]
Dihydrochelirubin Zellkultur [10]
Dihydromacarpin Ze lkultur [10]
Dihydrosanguinarin Zéellkultur [10]
Dihydrosanguirubin Zellkultur [10]
Dihydrohydroxychelirubin Zelkultur [225]
10 Hydroxysanguinarin Zéellkultur [225]
10 Hydroxychelerythrin Zelkultur [225]
12-Hydroxychelirubin Zelkultur [225]
10-Hydroxydihydrochel erythrin Zelkultur [225]
10-Hydroxydihydrosanguinarin Zellkultur [225]
12-Hydroxydihydrochelirubin Zellkultur [225]

Neben dem bereits identifizierten und klonierten Flavin-Enzym BBE [139] sind mehrere

P-450-abhangige Monooxygenasen, wie beispielsweise die Protropin-6-Hydroxylase [225]

oder die (S)-N-Methylcoclaurin-3-Hydroxylase [190], an der Synthese der Eschscholzia

Alkaloide beteiligt. Die Induktion dieser Enzyme, z.B. durch die klassischen

P-450-Induktoren wie Phenobarbital fuhrt zu einer erhdhten Biosyntheserate der Alkaloide

[90].
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Abb. 3: Vereinfachtes Biosyntheseschema der Benzophenanthridin-Alkaloide aus L-Tyrosin
in Eschscholzia californica nach Haider et al., 1997 [90].



Einleitung 16

1.3.2. Signalmechanismen zur Auslosung der Alkaloid-Biosynthese

Nach Einwirkung des Elicitors auf Eschscholzia-Zellkulturen kann die ausgeltste
Alkaloidantwort an der Verfarbung der Zellen und des Kulturmediums, die durch das jeweils
produzierte Benzophenanthridin-Spektrum hervorgerufen wird (z.B. Sanguinarin -
gelb/orange, Macarpin - rot) erkannt werden. Abb. 4 zeigt diesen Effekt an der Kontaktzone
zwischen der Kalluskultur und einem Pathogen, hier einer Kolonie von Penicillium

cyclopium.

Die Audosung der Alkaoidbiosynthese in Eschscholzia-Zellkulturen kann durch

verschiedene Signale erfolgen, z.B.:
mikrobielle Elicitoren (Hefe-Glycoproteine: Abb. 5 [205], S. 18, 19, bakterielle
Proteine: Gram-positiver, Gram-negativer Bakterien, sowie Proteine von
Archebakterien [87])

Jasmonat u.a. Octadekanoide [91, 15]

osmotische Stressoren (siehe Kap. 2.4.3. ff.)
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Abb. 4: Kalluskultur von Eschscholza californica in Kontakt mit dem Pathogen Penicillium
cyclopium. Die Rotfarbung wird durch die Produktion von Benzophenanthridin-Alkal oiden
hervorgerufen. [Roos, W.; Hieke, M.; unveréffentlicht]
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In der fur diese Arbeit verwendeten Zellkultur wurde bisher gezeigt, dass die Elicitor-
ausgel 6ste Alkaloidbildung Uber 2 Wege erfolgen kann (Abb. 5) [67]:

a) Nach Zusatz hoher Elicitor-Konzentrationen (grofRer 2 upg/ml) treten rasch die
bekannten Vorlaufer der hypersensitiven Reaktion wie: K*-Verlust, Alkalisierung des
Aulenmediums, gefolgt von der Erhéhung des zelluldren Jasmonatgehaltes,
Polyphenolbildung (browning) und erhdhter Alkaloidbildung auf. Das browning und
der folgende Zelltod kdénnen ohne Beeinflussung der Alkaoidbildung verhindert
werden, wenn zusammen mit dem Elicitor Katalase den Kulturen zugesetzt wird
[206].

b) Niedrige Elicitor-Konzentrationen (etwa 1 pg/ml) fiihren weder zu K*-Verlust und
Alkalisierung, noch zur Erhéhung des Jasmonatgehaltes, |6sen aber fast gleiche Raten
der Alkaloidbildung aus wie hohe Konzentrationen [204, 67].

500+ -7.5
€
3 4004 /4
5 —
o= =
= 5.0 3 5
S 2 300 o> g8
gx I 3%
=3 s 37
2 2 200+ %_ a
bt 2.5 =
O
g
= 1004
0- —) L0.0
1 1 1 i i 1 1 1 1
0 0.2 0.5 1 2 3 4 5 6
elicitor concentration (pg/ml)
=i alkaloids =0~ lossof K —@— ApH (external)

=8— A pH (cytoplasm) == browning

Abb. 5: Trennung des hypersensitive response-Weges von der Ausldsung der
Alkal oidbiosynthese [204].

Durch hohe Elicitorkonzentrationen (2 - 6 pg/ml) werden neben dem Anstieg des cytoplasmatischen pH und
der Auslosung der Alkaloidbiosynthese Prozesse wie browning, Anstieg des externen pH und K*-Ausstrom
beobachtet. Diese Reaktionen finden bei Konzentrationen bis 1 pg/ml nicht statt, wéhrend die Auddsung der
Alkaloidbildung bei etwa 1 pg/ml geséttigt wird.
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Offenbar kann die Alkaoidbildung unabhangig von den zum hypersensitiv response
fuhrenden Reaktionen ausgel 6st werden (zumindest ohne Beteiligung von H,O,).

Damit er6ffnen sich Moglichkeiten, die Ausldsung der Alkaloidbiosynthese selektiv und
unbeeinflusst von den zum hypersensitive response fuhrenden Signalereignissen zu
untersuchen. Ein solcher Weg wird in der vorliegenden Arbeit beschritten. Bisher sind
folgende Teilschritte des Signalweges nach Elicitorkontakt bekannt bzw. wurden

wahrscheinlich gemacht:

Das verwendete Elicitorpraparat ist ein 25 bis 40 kDa Glycoprotein aus Backerhefe. Da auch
das deglycosylierte Protein unverdnderte Elicitorwirkung zeigt, kann nicht von einer
Betelligung der Zuckerkette ausgegangen werden [221]. In der Plasmamembran wurde ein
heterotrimeres G-Protein immunologisch nachgewiesen (Antikorper gegen Ga und -G[3)
welches durch den Elicitor aktiviert wird [78, 205]. Das Signal wird sehr wahrscheinlich an
eine Phospholipase (PLA,) weitergeleitet [205, 235]. Die Aktivitatssteigerung der PLA, nach
Elicitorkontakt [204] wurde Uber die Spaltung kinstlicher Phospholipide mikroskopisch und
in Zellsuspensionen nachgewiesen [235]. Massenspektrometrische Analysen erbrachten den
Beweis der Elicitor-ausgelosten Bildung von Lysophosphatidylcholin (LPC) durch dieses
Enzym [235]. Am Tonoplasten aktiviert LPC einen H'-Ausstrom [235], der zu einem
cytoplasmatischen pH-shift (messbar 3 bis 10 min nach Elicitorkontakt) fthrt (Abb. 6) [204,
235].

Mittels konfokaler pH-Topographie und dem Einsatz permeierender Sauren (Buttersaure,
Pivalinsaure) konnte gezeigt werden, dass ein pH-shift im Cytoplasma ein notwendiger und
hinreichender Schritt des Signalweges zur Auslésung der Alkaoid-Biosynthese in
Eschscholzia californica ist [204]. PH-shifts als second messenger, spielen bei der
Signaltransduktion vieler pflanzlicher Signale eine wichtige Rolle [206]. Als Beispiele
kénnen genannt werden: die durch Auxin und Abscisinsdure ausgeloste Schlief3ung und
Offnung der Stomata [77, 111], die gravitrope Resktion [215], sowie die Elicitierung
antimikrobieller Abwehrreaktionen bei der Nicht-Wirts-Resistenz (s.0.) [163, 206].

Die nach dem pH-shift folgenden Ereignisse sind bisher kaum bekannt. Untersuchungen von
S. Evers [unverdffentlicht] weisen aber auf Anderungen der Protein-Tyrosin-

Phosphorylierung hin.
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Abb. 6: Postulierter Signalweg in Eschscholzia californica von Elicitorbindung bis hin zur
Produktion von Benzophenanthridin-Alkaloiden [204, 205, 235].

Nach Elicitortor-Bindung am Plasmamembran-standigen Rezeptor und der nachfolgenden Aktivierung der
G-Protein gekoppelten PLA, kommt es zur Ausldsung eines pH-shifts und Aktivierung weiterer, bisher noch
unbekannter Teile des Signalweges, die letztendlich die Produktion von Benzophenanthridin-Alkaloiden
auslosen. E: Elicitor; R: Receptor; ab,g: G-Protein; PLA: Phospholipase A (A,); PCh: Phosphatidylcholin;
LPCh: Lysophosphatidylcholin, vac: vacuolar; cyt: cytoplasmatisch, ATP: Adenosintriphosphat
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1.4.  Ziel der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestent in der Suche nach Gemeinsamkeiten und
Unterschieden bei der Auslésung der Benzophenanthridin-Bildung in Zellkulturen von
Eschscholza californica durch verschiedene Signale.

Kontrollmechanismen der Alkaloidbildung wurden sowohl auf der physiologischen as auch
auf der Proteinebene gesucht. Dabel standen folgende Aspekte im Mittel punkt:

- der Schutz der Zelle vor der Toxizitét der Benzophenanthridin-Alkaloide

- feedback-Mechanismen der Alkaloide auf ihre Biosynthese

- Desensibilisierungsmechanismen und die Interaktion verschiedener externer
Signale bel der Auslésung der Alkaloidbildung

- Anayse von mRNA- und Proteinmustern nach Stimulation mit verschiedenen

Induktoren der Alkaloidbiosynthese.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1.  Ausgangspunkt:
Wo akkumulieren die Benzophenanthridin-Alkaloide in den Zellen der
Suspensionskultur?

2.1.1. DieToxizitat der Benzophenanthridin-Alkaloide

Benzophenanthridin-Alkaloide sind cytotoxische Agenzien mit mehreren Angriffspunkten an
essentiellen zellularen Strukturen und Funktionen. Die meisten Daten stammen von
tierisch/menschlichen Zellen und wurden aufgrund der lange bekannten Anwendung dieser
Alkaloide in der Schul- und Volksmedizin erhoben. Die molekulare Basis fur toxische Effekte
der Benzophenanthridine liegt in ihrer Grundstruktur: ein nahezu planares, heterozyklisches,
hydrophobes Kation [66].

1. Eine allgemeine Eigenschaft der Benzophenanthridin-Alkaloide ist ihre Fahigkeit zur
Interkalation in DNA oder andere Doppelstrang-Nukleinsauren [158, 177, 210]. Dies
fuhrt zu Verdnderungen der Doppelhelix-Struktur, zu Stérungen der Transkription
bestimmter Gene und dem Ausfall der entsprechenden Proteine [66].

2. Hemmung der mitochondriadlen ATP-Synthese durch Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung. Sie berunt auf der Neutralisation negativer Ladungen an der
Aul¥enseite der mitochondrialen Innenmembran. Die Fahigkeit zur DNA-Interkal ation
korreliert vermutlich mit der Entkoppler-Wirkung. Sanguinarin (mit der hdchsten
Hydrophobie) zeigt meist die stérkste interkalierende und membrandepolarisierende
Aktivitat.

3. Hemmung SH-abhangiger Enzymaktivitéten, vermutlich aufgrund der Fahigkeit der
Alkaloide, reaktive Iminium-Formen zu bilden. Wegen der besonders hydrophoben
Eigenschaften sind besonders Sanguinarin und Chelerythrin wirksame Hemmstoffe
von Kationen-transportierenden ATPasen, z.B. mitochondiralen Na'/K*-ATPasen
[216].

4. Hemmung der Cholin-Esterase [66, 230]
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5. Fruhere Angaben Uber die Hemmung der Protein-Kinase C [100] und der
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren [31] konnten zumindest fir mehrere
Sauger-1soenzyme nicht bestétigt werden [145].

6. Bindung an Cytoskelett-Proteine [244].

Neben der bereits beschriebenen Wirkung der Benzophenanthridin-Alkaloide ist Sanguinarin
zusétzlich in der Lage, die Membranpermeabilitdt durch Porenbildung zu beeinflussen und

damit weitreichende Schadigungen auszul 6sen [114, 213].

2.1.2. Kompartimentierung und Export von Benzophenanthridinen

Die Toxizitét der Benzophenanthridine macht sie zu sehr effizienten Phytoalexinen. Zugleich

erfordert sie jedoch sichere Schutzmechanismen der produzierenden Pflanzenzelle.

Wie wird der Kontakt der Alkaloide mit der DNA und anderen intrazelluldren
Angriffspunkten verhindert?

Die Kompartimentierung von Alkaloiden as wichtigster Schutzmechanismus vor deren
Toxizitét ist in vielen Pflanzen bekannt. Dabei spielen die Akkumulation in der Vakuole und
die Sekretion nach aufen, z.B. nach Aufnahme in Transportvesikel eine entscheidende Rolle.
Bis in die 80iger Jahre wurde die lonenfallentheorie als Hauptweg zur Speicherung von
Alkaloiden in der Vakuole betrachtet.

Nach dieser Vorstellung konnen nicht geladene Alkaloide die Vakuolenmembran durch
unkatalysierte Diffusion durchqueren. In der Vakuole erfolgt eine Protonierung und/oder eine
Komplexierung mit Phenolen, so dass quaternare Verbindungen, oder salzéhnliche Komplexe
entstehen. Diese verlieren ihre Membrangangigkeit und kénnen deshalb die Vakuole nicht

mehr verlassen.
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Fur die Benzophenanthridin-Vorléufer S-Reticulin und S-Scoulerin wurde jedoch dann ein
steroespezifisches Transportsystem im Tonoplasten nachgewiesen, welches die ATP-
abhangige Akkumulation in der Vakuole katalysiert [42, 43]. Heute ergeben sich aus der
Tatsache, dass ahnlich strukturierte hydrophobe Kationen wie Berberin und Ethidiumbromid
in tierischen Zellen Substrate von MDR-Transportsystemen (MDR - Multidrug Resistance
Pumps) sind [222], neue Aspekte flr potenzielle Alkaloid-Transporter. Transportsysteme fir
Alkaloide lassen sich auch aus &lteren Arbeiten ableiten, z.B. tber ihre Temperatur- [42], K-
[42, 48] und Mg*- Abhangigkeit [23, 42, 48, 85, 104, 165, 175, 179]. Einer
energieabhangigen Aufnahme der Alkaloide in die Vakuole wird durch die Betelligung von
Komplexbildnern und des sauren vakuolaren pH fir die Aufrechterhaltung der
Alkaloidakkumulation in der Vakuole nicht widersprochen, d.h. ein lonenfallen-Mechanismus

konnte sehr wohl mit der Carrier-vermittelten Aufnahme zusasmmenarbeiten.

Die zdlulére Lokalisation der Alkaloide in der Eschscholzia-Suspensionskultur l&sst sich
wegen der Fluoreszenz dieser Verbindungen relativ gut mit lichtmikroskopischer Aufldsung
verfolgen. Die Benzophenanthridine werden nicht in der Vakuole akkumuliert. Bei intensiver
Beobachtung lassen sich in €elicitierten Zellen, seltener auch in unbehandelten Zellen, Vesikel
mit fluoreszierendem Inhalt erkennen (Abb. 7). Es liegt nahe, darin Transportvesikel zu
vermuten, die der Ausscheidung des Alkaloides in das Aul3enmedium dienen. Dafrr spricht
auch, dass mit konfokaler Mikroskopie erstmals das Auftauchen von Alkaloiden in der
Zellwand dlicitierter Zellen nachgewiesen werden konnte, etwa zeitgleich mit dem Beginn des

Anstiegs der AulRenkonzentration [K. Viehweger, W. Roos, unvertffentlicht].
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Abb. 7: Benzophenanthridin-Alkaloide werden Uber Transportvesikel ausgeschieden [K.

Viehweger, unvertffentlicht].

Elicitierte Eschscholzia-Zellen (Kap. 3.4.) mit fluoreszierenden Vesikeln, die wahrscheinlich Benzophen-
anthridine enthalten (rote Pfeile; gelb/orange fluoreszierend). Die ausgeschiedenen Alkaloide kénnen an die
Zellkerne toter Zellen binden (blaue Pfeile: gelb/orange fluoreszierend). Farbung der Eschscholzia-Zellen mit
0,1 mM CFDA, das zur Anreicherung von Fluorescein besonders in der Vakuole fihrt. Fluoreszenzaufnahme:
Exitation: 560 nm, Emission: 620 nm).
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Die ins Medium abgegebenen Benzophenanthridin-Alkaloide vermogen offenbar nicht mehr
die Plasmamembran intakter Eschscholzia-Zellen zu passieren. In mikroskopischen Analysen
konnten wir deren Akkumulation nur in Zellkernen toter Zellen nachweisen, d.h. in Zellen,
die keine Vitafarbstoffe akkumulieren kénnen (Abb. 7, 8). Um zu prifen, ob die
Permeabilitét der Zellmembran (oder ggf. anderer zellulérer Membranen) entscheidend fir
den Ausschluss extrazellulérer Alkaloide ist, wurden vitale, Alkaloid-produzierende Zellen
mit geringen Konzentrationen eines membranzerstérenden Detergenz (CTAB) behandelt.
Danach kommt es sofort zum Einwandern der Alkaloide in die Pflanzenzelle und zur Bindung
an Zellkerne und das Cytoskelett (Abb. 9 A/B). Dieses Ergebnis zeigt, dass die
Impermeabilitdt der Zellmembran fir die Benzophenanthridin-Alkaloide eine essentielle

Voraussetzung fur den Schutz der Produzentenzelle vor ihren cytotoxischen Produkten ist.

Die veskulare Kompartimentierung und die sich anschliefende Sekretion durch die
impermeable Zellmembran sind wesentliche Komponenten des Schutzsystems vor dem
Kontakt mit den cytotoxischen Benzophenanthridinen. In anderen Species der Papaveraceen
bzw. Zelltypen wird offenbar ein anderer Komparti mentierungs-M echani smus benutzt:
isolierte Vakuolen von Papaver somniferum akkumulieren externes Sanguinarin [62, 140,
141, M.H. Zenk, personliche Mitteilung]. Das Berberin-Bricken-Enzym, ein Schitisselenzym
der Biosynthese der Benzylisochinolin-Alkaloide (nicht des Morphins) besitzt eine vakuolare
Sortierungssequenz, GFP-Konstrukte dieses Enzyms wurden in die Vakuole von
Papaveraceae transportiert [13]. Das Enzym besitzt jedoch ein alkalisches pH-Optimum,
sodass es in der Vakuole kaum aktiv sein durfte. Es bleibt deshalb unklar, auf welche Weise
das in den Vakuolen aufgefundene Sanguinarin dorthin gelangt [64, 140].
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Abb. 8: Alkaloide binden an die Zellkerne toter Zellen [W. Roos, unverdffentlicht].
Zellsupensionen wurden mit dem Vitalitdtsmarker 0,1 uM CFDA angeféarbt und mikroskopisch untersucht
(Exitation: 560 nm, Emission: 620 nm). In vitale intakte Eschscholzia-Zellen (gelb geféarbt durch akkumuliertes
Fluorescein) kénnen die sekretierten Alkaloide nicht eindringen. Tote Zellen (ohne Fluorescein) besitzen durch
die Alkaloide geférbte, rot fluoreszierende Kerne und (wahrscheinlich) an Zytoskel ett-Bestandteile gebundene
Alkaloide im Cytoplasma.
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Abb. 9: Eschscholzia-Zellen in Kultur; Effekt von Detergentien.

5 Tage ate Eschscholzia-Zellen A mit intakten zelluléren Membranen und B Detergens-behandelt, d.h. 30 sec.

nach Zusatz von 0,1 % CTAB. Durchlicht-Aufnahmen mit Fluoreszenzaufnahmen (Exitation: 560 nm; Emission:
620 nm) Uberlagert.
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2.2.  OptimierteElicitierung von Eschscholzia-Zellkulturen

In den fir die folgenden Experimente verwendeten Zellkulturen von Eschscholzia californica
ist es moglich, die Alkaloidbiosynthese selektiv, d.h. ohne Kopplung mit allgemeinen
Pathogenabwehrreaktionen, wie browning oder oxidative burst-Reaktionen, auszuldsen
[204]. Die entscheidenden Voraussetzungen fir eine selektiv induzierte Benzophenanthridin-
Biosynthese sind neben geringer Elicitor-Konzentrationen (bis 1 ug/ml, Kap. 1, Abb. 5,

Kap. 6, Abb. 30) und kurzer Einwirkdauer auch eine optimale Zelldichte, Wachstumsphase
und Zusammensetzung des Nahrmediums. Deshalb war zu Beginn der Untersuchungen eine

Optimierung dieser Bedingungen notwendig.

2.2.1. Optimaler Elicitierungszeitpunkt

Die von uns verwendeten Zellkulturen durchlaufen eine Stégige Kultivationsphase. Da zu
Beginn der Untersuchungen nicht feststand, ob die Zelsuspensionen an allen
Kultivationstagen in gleichem Mal3 auf den Elicitor reagieren, wurde die Altersabhangigkeit
der Elicitorwirkung auf die Alkaloidbildung untersucht.

Das Ergebnis (Abb. 10 A) zeigt eine starke Abhangigkeit vom Kulturalter. Die Elicitierbarkeit
der Bildung von Benzophenanthridin-Alkaloiden erreicht nach einer Anstiegsphase (Tag 3 bis
7) ein Maximum am Tag 7 und fallt am Tag 8 abrupt auf einen niedrigeren Wert zurick. Die
meisten Experimente ergaben, dass 8 und 9 Tage ate Zellen nicht mehr mit ener
Alkaloidantwort reagieren.

Ein Vergleich mit der Wachstumskurve zeigt, dass die starkste Elicitierbarkeit am Beginn der
Wachstumsphase besteht, gefolgt von einem Abfall in der Phase des stérksten Wachstums.
Als optimale Zelldichte fur die Elicitierung wurden ca. 0,6 Mio Zellen/ml ermittelt.
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Abb. 10: A Elicitorwirkung in Abhangigkeit vom Kulturalter.

Elicitierung von Eschscholzia-Zellen im Laufe des Kultivierungszyklus (Kap. 3.4.). Vergleich von Elicitor-
behandelten Kulturen und Elicitor-freien Kontrollen. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen
Experimenten. Jedes dieser Experimente lieferte einen Mittelwert aus 3 parallel untersuchten Zellsuspensionen.
B Trockenmasse im Kultivierungszeitraum. [M. Hieke, unvertffentlicht].

Die Bestimmung der Trockenmasse innerhalb des Kultivationszeitraumes erfolgte in einer Standard-Kultur. Die
Ermittlung der Trockenmasse erfolgte nach 3.6.1. Material und Methoden. Alle Messwerte sind Mittelwerte
+ SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

C Elicitorwirkung in Abhéngigkeit von Phosphat.

Die Zellen wurden in NL mit 1,25 mM KH,PO, angezogen und nach Elicitierung fir 24 hin NL-P mit 1,25 mM
KH,PO, kultiviert (Kap. 3.5.). Ahnliche, leicht verringerte Elicitor-Wirkungen wurden bei Verwendung von
3,75 mM KH,PO, erhalten (Daten nicht dargestellt). Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen
Experimenten.
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2.2.2. Einflussvon Phosphat

Phosphat ist als ein negativer Effektor des Sekundarmetabolismus gut bekannt [131, 132].
Hohe Phosphatkonzentrationen (> 1,1 mM) bewirken verstdrkte Wachstumsraten und
verringerte Syntheseraten an Alkaoiden, auch in Zellkulturen von Eschscholzia californica
[10]. Dieses Ergebnis wurde auch fur die Elicitor-Antwort bestétigt. Der Zusatz von Phosphat
nach der 30 minttigen Elicitorgabe wirkt sich negativ auf die Alkaloidantwort aus (Abb. 10
(A) und (C)).

Als Konsequenz aus den oben genannten Daten wurden alle weiteren Behandlungen in
phosphatfreier Nahrlésung (NL-P) durchgefihrt. Aus diesem Grund wurden ale verwendeten
Zellen in NL (1,25 mM Phosphat) angezogen und nach erfolgter Signalgabe zur Auslésung
der Alkaloidantwort, in NL-P kultiviert.

2.3. feedback-Effekte der gebildeten Alkaloide auf ihre Biosynthese

2.3.1. Einflussder Benzophenanthridin-Alkaloide auf ihre eigene Biosynthese

Die Impermeabilitét der Plasmamembran allein sollte Uber 1anger Kultivationszeiten und bei
hohen Aufenkonzentrationen der Alkaloide keinen sicheren Schutz vor ihren toxischen
Wirkungen bieten (Kap. 2.1.2.). AulRerdem ist die Bildung der Benzophenanthridin-Alkaloide
ein vielstufiger und energieaufwendiger Prozess (Beteiligung von mehr as 16 Enzymen [211,
253]). Es ist deshalb zu erwarten, dass die Biosynthese einer strengen Kontrolle unterliegt.
Zuerst wurde nach einer mdglichen feedback-Wirkung der Benzophenanthridine auf die
eigene Biosynthese gesucht. Dazu wurden Experimente durchgefihrt, bel denen einzelne
Alkaloide oder Alkaloidmischungen vor, wahrend und nach Kontakt mit dem Hefeelicitor zu

den Zellsuspensionen gegeben wurden.

Sanguinarin, Chelerythrin und Berberin wurden als kommerziell erhdltliche Verbindungen
eingesetzt. Berberin ist kein Benzophenanthridin-Alkaloid und dient als Vergleichsmolekdll
aus der gleichen Biosynthesefamilie. Um auch den Einfluss der von Eschscholzia selbst
produzierten Alkaloidmischung untersuchen zu kénnen, wurden die Hauptalkaloide einer

Elicitor-behandelten Kultur isoliert, durch HPLC gereinigt und den Kulturen als
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Testmischung zugesetzt. Diese Mischung enthielt: Chelirubin ca. 20 %, Macarpin ca. 10 %,
Sanguinarin ca. 5 %, 10-OH-Chelerythrin ca. 30 % und ca 35 % nichtidentifizierte
Benzophenanthridine, die ein typisches Benzophenanthridin-UV-Spektrum aufweisen [D.

Weiss, unverotffentlicht].

2.3.1.1. Alkaloidwirkung vor Elicitorkontakt

Sanguinarin bewirkt bei aleinigem Zusatz zur Suspensionskultur eine deutliche Hemmung
der Alkaloidantwort bei nachfolgenden Elicitorkontakt (Abb. 11; Kap. 6, Tab. 8). Dieser
Effekt war wenig abhangig von den hier verwendeten Konzentrationen (1,36 uM bis 27,2
MM) und ist am starksten, wenn Sanguinarin 4 h bis 6 h vor dem Elicitor zugesetzt wird
(Hemmung um durchschnittlich 40 %).

Die Sanguinarin-Konzentrationen wurden in gleichen Bereichen wie die von der Zellkultur
selbst produzierten Alkaloide gewahlt, d.h. Sanguinarin war in dhnlichen Konzentrationen

anwesend, wie die Gesamtalkal oide des Kulturmediums (13 uM).

Die von Eschscholzia-Zellen produzierte Alkaloidmischung bewirkt ebenso wie Sanguinarin
eine Hemmung der Alkaloidantwort bei nachfolgendem Elicitorkontakt (Abb. 11). Es kann
jedoch noch nicht entschieden werden, ob der Hemmeffekt der Alkaloidmischung auf die
darin enthaltene Sanguinarinmenge allein zuriickzufthren ist, oder ob andere Alkaloide bzw.
deren Molverhéltnisse einen dhnlichen Effekt wie Sanguinarin bewirken.

In den hier verwendeten Konzentrationsbereichen fihrten die verwendeten Alkaloide zu
keiner nachweislichen Beeintrachtigung der Zellneubildung bzw. der Vitalitét der Zellen. So
konnten innerhalb von 24 h durchschnittlich 20 % Zellzuwachs nachgewiesen werden, was

etwa dem Kontrollniveau entspricht (Daten nicht dargestellt).

Worauf sind die feedback-Effekte der Alkaloid zurtickzufUhren?

Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der externe Zusatz von Sanguinarin,
neben der extrem schnellen Reduktion dieses Alkaloides und zu einer starken Hemmung der
PLA-AKktivitét in Eschscholzia-Zellkulturen fuhrt [103]. Als Ursache wird eine Verminderung
des Glutathion-Gehaltes vermutet [103]. Die Phospholipase Az ist ein fur die Auslésung der
Alkaloidbiosynthese wichtiges Signalenzym (Kap. 1.) Chelerythrin und Berberin sind im
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Gegensatz zu Sanguinarin weitgehend unwirksam (Abb. 11), was ebenfalls mit ihrem
fehlenden oder deutlich geringeren Effekt auf die PLA-Aktivitét korreliert [104]. Wegen des
geringen Gehaltes von Sanguinarin in der Alkaloidmischung kann deren Wirkung aber nur

teilweise mit dem o.g. Effekt erkléart werden.
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Abb. 11: Wirkung verschiedener Benzophenanthridine auf die Alkaloidbiosynthese bei
Zusatz vor Elicitorgabe.

Zellsuspensionen wurden innerhalb der angegebenen Zeitraume vor Elicitorkontakt mit:

(A) Sanguinarin [13,6 uM], (B) Chelerythrin [13 uM] bzw. (C) Berberin [13 uM] (Kap. 3.4.), inkubiert.
(D) 24 h vor Elicitierung erfolgte die Inkubation mit: Sanguinarin [13 uM], einer durch Eschscholzia-Zellen
selbst produzierten Alkaloidmischung [4,5 uM] (Kap. 3.5.1.), Chelerythrin [13 pM] bzw. Berberin [13 pM].
Danach wurden die Zellen gewaschen und dlicitiert (Kap. 3.4.). Nach 30 min Elicitorkontakt wurden die Zellen
erneut gewaschen und in frischer NL weiter kultiviert (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des
Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h ) normiert, welcher auf 100 % gesetzt
wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert.
100 % Elicitorwirkung von t=0h bis t=24h: (A) 100% = 0,77-5,48 Alkaoid/Zellen [ug/Mio];
(B) 100% = 1,24-3,12 Alkaloid/Zellen [pg/Mio]; (C) 100% = 2,09-2,39 Alkaoid/Zellen [pg/Mio];
(D) 100 % = 0,88 - 7,83 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]; Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen
Experimenten.
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2.3.1.2. Alkaloidwirkung wahrend Elicitorkontakt

Bel gleichzeitiger Einwirkung der verschiedenen Alkaloide und der Elicitormolekile wird ein
ahnliches Ergebnis wie bei der Vorinkubation erzielt. Die Alkaoidmischung (Abb. 12) wirkt
alerdings deutlich stéarker hemmend als das Sanguinarin alein. Sanguinarin bewirkt bel
gleichzeitiger Anwesenheit mit dem Elicitor den gleichen Hemmeffekt (ca. 60 bis 75 %) wie
bei 30 minltiger Anwesenheit vor dem nachfolgenden Elicitorkontakt (Abb. 11, 12).
Interessanterweise sind kleinere Sanguinarin-Konzentrationen [1,36 pM] wirksamer als
hohere, wenn diese wahrend des Elicitorkontaktes einwirken. Berberin und Chelerythrin

(Abb. 12) bleiben wie im vorherigen Experiment wirkungslos.

2.3.1.3. Alkaloidwirkung nach Elicitorkontakt

Werden Sanguinarin oder die Alkaloidmischung erst nach Elicitorkontakt den Zellen
zugesetzt, findet ebenfalls eine klare Hemmung der Alkaloidantwort statt (Abb. 13).
Chelerythrin  bzw. Berberin sind wiederum wirkungslos. Auch hier wirkt die
Alkaloidmischung starker hemmend als Sanguinarin. Da in diesem Falle die friheren
Signalereignisse bereits stattgefunden haben, werden entweder spéte Schritte der Signalkette
(d.h. nach dem pH-shift) oder die Expression bzw. Aktivitét der Biosynthese-Enzyme negativ
beeinflusst.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Gegenwart von Benzophenanthridin-
Alkaloiden vor, gleichzeitig oder nach dem Elicitor zu einer Hemmung der Alkal oidantwort
fahrt. Die o.g. hemmende Wirkung des Sanguinarins auf die PLA,-Aktivitdt kann diese
Effekte bestenfalls teilweise erklaren, da die anderen Alkaloide deutlich stérker wirksam sind
als Sanguinarin und die Effekte auch noch nach dem Elicitorkontakt ausgeldst werden
konnen. Die molekularen Ursachen fur den feedback-Effekt sind bisher unbekannt. Er weist
auf einen Benzophenanthridin-spezifischen Angriffspunkt in der spéten Signalkette oder der
Biosynthese hin.
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Abb. 12: Wirkung von Sanguinarin, Chelerythrin, Berberin bzw. der Alkaloidmischung auf

die Alkaloidbiosynthese, bel gleichzeitiger Anwesenheit mit dem Elicitor.

Zellsuspensionen wurden wéhrend des Elicitorkontaktes mit: (A) Sanguinarin [13,6 uM], (B) Chelerythrin
[13 uM], (C) Berberin [13 uM] (Kap. 3.4.) bzw. einer durch Eschscholzia-Zellen selbst produzierten (D)
Alkaloidmischung [4,5 pM] (siehe Kap. 3.5.3.) inkubiert. Nach 30 minitiger Elicitierung, wurden die Zellen
gewaschen und in frischer N&hrlosung weiter kultiviert (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des
Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt
wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert.
100 % Elicitorwirkung von t=0h bhis t=24h: (A) 100% = 1,32- 1,37 Alkdoid/Zellen [ug/Mio];
(B) 100 % = 2,48-3,03 Alkaoid/Zellen [pg/Mio]; (C) 100% = 1,45-2,77 Alkaoid/Zellen [pg/Mio];
(D) 100 % = 2,99 - 3,89 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen
Experimenten.
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Abb. 13: Einfluss verschiedener Benzophenanthridin-Alkaloide auf die Alkaloidbiosynthese
bei Zusatz nach Elicitorkontakt.

Im Anschluss an die Elicitierung (Kap. 3.4.) wurde den einzelnen Varianten jeweils Sanguinarin [13,6 uM], eine
durch die Eschscholzia-Zellen selbst produzierte Alkaloidmischung [4,5 uM] (Kap. 3.5.3.), Chelerythrin
[13 pM] bzw. Berberin [13 uM] zugesetzt und fir 24 h inkubiert. Die Wirkung des Elicitorkontaktes vom
Zeitpunkt t = 0 h bist = 24 h wurde mit 100 % normiert. 100 % Elicitorwirkung nach Erstkontakt, entsprechen
im Zeitraum vont =0 h bist = 24 h: 100 % = 0,56 - 7,33 Alkaloid/Zellen [pg/Mio]; Alle Messwerte sind
Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.
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2.3.1.4. Wirkung ausgewahlter Benzophenanthridine auf mMRNA- und Proteinebene

Die 0.g. Ergebnisse fuhrten zu der Frage, ob ein Effekt extern zugesetzter Alkaoide auch auf
der Transkriptionsebene, d.h. dem Spektrum der mRNA s sichtbar ist, wobel der Zusatz nach
Elicitorkontakt besonders interessant war. Wie in Abb. 14 gezeigt, sind beim Vergleich der
MRNA-Muster und der daraus durch in vitro Trandation gebildeten Proteine deutliche
Hinweise fir einen Einfluss von Sanguinarin und der oben genannten Alkaloidmischung
erkennbar. Durch den externen Zusatz dieser Alkaloide nach Elicitorkontakt, scheint es zur
Uberexpression verschiedener, bisher noch nicht identifizierter Proteine zu kommen (vgl.
Spur A6 und S6 mit E6 und K6). Eine verringerte Expression anderer Protein erscheint
moglich, kann aber noch nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden. Dennoch ist die
Veranderung des Expressionsmusters durch Kontakt mit den von Eschscholzia produzierten
Alkaloiden ein interessanter Befund und ein guter Ausgangspunkt fir die néhere Analyse der

Uberexprimierten bzw. vermindert exprimierten Proteine.
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Abb. 14: Ausgewahlte Beispiele der Alkaloidwirkung auf mRNA Ebene.
Eschscholzia-Zellen wurden dlicitiert (Kap. 3.4.) (Kontrolle - ohne Elicitor). Im Anschluss wurde den Zellen fiir
jeweils 1 h bzw. 6 h mit einer Alkaloidmischung [1,4 uM] (Kap. 3.5.3.) (Ansatz A1l und A6) bzw. mit
Sanguinarin [1,4 uM] (Ansatz S1 und S6) inkubiert. Die Gesamt-mRNA wurde nach 1 h bzw. 6 h isoliert (Kap.
3.9.) und im Weizenkeimsystem trandlatiert (Kap. 3.13.). Die erhaltenen Proteine wurden im 12 %igen SDS-Gel
aufgetrennt (Kap. 3.14.1. ff.) und ausgewertet. Die roten Pfeile markieren Beispiele fur Verdnderungen auf
MRNA-Ebene, die durch diein vitro trand atierten Proteine sichtbar gemacht wurden.
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2.4. Desensibilisierung der Phytoalexinantwort und alter native Signalwege

Die Bildung der Benzophenanthridin-Alkaloide ist ein vielstufiger und energieaufwendiger
Prozess [211, 253], in dessen Verlauf cytotoxische Endprodukte gebildet werden. Da die
Wirkung der von Eschscholzia gebildeten Alkaloide auch gegen die produzierende Zelle
selbst gerichtet sein kann, erscheint es biologisch sinnvoll, deren Bildung streng zu
kontrollieren und eine Neusynthese erst dann anzuschalten, wenn keine ausreichenden
Mengen an Alkaloide fur die Pathogenabwehr zur Verfligung stehen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in Eschscholzia erstmals gefunden, dass die
Wiederholung des Elicitorkontaktes keine erneute Alkaoidantwort ausdst. Ein solches

Phanomen wird al's Desensibilisierung bezei chnet.

Desensibilisierungseffekte in der pflanzlichen Pathogenabwehr wurden in mehreren Systemen
beschrieben [12, 30]. Als Beispiele waren zu nennen: die Desensibilisierung des Wechsels
vom Membranpotenzial des Luzernenwurzelhaares bei wiederholtem Kontakt mit Rhizobium
meliloti [55], die Desensibilisierung von Tomatenzellen durch Chitinfragmente und Xylanase
[69, 70], die Desensibilisierung von Gurkenzellen durch Ergosterol und Chitosan [123], sowie
die Desenshbilisierung durch Cryptogein und Oligogalacturonoide in Tabak [12]. Die
Signalgaben und deren Reaktionen legen dabei fest, ob es sich um eine homo- oder heterologe
Desensibilisierung handelt [12]. Eine Desensibilisierung bezeichnet man dann als homolog,
wenn durch wiederholte Gabe desselben Signals keine erneute Antwort ausgeldst werden
kann. Alternative Stimulatoren sind dagegen in der Lage, eine wiederholte Reaktion
auszulésen. Wird nach zwei unterschiedlicher Signale die Wirkung des Zweitsignals

abgeschwacht, handelt es sich um eine heterologe Desensibilisierung [12].
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2.4.1. Kurzzeitige oder standige Anwesenheit des Elicitors

Zuerst wurde untersucht, ob ene Verédnderung der Synthesekapazitédt an
Benzophenanthridinen durch die standige Anwesenheit des Elicitors im Vergleich zu einem

nur 30 mindtigen Kontakt auftritt.

Wie das Ergebnis aus Abb. 15 zeigt, bewirken sowohl kurzzeitiger Elicitorkontakt (30 min),
als auch dessen permanente Anwesenheit Uber den Zeitraum von 96 h etwa den gleichen
Effekt auf die Alkaloidbildung. Das spricht dafir, dass das Elicitierungssignal zur
Alkaloidbildung bereits innerhab von 30 min gesendet wird und danach keine weitere
Induktion mehr erfolgt.

Grunde fr dieses Ergebnis konnten sein:

a) die Ausl6sung der maximalen Synthesekapazitét bereits bei
kurzzeitigem Elicitorkontakt;

b) die Inaktivierung des Elicitors bei 1angerer Anwesenheit oder

C) die Inaktivierung der Signalkette unmittelbar nach Elicitorkontakt.
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Abb. 15: Wirkung von kurzzeitiger oder standiger Anwesenheit des Elicitors.
Eschscholzia-Zellen (Elicitor 30 min anwesend) wurden fir 30 min mit Elicitor behandelt (Kap. 3.4.). Die
Zellsuspensionen (Elicitor stdndig anwesend) wurden mit dem 3fachen VVolumen NL-P gewaschen, in NL-P mit
1 pg/ml Elicitor suspendiert und fur 96 h inkubiert. Kontrolle (ohne Elicitorzusatz); Alle Messwerte sind
Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.
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2.4.2. Einmalige oder wiederholte Elicitor gabe

Benzophenanthridin-Alkaloide und andere regulatorisch wirkende Substanzen, die nach
Induktorgabe in das Nahrmedium ausgeschieden werden, konnten das Ergebnis jeder weiteren
Stimulation mit Elicitormolekilen beeinflussen. Um solche Einflisse auszuschliessen, wurde
das Néhrmedium vor und nach jedem Elicitorkontakt entfernt und durch neues Medium
ersetzt. Dabel wurde die Versuchseinstellung der folgenden Experimente so gewéhlt, dass die
Elicitoreinwirkung nur Uber 30 min erfolgte. Nach unterschiedlich langen Zeitintervallen
erfolgte eine erneute Elicitorgabe. Hierzu wurde das Kulturmedium ausgetauscht und die
Zellen erneut mit Elicitor behandelt. Es ist also unwahrscheinlich, dass bei dieser
Versuchseinstellung die gebildeten Alkaloide oder andere unbekannte Substanzen die
Reaktion auf die 2. Elicitorgabe beeinflussen.
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Abb. 16: Kurze Intervalle zwischen Erst- und Zweitkontakt mit dem Elicitor.

Eschscholzia-Zellen wurden zum Zeitpunkt t = O h dlicitiert (Kap. 3.4.). Nach 30 min, 4 h, 12 h bzw. 24 h
erfolgte eine erneute Elicitorgabe (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des einmaligen Elicitorkontaktes
(Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der
Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 %
Elicitorwirkung von t = 0 h bist = 24 h: 100 % = 2,48 - 4,18 Alkaoid/Zellen [ug/Mio]. An den Pfeilen ist
jeweils der Zeitpunkt der Elicitorgabe vermerkt. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 6 unabhangigen
Experimenten.
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Diein Abb. 16 und 17 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl bel kurzzeitigen als auch
bei l[angeren Intervallen die jeweils 2. Elicitorgabe ohne Effekt auf die Alkaloidbildung ist.

Intervalle von 30 min bis 24 h zwischen zwei Elicitorgaben bewirken keine erneute
Ausosung der Alkaloidbiosynthese (Abb. 16). Eine Neuinduktion der Alkaloidbiosynthese
wird bereits 30 min nach dem Erstkontakt verhindert, wobei dessen desensibilisierende
Wirkung Uber die Zeitspanne von 72 h bestehen bleibt (Abb. 17).
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Abb. 17: Wirkung des wiederholten Elicitorkontaktes nach 24 h, 48 h und 72 h.
Eschscholzia-Zellen wurden zum Zeitpunkt t = 0 h elicitiert (Kap. 3.4.). Nach 24 h, 48 h, bzw. 72 h erfolgte eine
erneute Elicitorgabe (Kap. 3.45.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des
Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne
Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0
hbist=24h:

Elicitor Oh 100 % = 0,78 - 0,94 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]

Elicitor Oh, 24 h, 48 h, 72 100 % = 0,81 - 1,31 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]

Elicitor 0 h, 48 h 100 % = 0,77 - 0,91 Alkaloid/Zellen [pg/MiQ]

Elicitor 0 h, 72 h 100 % = 0,57 - 0,98 Alkaloid/Zellen [pg/MiQ]

An den Pfeilen ist jeweils der Zeitpunkt der Elicitorgabe vermerkt. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3
unabhéngigen Experimenten.

Hieraus ergibt sich der Schluss, dass der Elicitorkontakt nicht nur die Alkaloidbiosynthese
auslost, sondern auch zu einer Blockade jedes weiteren Elicitorsignals fuhrt. Sogleich wird
klar, dass eine Inaktivierung des Elicitors nicht am Ausfall der Alkaloidantwort beteiligt sein

kann.

Es konnte weiterhin festgestellt werden, dass diese Desensibilisierung in Zellkulturen von
Eschscholzia californica nicht an ein bestimmtes Zellalter gebunden ist. Ebenso wie 5 Tage
alte Zellen sind auch Zellen im Alter von 3 Tagen von dieser Art der Desensibilisierung nach
wiederholtem Elicitorkontakt betroffen (Daten hier nicht dargestellt).
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Auch der Einsatz niedrigerer Elicitorkonzentrationen (von 0,25 pg/ml statt 1 pg/ml) im
Verlauf des gesamten Experimentes ermdglichte keine Neusynthese an Alkaloiden (Daten
hier nicht dargestellt).

Aus den hier dargestellten Ergebnissen gehen eine Reihe von Fragen hervor: Wodurch wird
die Desensibilisierung hervorgerufen? Wirken die nach Elicitor-Kontakt gebildeten Alkaloide
als"Ausschalter" der Signalkette?

Auf der Suche nach dem Ausldser der Desensibilisierung zeigen die dargestellten Ergebnisse
(Kap. 2.4.1./2.), dass eine Desensibilisierung gegeniiber einem Elicitor-Zweitkontakt bereits
vor dem Auftreten der Alkaloide erfolgt. Somit scheiden diese al's induzierende Faktoren aus
(Abb. 16, 17).

Welterhin ergibt sich die Frage, ob die nach Erstkontakt ausgeldste Alkaloidantwort bereits
die maximale Synthesekapazitdt erreicht hat. Somit wére eine erneute Ausldsung der
Biosynthese schon aus Kapazitatsgrinden nicht mdglich. Zur Klarung dieser Frage sollte der
Einsatz aternativer Signalmolekile beitragen, von denen bereits bekannt ist, dass sie
ebenfalls die Alkaloidbildung ausl6sen. Wenn solche Effektoren eine deutliche Erhohung der
Synthesekapazitét nach vorausgegangenen Elicitorkontakt ermdglichen, kann nicht von einer
Inhibierung der Biosynthese infolge einer Kapazitéatsiiberschreitung ausgegangen werden.

Diese Molekiile sollten dann aternative Signalwege zur Alkaloidbildung verwenden.

2.4.3. Einsatz alternativer Signale zur Auslésung der Benzophenanthridin-

Biosynthese

Die Ausldsung der Alkaloidbiosynthese kann in der verwendeten Zellkultur von Eschscholzia
californica durch verschiedene Verbindungen erreicht werden, deren Wirkungsmechanismen
jedoch nur teilweise bekannt sind. In Tabelle 3 sind einige dieser Verbindungen aufgelistet.
Die Verwendung verschiedener Signale erdffnet immerhin die Moglichkeit, dass damit auch
unterschiedliche  Wirkungsmechanismen  bzw. Signawege zur Induktion der
Alkaloidbiosynthese beschritten werden. Dies erlaubt eine vergleichende Suche nach
intermedidren Signalschritten und einen Zugang zum Versténdnis des Desensibilisierungs-

Phanomens.
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Tab. 3: Signde und (zT. putative) Wirkungsmechanismen zur Auslosung der
Phytoal exinbiosynthese.

Diese Tabelle zeigt eine Auswahl publizierter Induktoren der Alkal oidbiosynthese aus verschiedenen Pflanzen.

Verbindung Wirkung System Referenz
Octadecanoide: Methyl- | u.a. Stimulator des BBE, | Eschscholzia [15, 91, 138,
Jasmonat, (S)-Cheilanthifolin- californica, 160]
Trihomojasmonat, Synthase, (S)-Stylopin- Nicotiana tabacum
Hexahomojasmonat, Synthase, Glucose-6-

12-Oxophytodiensdure | Phosphat-Dehydrogenase

permeierende Sauren: | intrazelluléarer pH-Shift Eschscholzia [102, 204]
Pivalinsdure oder californica
Buttersaure
Quercetin Wirkungsmechanismus Sanguinaria [155]
noch unbekannt canadensis
Mastoparan ubiquitérer G-Protein- Eschscholzia [205]
Aktivator californica
KCI, NaCl, Mannit, osmotischer Stress Eschscholzia [Weiss, D.
Sorbit, Saccharose californica unveroffentlicht]
H,0, sekend messenger, Sojabohne  (Glycine|[5, 149]
Intermediat der Hypersen- | max. L.)
sitivitétsreaktion
Barbiturate: induziert mikrosomales Eschscholzia [90]
Barbitursdure, Butethal, | Zytochrom P-450 californica
Phenobarbital, 2-
Thiobarbitursaure
Natriumorthovanadat Uber Tyrosindecarboxy- Eschscholzia [236]
lase, H*-ATPase californica

Zur Auslésung der Benzophenanthridin-Biosynthese in Eschscholzia californica wurden
neben dem Elicitor die folgenden Induktoren bzw. Behandlungen ausgewahlt:

1. Jasmonat und andere Octadecanoide stimulieren die Produktion von
Benzophenanthridin-Alkaloiden  [91] Uber  die Induktion  essentieller
Biosyntheseenzyme, u.a. des Schlisselenzyms BBE [138]. Octadecanoide sind
bekannte Intermediarsignale der pflanzlichen Pathogenabwehr, einschliefdlich einiger
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Bereiche des Sekundérstoffwechsels. In Zellkulturen von Catharanthus wurde gezeigt,
dass die Induktion der Strictosidin-Synthase, eines Schltisselenzyms der Biosynthese
von iridoiden Indol-Alkaloiden, durch Jasmonat u.a Octadecanoide Uber die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der ORCA-Gruppe verléft [169, 170].
Abbildung 19 zeigt typische Ergebnisse mit der hier verwendeten Eschscholzia-
Zellkultur. Die maximale Wirkung von Methyl-Jasmonat auf die Alkaloidbildung liegt
etwaim selben Rahmen wie die des Elicitorsignals. Methyl-Jasmonat-K onzentrationen
>50 uM wirken negativ auf die Zellneubildung: (Kap. 6, Abb. 31, Tab. 9).

2. Ein shift des cytoplasmatischen pH konnte as notwendiger Schritt im
Signalmechanismus zur Elicitor-ausgelosten  Alkaloidbildung in  Eschscholzia
californica identifiziert werden (Kap. 1) [204]. Durch Kkurzzeitigen Zusatz
permeierender Sduren wie Buttersdure oder Pivalinsdure kann ein transienter Abfall
des cytoplasmatischen pH auch experimentell ausgelost werden (Abb. 18). Dieser
fahrt ohne Anwesenheit des Elicitors zur Bildung von Benzophenanthridin-Alkaloiden
(Kap. 6, Abb. 33, Tab. 9) [204].

3. Hyperosmotischer Stress fuhrt ebenfals zur Stimulation der Alkaloidbiosynthese in
Eschscholzia-Zdllkulturen  [D. Waelss, unverdffentlicht].  Hyperosmotische
Bedingungen |6sen in pflanzlichen Organismen z.B. die Aktivierung von lonenkanden
der Plasmamembran (K*-Ausstrom aus den Zellen), extrazelluldare Alkalisierung,
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und Proteinphosphorylierung, u.a. Uber die
Aktivierung von MAP-Kinasen [71] aus. Der Effekt von Osmotika ist oft auf
Transkriptionsebene nachweisbar: in Bakterien gibt es z.B. mehrere "osmoregulierte”
Operons [37]. Abbildung 38 und 39 (Kap. 6) zeigen die Wirkung verschiedener
Osmotika auf die Alkaloidbildung in Eschscholzia-Zellkulturen in Abhangigkeit von
Einwirkzeiten und Konzentrationen. Die Konzentration von 90 mM (260 bzw. 430
mOsmol/kg, vgl. Kap. 6, Abb. 38, 39) erwies sich in den meisten Féllen als optimal fir
die Induktion von Benzophenanthridinen (keine oder geringe Hemmung der
Z€lIneubildung).

Die folgenden Verbindungen fuhren in unserem experimentellen System nicht zu einer
reproduzierbaren Induktion der Alkaloidbiosynthese, wurden aber in anderen Zellkulturen als
Stimulatoren der Phytoal exinbildung beschrieben:



Ergebnisse und Diskussion 46

4, In einem von Apostol et al. [5] bereits 1989 vorgeschlagenen Modell wurde H,0, als
potenzieller second messenger zur Induktion von Genen der Pathogenabwehr
einschliefdlich gewisser Phytoalexine in Soja-Zellen diskutiert. Dabel sollten die
Verschiebung des Verhédtnisses von reduzierten zu oxidiertem Glutathion oder NADP
eine Rolle spielen. Inzwischen wurden mehrerer regulatorische Funktionen von H,O,
und anderen Produkten des oxidative burst wahrscheinlich gemacht [3, 143, 149]. In
unserem Zelkultursystem hat zumindest von auf3en zugesetztes H,O, keine Wirkung
auf die Alkaloidbiosynthese. Abbildung 36 und Tab. 9 (Kap. 6) zeigen, dass es durch
Konzentrationen zwischen 20 pM und 100 mM nicht zur Auslésung der
Benzophenanthridin-Biosynthese in Eschscholzia-Zellkulturen kam. Dies bestétigt die
bereits bekannte Unabhangigkeit der Wirkung niedriger Elicitor-Konzentrationen vom
oxidative burst (Kap. 1.).

5. Mahady und Beecher fanden 1994, dass Quercetin, ein ubiquitdr verbreitetes
Flavonoid, in Sanguinaria canadensis zur Auslésung der Alkaloidbiosynthese,
insbesondere von Sanguinarin und Chelerythrin eingesetzt werden kann [155]. Eine
definierte Angriffsstelle von Quercetin in der Alkaloidbiosynthese konnte bisher nicht
identifiziert werden. Abbildung 35 und Tab. 9 (Kap. 6) zeigen, dass im verwendeten
Konzentrationsbereich innerhalb von 24 h keine Induktion der Benzophenanthridin-

Biosynthese in Eschscholzia-Zel lkulturen erfolgt.

6. Mastoparan, ein kationisches, amphiphiles Tetradecapeptid, ist als Stimulator von G-
Proteinen [101] und daraus resultierend auch als Aktivator einiger PLAsen [28, 237]
bekannt. Die durch Aminosdureaustausch gewonnenen Derivate Mastoparan 7 (ein
hyperaktiver Stimulator) und Mastoparan 17 (ein inaktiver Effektor) wurden ebenso
wie Mastoparan den Zellkulturen von Eschscholzia californica zugesetzt. Obwohl in
einigen Féllen ein stimulierender Effekt auf die Alkaoidbildung und ein pH-shift
nachgewiesen werden konnte [205], gelang es nicht, diesen Effekt reproduzierbar zu
gestalten, insbesondere nicht beim Vergleich von Zellkulturchargen unterschiedlichen
Alters (Kap. 6, Tab. 9)
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0.5 min

Abb. 18: pH-shift zur Auslésung der Alkaloidbiosynthese in Eschscholzia californica [204].
Infolge des Eindringens von permeierenden Sauren wie Buttersdure oder Pivalinsaure kommt es zur Auslésung
eines cytoplasmatischen pH-shifts (hier zwischen 0,5 und 4 min). Nach Entfernen/Auswaschen der Sduren im
AuRenmedium wird der pH-Abfall reversibel.
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2.4.3.1. DieWirkung ausgewahlter Signale bel Erstkontakt

Von den o.g. Stimulatoren der Alkaloidbiosynthese wurden die folgenden ausgewahlt, um
ihre Wirksamkeit mit der des Hefe-Elicitors zu vergleichen und Desensibilisierungs-Effekte
bei aufeinanderfolgender Gabe zweler Signalmolekile zu untersuchen:

1. Hefedlicitor

2. Methyl-Jasmonat

3. Buttersdre-Behandlung

4. Hyperosmotischer Stress (in der Regel durch NaCl oder KCl ausgel 6st)

In Abb. 19 (und Kap. 6, Abb. 31, 33, 38, 39) sind zundchst die Wirkungen dieser Effektoren
bei einmaliger Einwirkung unter optimierten Bedingungen verglichen.
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Abb. 19: Wirkung einiger positiver Effektoren auf die Benzophenanthridin-Bildung bei
Erstkontakt mit Eschscholzia-Zellen.

Eingesetzt wurden: Hefeelicitor 1 pg/ml, 50 uM Methyl-Jasmonat, 30 min; 90 mM KCI (ges. osmot. Druck: 340
mOsmol/kg), 24 h; 90 mM NaCl (ges. osmot. Druck: 340 mOsmol/kg), 24 h; 90 mM Sorbit (ges. osmot. Druck:
260 mOsmol/kg), 6 h,; 4 mM Natrium-Butyrat, pH 5,0, 15 min. Die Werte sind auf die Wirkung des ersten
Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt
wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert.
100 % Elicitorwirkung = 0,769 - 2,50 ug Alkaloid/Mio Zellen. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3
unabhéangigen Experimenten.
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2.4.3.2. DieWirkung ausgewahlter Signale bei Zweitkontakt

Zur ndheren Charakterisierung desensibilisierender Mechanismen wurde nun untersucht, ob:

1. diedurch den Elicitor bewirkte Desensibilisierung auch fur andere Signalmolektile

wirksam ist,

2. andere Signalmolekile bei Erstkontakt ebenfalls eine Desensibilisierung ausldsen

und

3. welche Erstsignale die Zellen fir welche Zweitsignale desensibilisieren.

Insgesamt stellt sich nun die Frage, ob durch "homologe" oder "heterologe"
Desensibilisierung Hinwelise auf unterschiedliche Signalwege erbracht werden konnen. In den
im folgenden zusammengefassten Experimenten wurden unterschiedliche Abfolgen der
beschriebenen Erst- und Zweitsignale angewandt und ihre Wirkung auf die Ausldsung der
Alkaloidbiosynthese untersucht. Jeder der 0.g. Effektoren wurde sowohl als Erst- as auch as
Zweitsignal eingesetzt (Kap. 6, Tab. 9 ff.) Eine typische Folge von Experimenten ist in Tab. 4
dargestellt. Tab. 5 gibt einen vereinfachten Gesamttberblick Uber die erhaltenen Ergebnisse.

Es ist ersichtlich, dass nach der Elicitorbehandlung ene weitere Steigerung der
Alkaloidproduktion erreicht werden kann und zwar durch hyperosmotische Behandlung (Tab.
4; Kap. 6, Abb. 40, 41) oder durch Zusatz von Methyl-Jasmonat (Tab. 4; Kap. 6, Abb. 32).

Durch den Elicitorkontakt wird also nur ein Tell der maximal méglichen Alkaloidsyntheserate
ausgeschopft. Der Grund fur diese Limitierung ist wahrscheinlich nicht eine Verringerung der
metabolischen Aktivitét, da die Zellen auf zusétzliche Signale mit einer verstarkten
Syntheseleistung reagieren  koénnen. Dafir sprechen auch  Vitditétstests mit
Fluoreszenzfarbstoffen, die nach wiederholtem Elicitorkontakt zumindest keine gravierenden
Zellschadigungen anzeigen (Abb. 20; Kap. 6, Tab. 10). Somit sind weder das Erreichen der
Kapazitdtsgrenze noch toxische Effekte plausible Grinde fir die Begrenzung  der
Alkaloidsyntheserate nach Elicitorkontakt.
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Eswird weiterhin erkennbar, dass die verwendeten Signale Desensibilisierungseffekte mit

unterschiedlicher Auswirkung aufbauen:

1. Die Auslésung der Alkaloidbiosynthese nach Elicitorkontakt oder durch kinstliche
Ansduerung ist mit der Ausschaltung des Signalweges fur das jeweils andere Signal
verbunden. Das spricht dafur, dass sowohl das Elicitorsignal als auch der pH-shift
Elemente einer gemeinsamen Signalkette sind. Dieser Befund ist im Einklang mit
friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe [204]. Die Unwirksamkeit des kinstlichen
pH-shifts in €licitierten Zellen (Kap. 6, Tab. 11, 12) spricht dafir, das der die
Desensibiliserung bewirkende "Block™ der Signalkette stromabwérts vom pH-shift
lokalisiert ist.

2. Die Wirkungen von Methyl-Jasmonat und hyperosmotischem Stress kénnen nach
Elicitorkontakt nicht ausgeschaltet werden, d.h. in beiden Féllen tritt eine weitere
Steigerung der Alkaloidantwort in elicitierten Zellkulturen ein (Kap. 6, Tab. 10, Abb. 32,
40, 41). Parallel zu diesen Daten wurde in unserer Arbeitsgruppe gefunden, dass die
verwendeten Methyl-Jasmonat-Konzentrationen keinen pH-shift auslésen [67]. Dies
spricht ebenfalls fur einen eigenstandigen, vom Elicitorkontakt und dem pH-shift
unabhéangigen Signalweg zwischen Methyl-Jasmonat bzw. osmotischem Stress und der
Induktion der Alkaloidbiosynthese.

3. Methyl-Jasmonat fuhrt zu einem sehr weitgehenden Desensibilisierungseffekt: nach
Methyl-Jasmonat-Gabe waren alle verwendeten Effektoren ohne messbare Wirkung auf
die Alkaloidbildung (Tab. 4, Kap. 6, Tab. 13). Ahnliches gilt fur die Erstbehandlung mit
Osmotika, welche ebenfalls zu einem weitgehenden Ausschalten der Induktion bei
nachfolgenden Effektoren fuhrt (Tab. 5, Kap. 6, Tab. 17, 18, 19, 20, 21). Die nach KCl-
Behandlung einzig noch wirksame, erneute KCl-Gabe ist wahrscheinlich auf die nicht
ausreichende Séttigung des Desensibilisierungseffektes zuriickzufiihren). Es ist also nicht
unwahrscheinlich, dass Methyl-Jasmonat und osmotischer Stress eine gemeinsame
Signalkette (zumindest gemeinsame Elemente) besitzen. Daflr spricht auch, dass ein
Anstieg von Jasmonat als Antwort auf osmotischen Stress in verschiedenen Pflanzen
nachgewiesen wurde [136, 146, 238].
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4. Interessant scheint auch das Ergebnis, dass Signale wie Quercetin, H,O,, Mastoparan,

Mastoparan 7 und Mastoparan 17 die Ausldsung der Benzophenanthridin-Biosynthese in

Zellkulturen von Eschscholzia californica durch die Zweitsignale verhindern, obwohl sie
selbst keine Induktoren der Alkaloidbiosynthese sind (Kap. 6, Abb. 34, 35, 36, 37, Tab.

14, 15, 16). Moglicherweise deutet sich hier eine desensibilisierende Wirkung von

M etaboliten des oxidative burst und des Fettsaure-Stoffwechsals an.

Tab. 4: Wirkung verschiedener Signale nach Kontakt mit Elicitor oder Buttersaure.
Die Zuwachsraten des Alkaloidgehaltes sind auf Wirkung des 1. Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkal oidgehaltes
zwischen t = 0 h bist = 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor)
wurde von alen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung nach Erstkontakt,

entsprechen im Zeitraum von t = 0 h hist = 24 h: 100 % = 0,84

- 3,91 Alkaloid/Zellen [pg/Mio]. Der

fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der
Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3

unabhéangigen Experimenten.

1. Kontakt: 1. Kontakt: 1. Kontakt:
Elicitor Buttersiure M ethyl-Jasmonat
(1 pg/ml, 30 min) (4 mM, 15 min) (50 uM, 30 min)

2. Kontakt: Zuwachs Zuwachs Zuwachs
Alkaloid/Zellen Alkaloid/Zellen Alkaloid/Zellen
[ug/Mio] in24 h [Mg/Mio] in24 h [ug/Mio] in24 h

Elicitor 0% 0% 0%

(1 pg/ml, 30 min)

Buttersaure 0% 0% 0%

(4 mM, 15 min)

M ethyl-Jasmonat 0%

(50 uM, 30 min) 44,04 % + 21,16 62,05 % * 30,38

KCl

(90 mM, 30 min) 170,27 % + 179,88 | 13,35% + 7,85 0%

NaCl 0% 0%

(90 mM, 30 min) 166,01 % + 7,83

Mannit 0% 0%

(90 mM, 30 min) 44,63 % + 6,85

Sorbit 0% 0%

(90 mM, 30 min) 80,19 % + 60,73
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Tab. 5: Wirkung von Erst- und Zweitsignalen zur Auslésung der Alkaloidbiosynthese

1. Signal erlaubt verhindert
welches Signal welches Signal
Elicitor Methyl-Jasmonat Elicitor
Osmotika (KCI, NaCl, pH-Shift (Buttersdure,
Saccharose, Mannit, Sorbit) | Pivalinsaure)
Mastoparan
Pivalinsiure KCI Elicitor
pH-Shift (Pivalinsiure)
M ethyl-Jasmonat
Mastoparan
Buttersaure Methyl-Jasmonat Elicitor
KCI pH-Shift (Buttersaure)
Mastoparan
Mastoparan - Elicitor

pH-Shift (Buttersaure,
Pivalinsaure)

M ethyl-Jasmonat
Mastoparan

Osmotika

M ethyl-Jasmonat

Elicitor

pH-Shift (Buttersaure,
Pivalinsaure)

M ethyl-Jasmonat

Mastoparan
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Abb. 20: Vitalféarbung von Eschscholzia-Zellen zur Kontrolle

potentiell toxischer Elicitor- oder Methyl-Jasmonat-Effekte.
Die dargestellten Zellfaden stammen aus Kulturen, welche mit Elicitor

(2 pg/ml, 30 min) bzw. Methyl-Jasmonat (50 puM, 30 min) (Kap. 3.4.)
behandelt wurden. Nach 1 stiindiger Inkubation mit 50 nM CFDA, wurden
die Zellen mit 2 pM Propidiumjodid angeférbt und mikroskopisch
beobachtet (Excitation: 490 nm, Emission: 520 nm). Die Akkumulation
des freigesetzten Carboxy-Fluoresceins (griine Fluoreszenz) zeigt eine
intakte, zur Protonenakkumulation féhige Vakuole an. Die Einlagerung
von Propidiumjodid in die DNA (rote Fluoreszenz) ist nur nach
Zerstorung der Diffusionsbarriere der Plasmamembran moglich.

t=0h

t=24h, t=24h, t=24h,
Elicitor: 0 h Kontrolle (ohne Elicitor) Elicitor: 0 h
t=48h, t=48h, t=48h,
Elicitor: O h, 24 h Kontrolle (ohne Elicitor) Elicitor: O h

Methyl-Jasmonat: 24 h

t=72h, t=72h, t=72h,
Elicitor: 0 h, 24 h Kontrolle (ohne Elicitor) Elicitor: 0 h
Methyl-Jasmonat: 24 h
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2.5.  mRNA- und Proteinmuster unter dem Einfluss verschiedener Signale der
Alkaloidbildung

25.1. Einflussder Benzophenanthridin-Alkaloide auf diein vitro Trandation

Die Fahigkeit der Benzophenanthridin-Alkaloide, zur Interkalation in DNA (Kap. 2.1.) legen
die Vermutung nahe, dass sie als Hemmstoffe der Transkription wirksam sind. Da unsere
molekularbiologischen Untersuchungen auch die in vitro Trandation der extrahierten mRNA
vorsahen (s.u.), war es wichtig zu wissen, ob die Alkaloide auch Tranglationsvorgénge
beeinflussen. Die nach Elicitorkontakt von den EschscholziaZellen produzierten
Benzophenanthridine kdnnen aus einem Zellpellet nicht vollstandig ausgewaschen werden;
ein bestimmter Anteil (ca. 1/3 der 24 h nach Elicitorkontakt gebildeten Alkaloide) ist in
intakten Zellen présent, ihre Anwesenheit in der extrahierten mRNA kann daher nicht
ausgeschlossen werden. Neben der notwendigen Absicherung der in  vitro
Trandationsversuche war die mogliche Beeinflussung der Trandation auch hinsichtlich der

Toxikologie der Benzophenanthridin-Alkal oide interessant.

Abb. 21 zeigt zunachst, dass Alkaloide nach Zusatz zu einem Reaktionsansatz der in vitro
Trandation bis zu 10 uM keine Verringerung der Translationsausbeute bewirken. Auffalig
ist, dass die mRNA Elicitor-behandelter Zellen in Gegenwart verschiedener Alkaloide mit
hoherer Ausbeute trandatiert wird: Sanguinarin, eine aus derselben Zellkultur isolierte
Alkaloid-Mischung, und Berberin (als strukturdhnliches, nicht-Benzophenanthridin-Alkaloid
eingesetzt) bewirken hier 3-10 % héhere Methionin-Einbauraten in das neugebildete Protein.

Bel der 1D-Analyse der trandatierten Proteine (Abb. 22) fallt auf, dass Sanguinarin (54 uM)
keine Verringerung distinkter Proteinbanden bewirkt. Dagegen scheint es sogar zur
Uberexpression einzelner Proteine (Proteinbereich von ca. 46 kDa - ca. 27 kDa, bzw. um 20
kDa) zu kommen (vgl. Spuren a-d mit Kg). Die Wirkung der Alkaloidmischung (10 uM) auf
die in vitro Trandation (vgl. Abb. 24) zeigt trotz analoger Einbauraten wie bei Sanguinarin
deutliche Unterschiede im Proteinmuster. Deutlich wird vor alem die Inhibierung der in
vitro- trandatierten Proteine im Bereich um 220 kDa - 40 kDa (vgl. Spuren A und a mit Kg
bzw. Kk. Diese vorlaufigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass Sanguinarin und andere
Benzophenanthridine in hohen Konzentrationen (die allerdings in intakten Zellen kaum

erreicht werden; die Alkaloidkonzentration im Medium elicitierter Kulturen liegt bel maximal
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7 pg/ml) die in vitro Trandlation im Weizenkeimsystem beeinflussen. Eine generelle

Beeintrachtigung des Trangl ationsmechani smus kann aber ausgeschlossen werden.

Um endglltige Aussagen Uber die Stimulation bzw. Hemmung der in vitro Trandlation
bestimmter mMRNA's treffen zu koénnen, ist eine 2D-Auftrennung und eine nachfolgende

Analyse der Proteine erforderlich.

Bel der Analyse des in Gegenwart von Berberin gebildeten Proteinmusters (vgl. Abb. 23)
fallt auf, dass bei hoheren Berberin-Konzentrationen [98 uM] die Synthese einzelner
Proteinbanden im Bereich von 220 kDa - 40 kDa deutlich verringert wurde (vgl. Spuren aund
A mit den Ubrigen Spuren). Das lasst vermuten, dass Berberin unter Umsténden einen
hemmenden Einfluss auf die Trandation grof3er Transkripte besitzt. Es wére deshalb
interessant zu untersuchen, ob dieser Effekt nur mit den hier verwendeten Weizenkeim-

Ribosomen oder auch bel der Proteinbiosynthese in Eschscholzia auftritt.
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Abb. 21: Einbauraten von **S-Methionin bei der in vitro Translation von Eschscholzia-
MRNA.

Einfluss von (A) Sanguinarin (B) Berberin (C) Alkaloidmischung; Sanguinarin und Berberin (geldst in NL-P)
wurden dem in vitro Trandationsansatz (Kap. 3.13.) zugesetzt. Die verwendete Alkaloidmischung wurde wie
folgt gewonnen: 5 Tage alte Zellsuspensionen wurden fir 30 min mit dem Elicitor behandelt (Kap. 3.4.), 3 mal
mit jeweils dem 4 fachen VVolumen an 50 %iger NL-P gewaschen und danach in NL-P fur 24 h kultiviert. nach
Abtrennung der Zellen (Nylonsieb) wurde das Medium durch einen Sterilfilter von Partikeln gereinigt und wie
beschrieben verwendet. Im Testexperiment wurde keine Elicitorwirkung des Filtrates festgestellt. Zur
Bestimmung der jeweiligen Einbauraten wurden mRNA"s (Kap. 3.9.) aus Elicitor-behandelten Zellen (1 h nach
Elicitorkontakt und aus Kontrollen (ohne Elicitorzusatz) benutzt. Die dargestellten Daten sind Mittelwerte + SD
aus 3 parallelen Messwerten.
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Abb. 22: SDS-PAGE der nach in vitro Trandation aus EschscholziaamRNA gebildeten
Proteine unter Einwirkung von Sanguinarin.

Die mRNA's wurden sowohl aus Elicitor-behandelten (nach 1 h) als auch aus Elicitor-freien Kulturen isoliert
(Kap. 3.9.). Als Kontrolle diente die MRNA aus nicht Elicitor-behandelten Zellen. Isolation der mRNA's (Kap.
3.9.); invitro Trandation (Kap. 3.13.); SDS-PAGE (Kap. 3.14.)
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Abb. 23: SDS-PAGE der durch in vitro Trandation aus EschscholziaamRNA gebildeten

Proteine unter Einwirkung von Berberin.

Die mRNAs wurden sowohl aus Elicitor-behandelten (nach 1 h) als auch aus Elicitor-freien Kulturen isoliert
(Kap. 3.9.). Als Kontrolle diente die mRNA aus nicht Elicitor-behandelten Zellen. Isolation der mRNA's (Kap.
3.9.); invitro Trandation (Kap. 3.13.); SDS-PAGE (Kap. 3.14.)
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Abb. 24: SDS-PAGE der nach in vitro Trandation aus EschscholziaamRNA gebildeten
Proteine unter Einwirkung einer von Eschscholzia-Zellen produzierten Alkal oidmischung.

Die mRNA’s wurden sowohl aus Elicitor-behandelten (nach 1 h) as auch aus Elicitor-freien Kulturen isoliert
(Kap. 3.9.). Als Kontrolle diente die mRNA aus nicht Elicitor-behandelten Zellen. Isolation der mRNA's (Kap.
3.9.); invitro Trandation (Kap. 3.13.); SDS-PAGE (Kap. 3.14.)
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2.5.2. Einflussausgewahlter Signale zur Auslosung der Alkaloidbiosynthese auf das
Protein- und mRNA-Spektrum

2.5.2.1. Experimentelle Vorgehensweise

Nachdem die auf zellphysiologischer Ebene gewonnenen Daten fir mindestens zwei
unterschiedliche Signalwege zur Auslésung der Alkaloidbiosynthese sprechen (Kap. 2.4.),
stellte sich nun die Frage, inwieweit diese Unterschiede auf der Ebene des mRNA- und
Proteinmusters widergespiegelt werden. Eine vollstéandige Darstellung des Proteoms und des
gesamten mMRNA-Spektrums konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit natlrlich nicht
angestrebt werden. Die aktuellen Arbeiten Uber das Proteom von Pflanzenzellen und seine
Beeinflussung durch externe Signale zeigen, dass die gegenwaértig verfligbaren Methoden
noch keine sichere Auftrennung des gesamten Proteinmusters erméglichen, sondern eine
gezielte Auswahl bestimmter interessierender Grof3enbereiche oder Proteineigenschaften
getroffen werden muss [193]. In unserem Untersuchungsobjekt bietet die Moglichkeit der
Expression des Sekundérstoffwechsel s durch verschiedene Signale ein solches, zweckmafdiges
Auswahlkriterium. Deshalb wurde gezielt nach solchen Proteinen und in vitro-trangatierbaren

mMRNA s gesucht, die:

1. Ubereinstimmend in den Kulturen mit induzierter Alkaloidbiosynthese
auftreten oder
2. deren Auftreten sich zwischen den verwendeten

Induktionssignalen deutlich unterscheidet.

Dabel erwies sich die folgende Vorgehensweise als sinnvoll (Abb. 25):

1. Isolation von mRNA aus Effektor-behandelten Kulturen und aus

Kontrollkulturen.

2. In vitro Trand ation an Wei zenkeimribosomen unter Einbau von
355 Methionin.
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3. Gel el ektrophoretische 2D-Trennung der trandlatierten Proteine
nach Mischung mit den vorhandenen extrahierten Proteinen (vorrangig
|6sliche Proteine) der entsprechenden Zellkultur.

4, Massenspektrometrische Analyse einiger der unter Stress

Uberexprimierten Proteine.

Das durch in vitro Tranglation aus den isolierten mMRNASs gebildete Proteinspektrum wurde
auf demselben 2D-Gel zusammen mit den extrahierten, 16slichen Proteine aufgetrennt, welche
6 h nach Stressorgabe in derselben Zellkultur vorhanden waren. Diese Proteine wurden aus
den Zellen isoliert und vor Beginn der 2D-Trennung mit in den in vitro Trand ationsansatz
gemischt. Bei diesem Verfahren wird die Neubildung *S-markierter Proteine lediglich as
Indikator fur die Anwesenheit der entsprechenden mRNA genutzt. Wenn die trandatierbare
MRNA und das entsprechende Eschscholzia-Protein gleichzeitig anwesend sind, wird die
durch die in vitro Trandatin gebildete sehr geringe Proteinmenge erhdht und es kdnnen

ausreichende Mengen fir die MALDI-TOF-Strukturanal yse gewonnen werden.

Daruber hinaus erlaubt dieses Verfahren die grundsétzliche Feststellung, welche Proteine:

a) gemeinsam mit den mRNAs vorhanden sind

b) unter Einwirkung der Stressoren neu gebildet werden

C) noch vorhanden, aber nach Stressorgabe nicht mehr transkribiert werden.
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Zdlkultur von ‘
Eschscholzia californica

+ Effektor 1. Stimulation - Effektor
MRNA 2. Isolation MRNA
Protein l l Protein
Protein 3.in vitro Trandation Protein
Proteingemisch Proteingemisch

4. 2D-Gelelektrophorese

5. Coomassiefarbung
des 2D-Gels

6. | magescr een

v v

7. Visualisierung

8. Vergleich der exprimierten Proteine zwischen (+) Effektor und (-) Effektor

9. 2D-Proteinspots ausschneiden

10. M assenspektrometrische Analyse

11. Datenbanksuche zur
Proteinidentifikation

4_____________________________

M
12. Detektion von Unter schieden der Protein- oder mRNA-Menge

Abb. 25: 2D-Analyse-Verfahren; Vergleichende Interpretation des Protein- und mRNA-
Musters. Arbeitsschema - zur Analyse des Protein- und mRNA-Spektrums.



Ergebnisse und Diskussion 63

< - O
) |~
. i CDH
— . (o
H"’\_l . —
* ‘i':' ..-' ‘{::' N LI."J_‘
G@c( o
. G@' QO -
. O * e
@G har® "\t!@ ETs) 1
. e o () Lq@ - ~ o
Yl -
’s & B
- L]r_] i o0 —
. ETo)
//%@) q-
N 4 . |
Mo, S i
A - W0
Q) & [ @
—r 1 T 1 1T 1T 1T 1T 1T 71T 1
(0 4y 4] 4y
0 0O O O
= = = =
©C o v <
L Y — <
=t D N -

Abb. 26: Zusammenfassung typischer 2D-Trennungen in vitro-trandatierter und nativer
Proteine. Wirkung des Erstkontaktes verschiedener Effektoren.

Offene Symbole (O) kennzeichnen in vitro Trandationsprodukte aus mRNA, welche 3 h nach Effektorkontakt
isoliert wurden. Geschlossene Symbole (¢) kennzeichnen native Proteine, die 6 h nach Effektorkontakt extrahiert
wurden. (¢, O) Elicitor, 1 pg/ml, 30 min; (-, O) 4 mM Buttersaure, pH 5,0, 15 min; (¢, O) 50 uM Methyl-
Jasmonat, 30 min; (¢, O) 90 mM KCI, (vgl. auch Kap. 3.4.)
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Abb. 27: Zusammenfassung typischer 2D-Trennungen in vitro-trandatierter und nativer
Proteine. Wirkung von Induktoren der Alkaloidbiosynthese nach vorherigem Elicitorkontakt.
Alle Effektoren wurden 24 h nach einem 30 min-Elicitorkontakt den Zellen zugesetzt.

Offene Symbole (O) kennzeichnen in vitro Trandationsprodukte aus mRNA, welche 3 h nach Effektorkontakt
isoliert wurden. Geschlossene Symbole (¢) kennzeichnen native Proteine, die 6 h nach Effektorkontakt extrahiert
wurden. (¢, O) Elicitor, 1 pg/ml, 30 min; (-, O) 4 mM Buttersaure, pH 5,0, 15 min; (¢, O) 50 uM Methyl-

Jasmonat, 30 min; (¢, O) 90 mM KClI, 30 min (Kap. 3.4.)
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Abb. 28: Zusammenfassung typischer 2D-Trennungen in vitro-trandatierter und nativer
Proteine. Vergleich der Elicitor-Wirkung in Mutante TG1 und Wildstamm.

Offene Symbole (O) kennzeichnen in vitro Trandationsprodukte aus mRNA, welche 3 h nach Effektorkontakt
isoliert wurden. Geschlossene Symbole (¢) kennzeichnen native Proteine, die 6 h nach Effektorkontakt extrahiert
wurden. (¢, O) Elicitor, 1 pg/ml, 30 min, Wildtyp; (¢, O) Elicitor, 1 pg/ml, 30 min, Mutante (vgl. auch Kap.
3.4.). E1 bis E5 markieren Proteine bzw. mRNA, die in der Mutante nach Elicitorkontakt nicht auftauchen.
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25.2.2. Vergleich von mRNA und exprimierten Proteinen nach Einwirkung

verschiedener Signale

Abbildung 26 gibt einen graphischen Uberblick der nach Einwirkung verschiedener
Induktoren der Alkaloidbiosynthese (Elicitor, Methyl-Jasmonat, Buttersaure und
Hyperosmose) gefundenen Anderungen der Proteinmuster (Kap. 6, Abb. 42, 43, 44, 45, 46).
Proteine, deren mMRNA im Weizenkeimsystem trandlatiert wird, sollten mit dem analogen
nativen Protein (weitestgehend) identisch sein, die entsprechenden Spots sind deshalb *S-

markiert.

1 Die Auftrennung (im pH-Bereich 3-10) und Analyse der nach Stressorgabe
(s.0.) Uberexprimierten Proteine (*°*S-markierte Translationsprodukte bzw. der
extrahierten Eschscholzia-Proteine) ergab Uberwiegend Proteine mit sauren
bzw. nahezu neutralem pl (pH 3,5 - 7,3) im Bereich von 10 kDa - 50 kDa.

2. Nach Elicitor-Stimulation findet man Gberwiegend Proteine im Bereich von pH
52 - 6,5, dagegen weniger im pH-Bereich von 35 - 50; bzw. einem
Grofenbereich von 10 bis 45 kDa.

Einige der Uberexprimierten Proteine konnten sowohl auf Transkriptionsebene,
als auch al's extrahiertes Protein nachgewiesen werden (pH 3,5 - 5,8; 21,5 kDa -
40 kDa).

3. Methyl-Jasmonat induziert Proteine, die sich in zwei pH-Bereichen
konzentrieren; pH 3,7 - 4,8 und pH 5,6 - 6,8. Die GroRRenverteilung liegt im
Bereich von 14 kDa - 50 kDa.
Bei 3 Proteinen konnte sowohl das Transkript, als auch das extrahierte Protein

nachgewiesen werden.

4, Buttersdure-Behandlung (pH-shift) induziert vor allem Proteine im Bereich von
pH 5,8 - 7,3, Einzelne Proteinspots konnten auch im Bereich von pH 4,0 - 5,2
detektiert werden. Das Molekulargewicht liegt Uberwiegend zwischen 10 kDa -
35 kDa. In 3 Féllen konnte sowohl das Transkript, als auch das extrahierte

Protein nachgewiesen werden.
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5. Hyperosmose durch KCI induziert hauptséchlich Proteine im Bereich von pH
4,0 - 5,5, bzw. 10 kDa - 50 kDa. Vereinzelte Proteinspots konnen im Bereich
von pH 6,0 bis 6,5 bzw. 10 kDa - 25 kDa detektiert werden.

Die *S-markierten Proteine konnten in keinem der hier dargestellten

Proteinspots mit dem extrahierten Protein "zur Deckung" gebracht werden.

Abbildung 27 gibt eine graphische Zusammenfassung Uberexprimierter mRNA s/Proteine,
ausgelost durch  wiederholten  Elicitorkontakt bzw. alternative Induktoren  der
Alkaloidbiosynthese (Methyl-Jasmonat, Buttersdure und KCI) nach vorherigem
Elicitorkontakt (Kap. 6, Abb. 47, 48, 49, 50, 51):

1. Die Auftrennung (im pH-Bereich 3-10) und Analyse der nach wiederholter
Stressorgabe (s.0.) Uberexprimierten Proteine (*°>S-markierte Proteine bzw. der
extrahierten Eschscholzia-Proteine) ergab Uberwiegend Proteine mit sauren
bzw. nahezu neutralem pl (pH 3,5 - 7,3) im kDa-Bereich von 14 bis 45.

Die Anzahl der Proteinspotsist deutlich verringert.

2. Nach wiederholtem Elicitorkontakt kommt es zur Uberexpression von
Proteinen vor allem im Bereich von pH 6,5 - 7,0; bzw. 20 kDa - 40 kDa. *S-
Trandationsprodukte konnten im SDS-Gel nicht nachgewiesen werden, d.h.
der Zweitkontakt mit Elicitor fuhrt zu einem drastischen Abfall der Bildung
von trandatierbaren Transkripten. Im Gegensatz zur Erstelicitierung fuhrt
erneuter Elicitorkontakt zu einer dramatischen Einschrankung der
Genexpression. Dies unterstiitzt die Befunde der Desensibilisierung, d.h. das

Ausbleiben einer neuen Induktion der Alkaloid-Biosynsthese.

3. Methyl-Jasmonat induziert Proteine, die sich vorwiegend in zwei pH-Bereichen
konzentrieren; pH 3,7 - 4,8 und pH 5,6 - 6,8. Die GroRenverteilung liegt im
Bereich von 14 kDa - 50 kDa. Die drastische Hemmwirkung des zweiten
Elicitorkontaktes tritt hier nicht auf.
Nur im Falle eines Proteinspots konnte sowohl das Transkript als auch das
extrahierte Protein detektiert werden.
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4, Buttersdure-Behandlung induziert nach vorheriger Elicitorstimulation vor
allem Proteine im Bereich von pH 5,2 - 6,8. Das Molekulargewicht liegt
zwischen 14 kDa - 40 kDa. In zwe Féllen konnte sowohl das Transkript as
auch das extrahierte Protein nachgewiesen werden. Es féllt auf, dass zahlreiche

MRNASs neu auftauchen, ein Zeichen fr die Induktionswirkung des pH-shifts.

5. KCI induziert nach vorangegangenem Elicitorkontakt Proteine im Bereich von
pH 5,2 - 7,0 bzw. 10 kDa - 50 kDa. Vereinzelte Proteinspots kénnen im
Bereich von pH 3,7 bzw. 22 kDa detektiert werden.
3 Proteine kdnnen sowohl als Transkript, als auch als isoliertes Protein
nachgewiesen werden.

Ein Vergleich der durch Elicitor-Wirkung veranderten Proteinexpression wurde nicht nur im
Wildstamm, sondern auch in einer antisense-Mutante durchgefihrt (Abb. 29). Dieser
Zellstamm wurde durch antisense-Transformation des Wildstammes mit dem Gen fir ein

pflanzliches Ga-Protein aus Tabak erhalten.

Obwohl umfassende Daten Uber die Signalereignisse in dieser Mutante noch nicht verfligbar
sind, lasst sich bereits feststellen, dass nach Elicitorkontakt eine verminderte Produktion von
Benzophenanthridinen ausgel6st wird [Schumann, B.; Lein, W.; Roos, W.; unverdffentlicht].
Die im Westernblot nachweisbaren Mengen an Ga-Protein ist gegeniber dem Wildstamm

verringert [Steighardt, J.; Roos, W.; unverdffentlicht].
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Abb. 29: Eschscholzia-Suspensionskulturen
[Lein W.; Schumann, B.; Roos, W.; unvertffentlicht]

A und B Eschscholzia-Suspensionskulturen Alkaloid-produzierender Zellen (Wildtypstamm).

A Kontrolle, B Zellen nach Elicitorkontakt, C Suspensionskultur (charakterisiert durch die hell gelbe Farbung)
der Mutante TG1 nach Elicitorkontakt.
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Der Vergleich der Proteinmuster (Abb. 28) von Wildstamm und Mutante lasst sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede erkennen. Die Verteilung der Proteinspots zeigt in
beiden Fallen eine Akkumulation Uberexprimierter Proteinen im Bereich von pH 5,2 - 6,5.
Bereiche, in denen Transkript und/oder isoliertes Protein von Wildstamm und Mutante
"zusammentreffen" sind z.B. (pH 6,0/30 kDa; pH 6,5/21,5 kDa; pH 6,4/17 kDa; pH 6,4/15;
pH 6,6/15 kDa; pH 5,8/15 kDa; pH 6,6/31 kDa). Einige Elicitor-induzierte Proteine und
mMRNA s fehlen wahrscheinlich in der Mutante (Spots E1 bis E5, Abb. 28).

Ausgewdhlte Proteine, die in ausreichender Menge auf dem 2D-Gel présent waren, wurden
einer vorlaufigen Sequenzanalyse mittels MALDI-TOF-Analyse unterzogen. Diese Analyse
geht von einem Datenbank-Vergleich von Sequenzbruchstiicken aus, die zumeist im
Arabidopsis-Genom bzw. -Proteom gefunden wurden. Die gefundenen Hinweise auf konkrete
Proteine setzen also Homologien zu Arabidopsis-Proteinen voraus. Aufgrund der geringen
Zahl bisher beschriebener Eschscholzia-Proteine in den Datenbanken kénnen daher keine
endgultigen Aussagen Uber die Sicherheit dieser Zuordnung getroffen werden. Dennoch sind
die aktuellen Erkenntnisse Uber putative Proteine, welche nach Zusatz der verwendeten
Signalmolekile selektiv Uberexprimiert werden, wertvolle Ausgangspunkte fir die weitere
Suche nach Modulen des durch Elicitor- bzw. Jasmonat-Signalweges zur Bildung von
Benzophenanthridinen in Eschscholzia californica. Konkrete Aussagen zur Identitéat bzw.
Homologie erfordern in jedem Fale die direkte Sequenzierung (Edman-Abbau) der

gefundenen Proteine.

Tabelle 6 und 7 (Kap. 6, Abb. 54 ff.) geben eine erste Aufstellung Uber die bisherigen
Ergebnisse der Struktur-Analyse ausgewdhlter Proteine. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Vergleiche der verschiedenen Proteinmuster konzentrieren sich vorerst auf die
nach Effektorzusatz Uberexprimierten Proteine. Beim Vergleich der einzelnen 2D-Gele (Kap.
6, Abb. 42-53) fdlt auf, dass es auch zum "Verschwinden" einzelner Proteinspots nach
Signalgabe kommt, wenn auch in geringerem Umfang als die Uberexpression distinkter
Proteine. Weiterfihrende Arbeiten sollten auch diese nach Effektorzusatz "unterexprimierten”

bzw. im 2D-Gel nicht mehr nachwei sbaren Proteine e nbeziehen.

Die Aufstellungen (Abb. 26, 27, 28, Tab. 6) zeigen, dass zu den gewdahlten Zeitpunkten
(mRNA-Veranderungen 3 h und Protein-Veranderungen 6 h nach Effektorzusatz) durchaus

nicht immer Protein und eine "zugehdrige® mMRNA gleichzeitig nachweisbar sind. So ist
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beispielsweise im Fall des Proteinspots E2 nur das aus Eschscholzia-Zellen isolierte Protein

nachwei shar. Dies kann bedeuten, dass entweder:

1. zum Zeitpunkt t = 3 h keine fur diese Protein codierende mRNA existiert (Da
die Proteinmenge jedoch nach Effektorzusatz ansteigt (6 h), sollte diese mMRNA
zu einem friheren oder spéteren Zeitpunkt a's 3 h gebildet werden.) oder

2. die aus Eschscholzia stammende mRNA nur in Eschscholzia, nicht aber im

Weizenkeimsystem trandlatiert wird.

In den bisherigen Analysen zeigte sich (vgl. Abb. 26, 27, 28), dass zum Zeitpunkt t = 3 h nur
die trandatierbare mMRNA, nicht aber das "zugehorige" Protein vorhandenist. Das kann

bedeuten, dass:

1 zu einem spéateren Zeitpunkt alst = 6 h das "zugehorige" Protein vorhanden ist.
Denkbar wére auch, das es sich hierbel um ein "kurzlebiges' Protein handelt.
Da die codierende mRNA vorhanden ist, sollte auch das zugehoérige Protein

exprimiert werden.

Aus den hier genannten Griinden sollten in allen weiterfiihrenden Analysen auch alternative
Zeitpunkte zur ndheren Analyse und Charakterisierung Uberexprimierter Proteine gewahlt

werden.

Die bisher identifizierten, putativen Proteine koénnen (unter Berilicksichtigung der o.g.
Vorbehalte) u.a. einigen bekannten pathogenesis-related proteins zugeordnet werden, jedoch
sind auch weitere interessante Kandidaten aufgetaucht (Tab. 6, 7, Kap. 1).

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Involvierung von Lipoxygenasen,
Superoxiddismutasen oder Chitinasen in Prozesse der Pathogenabwehr kann Uber deren
mogliche Funktion am Signalweg zur Bildung von Benzophenanthridin-Alkaloiden in
Eschscholza californica nur spekuliert werden.
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Tab. 6: Vergleich Uberexprimierter Proteine im Vergleich von Kontrolle und Elicitor-
Behandlung bzw. Methyl-Jasmonat (Kap. 6, Abb. 42, 43, 45) Aufstellung der bisher analysierten,
nach Elicitor- bzw. Methyl-Jasmonat-Stimulation Uberexprimierten Proteine im Vergleich zur Kontrolle (ohne
Stimulation). Die Bezeichnung der Proteine (E1 bis E5 bzw. J1 und J2) dient zur Kennzeichnung der
Proteinspots auf dem jeweiligen Gel (+) kennzeichnet die jeweilige Uberexpression von mRNA bzw. Protein.

Protein-Spot Kontrolle + Elicitor + Methyl-Jasmonat
MRNA | Protein | mMRNA | Proten | mRNA | Protein
J2 +
El + +
E2 + +
E3 + +
E4 + +
Ji n
E5 +
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Tab. 7 : Zusammenfassung Uberexprimierter Proteine nach Elicitor- bzw. Methyl-

Jasmonatstimulation (Kap. 6, Abb. 54 ff.). Stimulation, Extraktion von Protein und mRNA, in vitro
Trandation, sowie 2D-Anayse erfolgten wie angegeben (Kap. 3). Die nach Elicitor bzw. Methyl-Jasmonat-
Behandlung Uberexprimierten Proteinsspots (im Vergleich zur Kontrolle) wurden mittels MALDI-TOF-MS
(Kap. 3.16.) analysiert. Die Zuordnung der MD-Daten erfolgte unter Verwendung der angegebenen Datenbanken
(Kap. 3.16.1.). Die Tabelle gibt eine Ubersicht (iber die in sequenzierfahigen Mengen erhaltene Proteine nach
Elicitorbehandlung (+ Elicitor) und nach Methyl-Jasmonat-Behandlung (+ Methyl-Jasmonat). Die Bezeichnung
der Proteine (E1 bis E5 bzw. J1 und J2) dient als Kennzeichnung der Proteinspots auf dem jeweiligen Gel.

Protein-Spot + Elicitor + Methyl-Jasmonat
1 pg/ml, 30 min 50 uM, 30 min
J2 Apoptosis Inhibitor homolog,
Cytochrom C Oxidase
El Auxin induziertes Protein,

putative Chitinase

E2 Transkriptionsregul ator,
putatives RNA-binde Protein
E3 CTP-Synthase
E4 und J1 Superoxiddismutase Superoxiddismutase

E5 Lipoxygenase
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Kommentare:

1. Apoptosis Inhibitor homolog (induziert durch Methyl-Jasmonat)
Die Beteiligung von Apoptose-Prozessen an der pflanzlichen Pathogen-Abwehr wurde
erst in den letzten Jahren gezeigt [82, 113, 128, 174]. In tierischen Systemen liegen
dagegen detailierte Erkenntnisse vor.

Apoptosen werden grundsétzlich in 3 Phasen unterteilt:

- Induktionsphase: Stimulatoren wie TNF (tumor necrosis factor), Hitzeschock,
Viren, Proteinsynthese-lnhibitoren, oxidativen Stref3, Hypoxie oder
Stickstoffmonoxid binden an spezifische Rezeptoren und induzieren
Signalprozesse beispielsweise durch die MAP-Kinase-Kaskade, lonenfluxe
(H*, K*, CI', C&") die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies oder ATP
[113, 144, 147].

- Effektorphase: Signalamplifikation und -kontrolle; Eintritt in die Phase des
irreversiblen Zelltodes. Stimulatoren der Apoptose |6sen eine Entkopplung des
Elektronentransportes aus, die zur Erniedrigung bzw. Zerstorung des
transmembranalen Mitochondrienpotentials, zur Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies sowie zur Verringerung von reduzierten Glutathion fihren
[75, 113, 251]. Daraufhin wird Cytochrom C ins Cytosol entlassen, wo dieses
Proteasen aktiviert, die weitere Apoptoseprozesse in Gang setzen [113, 130,
154, 247)

- Zdelltod: Im letzten Schritt kommt es u.a. zum Chromatinabbau durch
Cagspasen-aktivierte Endonucleasen [57, 113].

Man weil3 beispielsweise von Drosophila, dass Aktivatoren wie Caspasen [183, 248],
Deterin [116], oder deren Vorstufen auch ohne apoptotische Stimuli standig anwesend
sind [34]. Um das Anlaufen der die Apoptosemaschinerie und damit den Zelltod zu
verhindern, mussen derartige Aktivatoren inhibiert werden, wobei verschiedene
Apoptoseinhibitoren (Proteine) betelligt sind. In Vertebraten sind diese meist durch BIR-
repeats [207] und durch ein RING-Finger-Motif [38, 142] charakterisiert. Die BIR-Region
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dient wahrscheinlich zur Bindung von Aktivatoren wie der Caspase und damit zur
Blockierung deren Aktivitat [97, 207].

In unseren Eschscholzia-Zellen kénnte der Anstieg derartiger Inhibitoren auf die Blockade
der Zelltod-Maschinerie durch die verwendeten, geringen Jasmonat-Konzentrationen

hinweisen.

Cytochrom C Oxidase

Die Cytochrom C Oxidase katalysiert den Elektronentransfer vom reduzierten Cytochrom
C (einer Schliisselkomponete in der Aktivierungskaskade apoptotischer Prozesse) zum
molekularen Sauerstoff. Die Bedeutung des Cytochrom C resultiert aus der Aktivierung
von Proteasen (s.0.), die downstream Apoptose-Prozesse in Gang setzen [94, 114, 130,
154, 247]. Da Apoptosen u.a. die Zerstérung mitochondrialer Membranstrukturen
bewirken, kommt es zum Zusammenbrechen des Elektronenflusses innerhalb der
Atmungskette, ein Prozess der auch hinreichende Konsequenzen fur die Cytochrom C
Oxidase hat.

2. Auxin-induziertes Protein (Anstieg nach Elicitorgabe)
Auxin-induzierte Proteine sind an der Regulation verschiedener Entwicklungs- und
Wachstumsvorgange pflanzlicher Zellen und Gewebe beteiligt. Sicher ist, dass durch
Auxin vier verschiedene Proteinfamilien induziert werden konnen. Beispiele sind
Glutathion-S-Transferasen, Proteine der Auxin-Homoostase und kurzlebige Kernproteine
[126].

3. Putative Chitinase (Anstieg nach Elicitorgabe)
Chitinasen sind ubiquitér in allen Pflanzen verbreitet und gehéren zu den am langsten
bekannten Proteinen der Pathogenabwehr. Ihre Expression ist beispiel sweise nach Kontakt
mit [3-1,4-gekoppelten N-acetyl-D-Glucosamin oder Zellwandbestandteilen aus Pilzzellen
induziert [14]. Ihre Uberexpression in Eschscholziaist daher nicht unerwartet. Interessant
ist, dass Elicitor-Kontakt, nicht aber Methyl-Jasmonat die Uberexpression induziert, was

erneut fur verschiedene Signalwege spricht.

4. Transkriptionsregulator (Anstieg nach Elicitorkontakt)
Mit der Identifikation eines putativen Transkriptionsregulators kénnte ein sehr wichtiger

Hinweis fir den Signalweg der Pathogen-ausgel 6sten Benzophenanthridin-Biosynthese in
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Eschscholzia-Zellkulturen gefunden worden sein. Pflanzliche Transkriptionsfaktoren,
deren Wirksamkeit im Rahmen der Induktion des Sekundérstoffwechsels oder der
Pathogenabwehr gezeigt wurden, sind z.B. ORCA-Faktoren aus der AP2-Gruppe [170]
und die WRKY-Faktoren [50, 60, 61, 200, 249]. Erstere werden allerdings durch
Ocatadecanoide induziert, was bei dem von uns gefundenen putativen Protein nicht der
Fall ist.

5. CTP-Synthase (Anstieg nach Elicitorkontakt)
Die Notwendigkeit zur Synthese von DNA und RNA, erfordert neben der de novo
Synthese von Nukleotiden vor allem die Nutzung von Nukleotiden, Nukleosiden und
Nukleobasen durch verschiedene Wege der "Wiederverwertung” [219]. Ein
Biosyntheseweg ist die Bildung verschiedener Pyrimidin-Derivate aus UMP Uber UTP.
Ein Biosyntheseenzym in diesem Syntheseprozess ist die CTP-Synthase. Infolge der
MRNA-Neusynthese zur Bildung von Enzymen, die zur Produktion von
Benzophenanthridinen bendtigt werden, scheint die Uberexpression einer putativen CTP-

Synthase erklérbar.

6. Superoxiddismutasen (SOD) (Anstieg nach Elicitor- und Methyl-Jasmonatkontakt)
SOD's zéhlen zu den ubiquitér verbreiteten Enzymen der Detoxifikation von reaktiven
Sauerstoffspezies (Kap. 1) im Pflanzenreich. Die Uberexpression dieses Protein nach
Elicitorkontakt, als auch nach Induktion durch Methyl-Jasmonat Uberrascht insofern als
die Elicitor-ausgeldste Induktion zur Bildung von Benzophenanthridin-Alkaloiden in
Eschscholza californica ohne Beteiligung des oxidative burst (Kap. 1) erfolgen sollte. Da
jedoch kein endgultiges Bild Uber das Netzwerk der Pathogenabwehrreaktionen existiert,

ist eine Beteiligung der SOD, evtl. as ubiquitérer Schutzmechanismus vorstellbar.

7. Lipoxygenase (Anstieg nach Elicitorkontakt)

Die erhohte Expression von Lipoxygenasen wurde u.a. nach Pathogenkontakt in Tomate
[182], Arabidopsis [195], Reis [168] und Petersilie [182] nachgewiesen. Lipoxygenasen
produzieren Hydroperoxy-Fettsduren, die Uber verschiedene Sekundér-Stoffwechselwege
(wie den "hydroperoxyde lyase pathway" [166], den "alene oxide synthase pathway"
[256], den "peroxygenase pathway" [16, 92] oder den "divinyl ether synthase pathway") in
Komponenten wie 12-Oxo-phytodiensaure oder Jasmonat methabolisiert werden kénnen
[36]. Viele dieser Produkte agieren als Signalmolekile [72].



Ergebnisse und Diskussion 77

2.5.2.3. Leistungsfahigkeit und Grenzen des verwendeten 2D-Analyse-Verfahrens

Die Etablierung der hier vorgestellten 2D-Anayse des Proteoms (Abb. 25) erforderte
zahireiche, oft aufwendige Optimierungen und spezifische Anpassungen an das
experimentelle System der Eschscholzia-Kultur. Die wichtigsten der dabel aufgetretenen

Probleme werden im folgenden kurz dargestellt.

1. Abtrennung der zu analysierenden Protein durch Fallung

Ein "Falungsschritt" zur Abtrennung und Anreicherung der extrahierten Proteine erwies sich
als unumganglich, da verschiedene Komponenten des Protein-Puffer-Gemisches (Kap. 3.13.)
das Ergebnis der 2D-Gelelektrophorese negativ beeinflussten. Die einschlégige Literatur
zeigte vielfdtige Moglichkeiten und Varianten potenzieller Falungsverfahren, deren Erfolg
sich jedoch oft als nicht zufriedenstellend erwies. Des weiteren gelang die Aufnahme der
einmal gefallten Proteine in dem jeweiligen Elektrophoresepuffer nicht immer. Mit der in
Kap. 3.10./11. beschriebenen Féllungsmethode wurde eine optimale Variante aufgezeigt.

2. Phenol-Reinigung

Ein weiteres Problem, das eine deutliche 2D-Auftrennung der isolierten Eschscholzia-
Proteine erst nach vorheriger Phenol-Reinigung (Kap. 3.10./11.) mdglich war. Auch durch
Diayse oder Filtration gelang es nicht, stérende Effektoren des Proteingemisches zu
entfernen. Erst der Einsatz des 2001 von Peck, S. etablierten Verfahrens [193], zur Reinigung
von Proteinen ermoglichte die Trennung und die eindeutige Detektion von Proteinspots im
2D-Gdl.

3. Kombination von Tranglationsprodukten und nativen Protein

Da sich das elektrophoretisch zu trennende Proteingemisch sowohl aus Eschscholzia-
Proteinen, radioaktiv markierten Trandationsprodukten als auch aus Proteinen des
Weizenkeim-Trandlationssystems zusammensetzte, war die richtige Mischung dieser Anteile
entscheidend fur die Auflosung der 2D-Trennung und die Identifizierbarkeit der jeweiligen
Proteine. So sind insbesondere die Proteine des Weizenkeim-Trandationskits in relativ
"grofRen Mengen" (ca. 80 Proteine) im Proteingemisch vorhanden sind, deren Spots auf dem
2D-Gelen andere Proteine Uberdecken konnen und aufferdem meist limitierend fur die
Ladekapazitdt der IEF-Strips in der 1. Dimension waren. Durch vorherige

Proteinbestimmungen und Errechnung der erforderlichen Radioaktivitét der trandatierten *S-
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Proteine (resultierend aus der Einbaurate der in vitro Trandation), war es mdglich, das
optimale Verhdltnis der in vitro trandatierten und der Eschscholzia-Proteine zu detektieren
und damit eine massenspektrometrische Anayse zu ermoglichen. Durch die Anwendung der
bereits beschriebenen Proteinreinigung gelangte nur ein Teil der Weizenkeimproteine in das
2D aufzutrennende Proteingemisch. Die noch verbliebenen Weizenkeimproteine dienten als

Hilfsmittel und wurden als "Marker" der spédteren 2D-Analyse verwendet.

4. Gelmaterial

Die Grundlage fur qualitative Aussagen von 2D-Analysen ist die exakte Bestimmung der
jewelligen Proteinspots und deren Vergleich zwischen verschiedenen 2D-Gelen. Der
Vergleich gelingt nur durch identische Gelmal3e. Daraus ergab sich die Notwendigkeit, dass
alle Gele vor und nach dem Trockenvorgang die exakt gleiche GrofRe aufweisen mussten.
Nach Versuchen, mit den konventionellen Methoden des Geltrocknens auswertbare 2D-Gele
zu erhalten, musste festgestellt werden, dass es auf diese Weise nicht moglich war, hierdurch
die Basis fur eine exakte 2D-Gelauswertung zu schaffen. Aus diesem Grund wurde auf
Tréger-gestitze Gele zurtickgegriffen. Trotz der hohen Anschaffungskosten bieten diese Gele
den entscheidenden Vorteil, vor und nach dem Trocknen des Gels ihre exakten Mal3e
bei zubehal ten.

Trotz der oftmals ausweglos scheinenden Situation, konnten viele Tlcken dieser Methode
"besiegt" werden, so dass letztendlich ein 2D-Analyse-Verfahren entstand, mit dem Standard-
Untersuchungen zur Isolation und Charakteriserung Uberexprimierter Proteine nach
Signalgabe in Eschschol zia-Zel lkulturen durchgefihrt werden kénnen.
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3. Material und Methoden

3.1.  Kultivierung von Eschscholza californica

Die Kulturen von Eschscholzia californica wurden im Kulturraum bei 23 - 24 °C, 600 lux
Dauerlicht und einer Schittelgeschwindigkeit von 120 U/min (Amplitude 25 mm) auf der
Schittelmaschine New Brunswick scientific, MLW $S421 Schittler KR, kultiviert. Die
Kultivierung erfolgte in einem Medium nach Linsmaier und Skoog, 1965 [145], das
modifiziert wurde (im folgenden als NL-Medium bezei chnet).

Die antisense Ga-Mutante (Kap. 2.5.2.2.) wurde in gleicher Weise kultiviert wie der

Wildtypstamm.

Grundnahrldsung fur Eschschol zia-Zellkulturen

- Nahrmedium nach Linsmaier/Skoog (modifiziert)

NHsNO3 20,60 mm/I
KNO; 18,80 mM/I
CaCl,*2H,0 3,00 mMm/I
MgSO,* 7H,O 1,50 mm/I
KH,PO, 1,25 mM/l
H3BOs 100,00 mm/I
MnSO4*H,0 100,00 mMm/I
ZnSO4* 7TH,0 30,00 mm/I
KJ 5,00 mM/I
Na,MoO4* 2H,0 1,00 mM/I
CuSO4*5H,0 0,10 mMm/I
CoCl;*6H,0 0,15 mM/
NaEDTA*2H,0 0,20 mM/I
FeSO4* 7TH,0 0,10 mMm/I
Thiamin-HCI (VitaminB1) 1,20 pM/I
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure 1,00 pM/I
Naphthylessigsaure 1,00 pM/I
myo-Inosit 0,55 mM/l
Saccharose 87,60 mM/l

pH 6,0 (1IN KOH); Osmotischer Druck: 176 mOsmol/kg
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3.2.  Inokulation von Eschscholzia-Kulturen

Die Kultivierung der Eschscholzia-Zellkulturen erfolgte in 300-ml-Erlenmeyerkolben. Hierzu
wurden die entsprechenden Kolben mit 112,5 ml NL-Na&hrlésung gefillt und autoklaviert. Zur

Inokulation der Kultur wurden diese Kolben mit 37,5 ml Suspension aufgefllt.

Vor dem Uberimpfen der Stamm- und Versuchskulturen wurden 3 Kolben 9-10 Tage alter
Suspension mit 2 Kolben 7 Tage alter Suspension gemischt. Nun wurden die vorbereiteten
Erlenmeyerkolben mit der Zellsuspension aufgefullt. Vor dem Auffillen wurde die

Suspension kurz geschwenkt, um ein Absetzen der Zellen zu verhindern.

3.3. Préparation desHefeelicitors[87]

Die Préperation des Hefeelicitors erfolgte durch eine Methode nach Gundlach [87].

1 kg Backerhefe (DHW Vital Gold, Deutsche Hefewerke) wurde in 1,5 | Natriumcitratpuffer
(20 mM, pH 7,0) suspendiert und 1 Std bel 121°C autoklaviert. Danach wurden die
unléslichen Bestandteile 20 min bei 13.000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
dem gleichen Volumen Ethanol versetzt und Gber Nacht gerdhrt. Am néchsten Tag wurde
erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde nochmals mit dem gleichen Volumen Ethanol
versetzt und Uber Nacht gertihrt. Am néchsten Tag wurde erneut abzentrifugiert und im

Anschluss das Pellet in H,O dest. suspendiert und lyophilisiert.

3.4. Elicitierung von Eschscholza californica

Zur Elicitierung von Eschscholzia californica mit dem Hefe-Elicitorpréparat, wurden 20 ml
einer 5 Tage alten Zellsuspension Uber ein Polyestersieb 200 mesh (50-55 um) abgesaugt, mit
dem doppelten Volumen 50 %iger NL-P gewaschen, in 20 ml Betain/Citrat-Medium
suspendiert und mit 1 pg/ml Hefeelicitor fir 30 min inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
dem 4fachen Volumen 50 %iger NL-P gewaschen und fur 24 h in NL-P kultiviert. Zur
Bestimmung der Parameter wie Zellzahl (Kap. 3.6.) und Alkaoidbildung (Kap. 3.5.), wurde
zum Zeitpunkt t = 0 h und t = 24 h (bzw. nach den speziell angegebenen Zeitpunkten) jeweils

eine Probe der Zellsuspension entnommen. Fir ale qualitativen Analysen erfolgte die
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Kultivierung der jeweiligen Kulturen in 50 ml Erlenmeyerkolben. Die Kultivation und
Stimulation der Eschscholzia-Kulturen fur die quantitative Analyse (Proteinisolation,
Isolation von mRNA) wurde in 150 ml Erlenmeyerkolben durchgefthrt. In analoger
Vorgehensweise zur Elicitorbehandlung, erfolgte die Induktion der Alkaloid-Biosynthese
durch Stimulatoren wie Buttersdure in NL-P (bel pH = 5,0), Pivalinsdure (bei pH = 5,0) in
NL-P, Methyl-Jasmonat, Mastoparan, Mastoparan 7 und Mastoparan 17 jewells in
Betain/Citrat-Medium. Die Stimulation durch die jewelligen Osmotika (KCl, NaCl, Mannit,
Sorbit und Saccharose), die Behandlung mit Quercetin oder H,O; erfolgte in NL-P-Medium.

Betain/Citrat-Medium:
150 mM Natriumcitrat
8 mM Betain
pH 5,0

In den einzelnen Kapiteln kamen auch Variationen von: Kulturalter, Zelldichte,
Phosphatkonzentrationen des Nahrmediums (Kap. 2.2.), Konzentration der jeweiligen Stimuli
(Kap. 2.4./5., Anhang) oder externe Alkaloidgaben (Kap. 2.3) zum Einsatz. Die konkrete

V ersuchsbeschreibung wird in den einzelnen Legenden der Abbildungen erl&utert.

In den einzelnen Kapiteln wurde die Wirkung verschiedener Stimuli nach erfolgten Effektor-
Erstkontakt untersucht. Hierzu wurde analog der Erststimulation verfahren. Das heildt, dass
nach Entnahme der Probe zur Bestimmung der jeweiligen Zellaggregate und der
Alkaoidmengen, die Zellen im 4fachen Volumen 50 %iger NL-P gewaschen wurden. Nach
dem jeweiligen Zweitkontakt wurden die Zellen in 50 %iger NL-P gewaschen und in NL-P
far 24 h kultiviert. Auch hier wurde jeweils eine Probe zur Bestimmung der jeweiligen
Zellaggregate und der Alkaloidmengen zum Zeitpunkt t = 24 h und t = 48 h enthommen.

Jede weitere Stimulierung erfolgte in analoger V orgehensweise.
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In Kap. 2.4./5. wurde der Zusatz verschiedener Effektoren zu Eschscholzia-Zellsuspensionen

beschrieben. Die Verwendung der angegebenen Substanzen erfolgte auf der Basis folgender

Parameter:
Verbindung: gelost in: Antell der jeweiligen Stammlosung im
Versuchsansatz:

Elicitor H,Obidest. bis0,1 %
Buttersiure H,Obidest. bis1,7 %
Pivalinsaure H,Obidest. bis12 %

H.0, H,Obi dest. bis10 %
Mastoparan H,Obidest. bis0,5 %
Mastoparan 7 H,Obidest. bis 0,5 %
Mastoparan 17 H,Obidest. bis 0,5 %
Quercetin DMSO bis7,5 %
Alkaloidmischung  Methanol bzw. NL-P bis 2,0 %
Sanguinarin H,Obidest. bis 1,0 %
Chelerythrin H,Obidest. bis 1,0 %
Berberin H,Obidest. bis1,0 %

Um die mdgliche Wirkung von Methanol bzw. DMSO auf Eschscholzia-Zellen zu

beriicksichtigen, erfolgte deren Zusatz zu den jeweiligen Kontrollen.

Das Ergebnis jedes Elicitierungs-Experimentes wurde nur dann als erfolgreich gewertet, wenn
die Alkaloidproduktion der Kontroll-Behandlung hdchstens 30 % der Elicitorwirkung
erreichte.

3.5. Bestimmung der Benzophenanthridin-Alkaloide

Zur Quantifizierung der produzierten Benzophenanthridin-Alkaloide wurde deren Eigenschaft

ausgenutzt, bel Anregung einer bestimmten Wellenlange zu fluoreszieren.
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3.5.1. Extraktion

Zur Bestimmung der Benzophenanthridin-Menge wurden 0,5 ml Zellsuspension mit 0,5 ml

96 % Methanol/36 mM HCI versetzt und fur 20 min bel 40 °C auf dem Thermoschuttler
inkubiert. Danach wurde 20 min bei 13.000 rpm sedimentiert und der Uberstand zur
Bestimmung der Alkaloide verwendet.

3.5.2. Messung

Zur Quantifizierung der produzierten Benzophenanthridin-Alkaloide wurden je 100 pl
Uberstand aus Kap. 3.5.1. in eine Mikrotiterplatte (Dynatech Microfluor) tberfiihrt und die
Fluoreszenz bei folgenden Parametern am Fuorolite 1000, Fa. Dynatech Laboratories
bestimmt: Excitation 490 nm, Emmision 570 nm, Spannung 7,0 Volt. Aus der gemessenen
Fluoreszenz konnte Uber eine Eichgerade die entsprechende Alkaloidmenge [pg/ml] errechnet

werden.

3.5.3. Extraktion und Reinigung

Zur Untersuchung des Einflusses von selbst produzierten Benzophenanthridin-Alkaloiden
mussten diese in grél3erem Malistab (mg-Bereich) gewonnen werden. Hierzu wurde von D.
Weiss ein Verfahren verwendet, dass sich auf eine von Bouleware, R., 1989 entwickelte und
patentierte Methode stiitzt (Patent-Nummer: 89101427.6.). Dazu wurden Eschscholzia
Kulturen (Kap. 3.4.) mit Elicitor behandelt. Zur Isolation und Reinigung der gewinschten
Alkaoidmischung wurden Zellen und Alkaloidsuspension durch Filtration getrennt und nur
die im Nahrmedium befindlichen Alkaloide weiter verwendet. Diese wurden zur weiteren

Reinigung in ein unpolares Lésungsmittel Gberfihrt und mittels Mineralséure ausgefallt.
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3.6. Quantifizierung der Zellzahl

3.6.1. Bestimmung der Trockenmasse

Die Bestimmung der Trockenmasse erfolgte aus dem Zellpellet (aus Kap. 3.6.1.), welches bei
80°C fur 2 Stunden getrocknet wurde. Nach 30 minutiger Abkihlung im Exsikkator und der
sich anschlieffenden 15 mindtigen Anpassung an die Raumatmosphédre konnte die
Trockenmasse Uber wagen bestimmt werden. Aus den Trockenmassen konnte Uber eine
Eichgerade die Z€ellzahl errechnet werden.

3.6.2. Bestimmung der Zellaggregate

Zur Bestimmung der Zellzahl am Casy 1 der Firma Schéarfe wurden 0,5 ml Zellsuspension in
1,5 ml Reaktionsgefal3e pipettiert, mit 10 pl Mucasol vermischt und 1 Std bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 10 ml einer 0,9 %igen NaCl-L6sung in ein Casy-
Messgefald Uberfuhrt und mit 10 pl der vorher behandelten Zellsuspension versetzt. Nun
erfolgte die Messung der Zellsuspension. Die Auswertung bezog sich nur auf Zellaggregate
mit einer Partikelgrofde im Intervall von 13,5 bis 90 um. Nach Bestimmung der Zellaggregate
konnte die Zellzahl Gber Multiplikation mit dem Faktor 5 bestimmt werden (1 Eschscholzia-
Zellfaden besteht aus durchschnittlich 4 bis 6 Zellen). Uber eine Eichgerade konnte die

Trockenmasse [mg/ml] der entsprechenden Zellen errechnet werden.

3.7. Bestimmung des osmotischen Druckes des Nahr mediums

Zur Bestimmung des osmotischen Druckes wurden 0,5 ml Zellsuspension enthommen, die
Zellen 20 min bei 13.000 rpm sedimentiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
Uberfiihrt. Zur Bestimmung des osmotischen Druckes wurden je 150 pl des Uberstandes
entnommen und in das entsprechende Reaktionsgeféld zur Messung des osmotischen Druckes

Uberfihrt. Im Anschluss erfolgte die Messung am Knauer Semi Micro-Osmometer.
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3.8.  Sammlung und Lagerung der Eschscholzia-Zellen

Zur Sammlung der Eschscholzia-Zellen wurden diese nach entsprechender Behandlung (Kap.
3.4.) abgesaugt, mit H,O dest. gewaschen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung erfolgte bel —20 °C.

3.9. Isolation von mRNA [196]

Die Isolation erfolgte nach einer Variation von Potter, E., Kloppstech, K., [196].

Aufschlusspuffer:
50,0 mM Tris/HCI, pH 9,0
01 M NaCl
10,0 mM EDTA
30 % SDS

Bindungspuffer:
100 mM  Tris/HCI, pH 7,5
04 M NaCl
02 % SDS
10 mM EDTA

1. Waschpuffer:
10,0 mM Trig/HCI, pH 7,5
01 M NaCl
02 % SDS
1,0 mM EDTA
2. Waschpuffer:

10,0 mM Tris/HCI, pH 7,5
01 M NaCl
1,0 mM EDTA



Material und Methoden 86

Elutionspuffer:
10,0 mM Trig/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

6 g gefrorenes Pflanzenmaterial wurde in der Zellmihle (Waring Commercial Laboratory
Blender) mit Trockeneis aufgeschlossen und in 100 ml Aufschlusspuffer gegeben. Nach dem
Auftauen wurde die aufgeschlossene Zellsuspension mit 100 pl einer 10 %igen Ldsung
Proteinase K (Firma Promega, 30 U/mg) in 50 mM Trigl mM EDTA, pH 8,0 versetzt und
unter schiitteln 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Uberstand 20 min
bei 5.000 rpm und 20 °C (Zentrifuge 3K12 der Firma Sigma) sedimentiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und mit 10 ml einer 4 M NaCl-L6sung sowie der
vorbereiteten Oligo-dt-Zellulose versetzt. Anschliefend wurde far 60 min  bei
Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Nun wurde die Suspension in eine Saule (Firma
JenaGlas) Pore 100 gefiillt und der Uberstand von der Oligo-dt-Zellulose abfiltriert. Die an
die Oligo-dt-Zellulose (Fa. Boehringer) gebundene mRNA wurde nun mit 50 ml
Bindungspuffer, 50 ml 1. Waschpuffer und einmal mit 50 ml 2. Waschpuffer gewaschen. Zur
Elution der mRNA wurde mit 15 ml 55 °C warmen Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde
mit 1 ml 4 M NaCl und 35 ml 100 %igem Ethanol versetzt und die mRNA Uber Nacht bei —20
°C gefdlt. Am néchsten Tag wurde bei 4°C, 50 min bel 13.000 rpm sedimentiert, der
Uberstand verworfen, die Reaktionsgefaie mit 3 ml 0,2 M Natriumacetat/70 %igem Ethanol
gespult und 12 min bei 4 °C und 13.000 rpm sedimentiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und in H,O aufgenommen.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am UV/visible Spectrometer (Firma Pharmacia) bel
260 nm. Dabei entsprach 1 OD-Einheit bei 260 nm gleich 40 pg/ml. Zur Uberprifung der
Reinheit der isolierten mMRNA wurde die OD bei 230 nm und 280 nm bestimmt.

3.10. Isolation von Proteinen

Das abgesaugte Zellmaterial wurde mit Trockeneis in der Zellmihle (Waring Commercial
Laboratory Blender) homogenisiert. Danach wurden 1 g Frischmasse mit 6 ml M 1-Puffer zum
Zellaufschluss zugegeben und die Suspension langsam bei 4°C aufgetaut. Nach einer 30
mindtigen Inkubation bei 4 °C auf dem Schittler (KS-500 Schiittler, Jahnke und Kunkel)
wurden die groben Zeltrimmer 10 min bel 5.000 rpm in der Zentrifuge (MLW, K23D)
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abzentrifugiert. Zum Abtrennen der Membranproteine wurde 1 Std bei 100.000 g und 4 °C in

der Ultrazentrifuge (Firma Beckmann, Optima LE 8014) sedimentiert.

M1-Pffer:

15,00

0,50

1,00

150,00

0,08

1,50

5,00

0,20

%
M
mM
mM
%
mM
mM
mM

Saccharose

KCl

MgCl,

Tris-HCl, pH 7,5

(v/v) 2-Mercaptoethanol
EDTA

DTE

PMSF

H,Odest.

3.11. Reinigung von Proteinen [193]

Die Oberphase aus Kap. 3.12. bzw. Kap. 3.15.1. wurde mit dem gleichen VVolumen Phenol
(Rotiphenol in 10 mM Tris, 1 mM EDTA-Na& &quilibriert, pH 7,5 - 8, Fa. Roth) versetzt und
15 min bei 4 °C ausgeschittelt.

Zur Phasentrennung wurde 10 min bei 6.000 rpm

zentrifugiert. Die Phenolphase wurde abgenommen und 2ma mit dem gleichen Volumen

Tris-Puffer 15 min bel 4 °C ausgeschittelt. Dazu wurde jeweils 10 min bel 6.000 rpm

zentrifugiert. Die gereinigte Phenolphase wurde nun mit dem 4 fachem Volumen 0,1 M
Ammoniumacetat in 96 %igem Methanol Uber Nacht bel -20 °C gefédlt. Am néchsten Tag
wurden die Proteine 10 min bel 8.000 rpm sedimentiert. Das Pellet einma mit 96 %igem

Methanol und 2 mal mit 80 %igem Aceton gewaschen und dann getrocknet.

Tris-Puffer:
0,1
0,2
10,0

M

M

mM
pH 8,0

Tris

KCl
EDTA
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3.12. Proteinbestimmung [20]

Die Proteinbestimmung wurde nach der Bradford-Methode durchgeftihrt [20].

3.13. Invitro Trandation

3.13.1. Reaktionsansatz

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll der Firma Promega unter Verwendung des
Weizenkeimsystems.

Hierzu wurden 1 pg mRNA (isoliert nach Kap. 3.9.) in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal? vorgel egt,
mit 6 ul H,O dest. aufgeflllt und der Tranglationsmix zugesetzt. Der Translationsmix bestand
aus:

12,5 ul Wheat Germ Extract
0,5ul Aminosaure-Mix minus Methionin
25ul 1M Kaliumacetat
o,5ul RNAseinhibitor (Firma Promega)
1,25 pl %5 Methionin (ca. 0,5 MBg; Fa. Hartmann)

Der Ansatz wurde 90 min bei 30 °C inkubiert.

3.13.2. Auswertung

Nach Beendigung der in vitro Trandation wurde der Ansatz 10 min auf Eis gestellt. Danach
wurden 2 pl des Reaktionsansatzes auf Filterpapierstiickchen pipettiert, getrocknet und diese
10 min in 10 %ige TCA/0,1 M Methionin gekocht. Anschlief3end wurde 2 ma mit 5 %ige
TCA/0,05 M Methionin, 2 mal mit 70 %igem Ethanol, 1 ma mit Aceton gewaschen,
getrocknet, in Szintillationsréhrchen gegeben, mit 4 ml Szintillator Lumasafe plus (Firma
Lumac) Uberschichtet und vermessen (im Packard, Tri-Carb 1900CA, Liquid Scintillation
Analyser). Um den prozentualen Einbau berechnen zu konnen, wurde der in vitro

Trandationsansatz (nach Trocknung auf Filterpapier) einmal ohne zu waschen und einmal mit
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vorheriger Waschprozedur vermessen. Als Blindwert diente ein Translationsansatz ohne den

Zusatz von mRNA.

Der Einbau berechnete sich dann wiefolgt :

Prozentualer Einbau = [ cpm (RNA-Werte nach TCA-Féllung) - Blindwert (nach TCA-Féllung)]
cpm (RNA-Werte ohne TCA-Féallung) x 100

3.14. Probenvorbereitung fur die elektrophor etische Auftrennung

3.14.1. 1D-SDS-Gelelektrophorese

Hierzu wurden die aus Kap. 3.13. stammenden Proben mit dem gleichen Volumen 10 %ige
TCA/0,1 M Methionin versetzt und fur eine halbe Stunde auf Eis gestellt. Im Anschluss
wurde 10 min bei 13.000 rpm sedimentiert, die geféllten Proteine mit kaltem Aceton
gewaschen und danach getrocknet. Nun wurde das Proteinpellet in der entsprechenden Menge
SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C inkubiert. Danach konnten die Proben

fur die SDS-Elektrophorese verwendet werden.

SDS-Probenpuffer:
56,00 mM NaCO3
56,00 mM DTT
2,00 % SDS
12,00 % Sucrose
200 mM EDTA
0,04 % Bromphenolblau

3.14.2. 2D-SDS-Gelektrophor ese

Der Trangdlationsansatz wurde analog Kap. 3.11. gereinigt.
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3.15. Elektrophoretische M ethoden

3.15.1. 1D-SDS-Elektrophor ese [180]

Die Auftrennung der Proteine in der 1D-Elektrophorese erfolgte nach dem von Neville et al.

1971 [180] beschriebenen System. Der Gel-Lauf wurde mit 30 mA fir ein 1,0-mm-Gel

gestartet und nach Verlassen der Bromphenol blau-Front gestoppt.

3.15.1.1. Fixierung des 1D-SDS-Gels

Zur Fixierung des aus Kap. 3.15.1. stammenden Gels wurde dieses 30 min in

Isopropanol:H,0: Essigsdure (25:65:10) auf dem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert.

3.15.1.2. Trocknen des 1D-SDS-Gels

Um das 1D-SDS-Gel radioaktiv auswerten zu kdnnen, musste dieses vorher getrocknet

werden. Die Geltrocknung fand bei 70 °C unter Vakuum im Vakuum-Geltrockner statt.

3.15.1.3. Detektion der radioaktiven Proteine auf dem 1D-G¢€

Nach dem Trocknen des Gels wurde dieses auf eine Imaging-Platte der Firma Fuji gelegt und

fir 2 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Die Auswertung erfolgte Uber Einscannen der
Platte am Strom-Phospho-Imager bei 100 Micro und 750 Volt.
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3.15.2. Probenvor bereitung fur dielEF

Das getrocknete Pellet aus Kap. 3.11. wurde mit dem entsprechenden Elektrophoresepuffer
versetzt, im Ultraschall geldst und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Probe auf die
|EF aufgetragen wurde.

Elektrophoresepuffer:

80 M Harnstoff
05 % NP40
50 % M ercaptoethanol
400 % Servalyt des entsprechenden pH-Bereiches
ad H,O dest.

3.15.3. 2D-Gelektrophor ese

3.15.3.1. Isoelektrische Fokussierung

Zur isoelektrischen Fokussierung wurden die Immobiline DryStrips (Firma Amersham), pH
3-10, 18 cm, verwendet. Die IEF-Strips wurden 20 Stunden in Rehydratisierungspuffer bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden diese in feuchtem Zellstoff abgetupft. Auf die
Kuhlplatte (Fa. Amersham, Multiphor 2) wurde Kerosin vorgelegt und die IEF-Streifen
positioniert. Die Elektrodenstrips wurden in pyrogenfreiem Wasser getrankt und auf die
Enden der IEF-Strips gelegt.

Danach wurden die sample cups auf den IEF-Strip positioniert. Am Ende wurden die
Elektroden in die richtige Lage gebracht und der Lauf gestartet. Hierzu wurde nach
folgendem System verfahren (Firma Consort, E832 Microcomputer elektrophoresis Power
suply).

1,0h 05kV 2 mA 5 Waitt
48,0h 3,0kV 2mA 5 Waitt

Die Kihlung erfolgte durch den Thermostat Julabo 5B bei 20 °C.
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Rehydratisierungsl 6sung:

80 M Harnstoff
05 % NP40
10,0 mM DTT

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die IEF-Streifen 2 mal 15 min aquilibriert.

Hierzu wurde die Aquilibrierungslésung der Firma ETC verwendet.

Aquilibrierungspuffer: Probenpuffer der Firma ETC

150 ml Probenpuffer
01 mM EDTA
20 % SDS

ad 100 ml H,0O bidest.
vor der Aquilibrierung wurden zu 10 ml Aquilibrierungspuffer

je 200 pl einer 62 mmol/l Stammlésung DTT zugegeben

3.15.3.2. SDS-Gelelektrophor ese

Nach der IEF wurde der |EF-Steifen aquilibriert und im SDS-Gel aufgetrennt. Hierzu wurden

12,5 %ige Wet-Gele der Firma ETC verwendet. Der Lauf erfolgte in der Multiphor 2 (Firma

Pharmazia) bei folgenden Parametern:

700 Volt
30 mA
50 Waitt

10 °C Kuhlung

Alsdas Gel die Bromphenolfront verlief3, wurde der Lauf gestoppt.
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3.15.3.3. Visualisierung der Ergebnisse aus der 2D-Gelelektr ophor ese

3.15.3.3.1. Coomassie-Farbung

Hierbei wurde die Heil3farbung verwendet, die den Vortell der Fixierung und Farbung im

Einschrittverfahren ermoglicht.

Farbel 6sung: 0,02 %iger (w/v) Coomassie R-350 Tablette
(Firma Pharmacia) in

10,00 %iger Essigsaure [6sen und im Anschluss filtrieren
Entféarbel 6sung: 400 ml Methanol
70 ml Essigsaure
ad 1.000 ml H,O dest.
Impregnierungsl dsung: 7 %igem (v/v) Glycerol
Farbeprogramm: 30 min bel 60-70 °C férben
2 ma 20 min entférben

10 min in Impregnierungsl 6sung baden

Trocknen: bei Raumtemperatur Gber Nacht

3.15.3.3.2. Detektion der radioaktiven Proteine auf dem 2D-Gel

Nach dem Trocknen des Gels wurde dieses auf eine Imaging-Platte der Firma Fuji gelegt und
fir 2 Tage bel Raumtemperatur inkubiert. Die Auswertung erfolgte Uber Einscannen der
Platte am Storm- Phospho-Imager bei 100 Micron und 750 Volt.
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3.15.3.4. Gelelektrophor etische Auswertung

Die Auswertung der 2-D-Gele erfolgte unter Verwendung der 2D-Auswertesoftware
ImageMaster der Firma Amersham (Version 3.10).

3.16. Massenspektrometrische Analyse

Die ausgeschnittenen Gelspots mit den zu untersuchenden Proteinen wurden zerkleinert, 3
ma mit je 20 pl H,0, 3 ma mit 20 pl NH4HCO;-Puffer (50 mM, pH 8,5) gewaschen und
dann getrocknet. Anschlief3end wurden die Gelstiicken mit 10 pl NH4HCOs-Puffer (50 mM,
pH 8,5) und 0,5 pl Trypsin (1 pg/ul, Firma Boehringer) inkubiert und tGber Nacht bel 37 °C
verdaut. 1pl des Uberstandes wurde fir die MALDI-TOF-MS-Messung eingesetzt. Hierzu
wurde auf dem Probentrdger zunéchst eine dinne Matrix-Schicht von o-Cyanao-4-
Hydroxyzimtséaure in Aceton erzeugt. In 1 pl 1%iger Trifluressigsaure (TFA) wurde 1 pl der
Verdaul6sung direkt auf dem Probentréger pipettiert. Nach dem Trocknen der Lésung wurde
der Spot noch 3 ma mit 10 pl 0,1% TFA gewaschen und mit MALDI-TOF-MS vermessen.
Die Messung erfolgte an einem Reflektor-Flugzeit-Massenspektrometer (REFLEX2, Firma
Bruker Daltoniks GmbH, Bremen). Die Spektren wurden intern mit den
Autoproteolysepeptiden des Trypsins calibriert. Die erhaltenen Peptidmassen wurden zur
Suche in den Proteindatenbanken genutzt.

Zur weiteren Analyse wurden die Gel-Spots 3 ma mit 70 %igem Acetonitril/5 %iger
Ameisensdure extrahiert und die vereinigten Losungen unter einem Stickstoffstrom zur
Trockne eingeengt. Bevor es mdglich war, diese Digests mit Nano-Elektrospray zu
anaysieren, musste die Probe entsalzt werden. Dazu wurden aus abgeschnittenen Gelloader-
Tips kleine Saulen mit ca. 5 pl Poros R2 Fillmaterial (Perseptive Biosystems) gebaut. Nach
dem Waschen und Packen der Saulen mit 50 %igem Acetonitril/5 %iger Ameisensaure
wurden die Saulen mit 5 %iger Ameisensaure &quilibriert, die Verdaumischung in 8 pl 5
%iger Ameisensaure gel6st und auf die Séule gegeben. Diese wurde 3 mal mit 10 pl 5 %iger
Ameisensaure gewaschen, um den Puffer zu entfernen. Anschlief3end wurden die Peptide mit
2 ma mit 4 pl 50 %igem Acetonitril/5 %iger Ameisensdure eluiert. Alle Wasch- und
Eluctionsschritte erfolgten durch Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge. 3 pl der eluierten
Peptidiésung wurden in eine Nanospray-Kapillare gefullt und mit Elektrospray-MS
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vermessen. Die Messung erfolgte am Quadrupol-Flugzeit Hybrid-Massenspektrometer Q-
TOF, Micromass, UK, Manchester.

3.16.1. M S-Datenbanken

Zur Auswertung der erhaltenen Peptidmassen wurde die Datenbank Mascot der Firma Matrix
Science bzw. das Programm "Der Protein Prospektor” MS-Fit der University of California

genutzt. Dabel wurden folgende Suchkriterien verwendet:

* Masse des jeweiligen Peptides

* Massentoleranz 25 %

* Analyse der jeweiligen b-lonen, d.h. die angegebene Sequenz geht vom N-
zum C-Terminus

* Taxanomie: green plants
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4.

1)

2)

Zusammenfassung

Grundlagen des zelluléren Mechanismus zur Ausscheidung der Benzophenanthridin-

Alkaoiden in Eschscholzia californica

Die von Eschscholzia californica gebildeten Benzophenanthridin-Alkaloide werden
nach mikroskopischen Beobachtungen nicht in der Vakuole akkumuliert, sondern
wahrscheinlich Gber Transportvesikel aus der Zelle in das Nahrmedium
ausgeschieden. Somit scheinen vesikuldre Kompartimentierung und die sich
anschlief3ende Sekretion eine Komponente des Schutzsystems vor der Toxizitét dieser
Alkaloide zu sein. Die ins Medium abgegebenen Benzophenanthridin-Alkaloide
vermdgen offenbar nicht mehr die Plasmamembran intakter Eschscholzia-Zellen zu
passieren, nach Zerstérung der Membranbarriere durch Detergenzien kommt es zu

einem raschen Einbau der externen Alkaloide in den Zdllkern.

Optimierte Elicitierung von Eschscholzia-Zel lkulturen

Die von uns verwendeten Zellkulturen durchlaufen eine Stégige Kultivationsphase.
Innerhalb dieser Zeit ist es moglich, die Alkaloidbiosynthese durch den Einsatz
verschiedener Elicitormolekiile, u.a. einem Hefezellwandpraparat, auszul 6sen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Elicitierbarkeit der
Alkaloidbiosynthese stark vom Kulturalter abhangt. Eine optimale Elicitierbarkeit tritt
Zu Beginn der Wachstumsphase auf.

Phosphat ist als negativer Effektor des Sekundarmetabolismus bekannt. In der von uns
verwendeten Zellkultur fahrt die Anwesenheit von Phosphat nach Effektorzusatz zu

einer starken Verminderung der Alkaloidantwort.
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3)

2)

feedback-Effekte der gebildeten Alkaloide

Sanguinarin, eines der am stérksten cytotoxischsten Alkaloide, bewirkt sowohl vor, as
auch nach dem Elicitorkontakt eine deutliche Hemmung der Alkaloidantwort. Eine
Mischung der von der Zellkultur produzierten Alkaloide bewirkt ebenfalls eine
Hemmung der Alkaloidantwort. Chelerythrin, ein Benzophenanthridin-Alkaloid, das
von der verwendeten Kultur nicht gebildet wird und Berberin, ein strukturahnliches
Alkaloid vom Protoberberintyp verursachen keine Hemmung der Alkaloidbildung,

d.h. keinen Benzophenanthridin-spezifischen feedback-M echanismus.

Der Effekt extern zugesetzter Alkaloide zeichnet sich auch auf der
Transkriptionsebene ab. Der externe Zusatz von Sanguinarin und einer
Alkaloidmischung scheint zur Uberexpression verschiedener, bisher noch nicht naher

identifizierter Proteine zu fuhren.

Desensibilisierung der Phytoalexinantwort und alternative Signalwege

Der kurzzeitige Kontakt mit dem Hefe-Elicitor (30 min) as auch dessen permanente
Anwesenheit Uber den Zeitraum von 96 h bewirken eine gleich starke Stimulation
sowohl bei kurzzeitigem, as auch be langeren Intervallen zwischen zwel
Elicitorkontakten. Daraus ergibt sich der Schluss, dass der Elicitorkontakt nicht nur die
Alkal oidbiosynthese ausl 0st, sondern auch zu einer des Signalweges fihrt.

Untersuchungen mit verschiedenen Stimulatoren als Erst- sowie als Zweitsignal lassen

Desensibilisierungseffekte mit unterschiedlicher Auspragung erkennen:

- Die Ausldsung der Alkaloidbiosynthese nach Elicitorkontakt oder durch
kinstliche Ansauerung ist mit der Ausschaltung des Signalweges fur
das jeweils andere Signal verbunden; was dafir spricht, dass sowohl
das Elicitorsignal als auch der pH-shift Elemente einer gemeinsamen
Signalkette sind.
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5)

- Methyl-Jasmonat und  Osmotischer  Stress  scheinen  die
Alkaloidbiosynthese auf einen vom Elicitor unabhangigen, Signaweg
auszuldsen, denn ihre Stimulatorwirkung kann durch vorherigen
Elicitorkontakt nicht ausgeshaltet werden.

- Signale wie Quercetin, H,0O,, Mastoparan, Mastoparan 7 und
Mastoparan 17 konnen die Auslosung der Alkaloid-Biosynthese
verhindern, obwohl sie nicht in der Lage sind, selbst die Bildung von

Benzophenanthridinen auszul 6sen.

Diese Daten sprechen fur die Existenz zweler eigensténdiger Signawege zur
Ausosung der Alkaloisbiosynthese: den Elicitor-pH-Weg und den bereits langer

bekannten Jasmonatweg.

MRNA- und Proteinmuster unter dem Einfluss verschiedener Signale der
Alkaloidbildung

In der vorliegenden Arbeit wurde die methodische Basis zur Untersuchung der
MRNA- und Proteinmuster Alkaloid-produzierender Zellen etabliert. Dabel kdnnen
die Trandationsprodukte der aktuell extrahierbaren mRNA's und die (vorwiegend
l6dlichen) Proteine auf dem gleichen 2D-Gel quantifiziert werden. Dieses
Anayseverfahren schafft die Mdglichkeit, die durch in vitro Trandation gebildete
Proteinmenge im Fal der gleichzeitigen Anwesenheit des entsprechenden
Eschscholzia-Proteins zu erh6hen und damit das ausreichende Materia fur eine
MALDI-TOF-Strukturaufklérung zu gewinnen. Erste Analysen zeigten Hinweise auf
differentiell exprimierte Proteine, die Homologieen zu folgenden (in der Datenbank
vorhandenen) Proteinen aufweisen: Apoptose Inhibitor, Cytochrom C Oxidase bzw.
eine Superoxiddismutase (nach Methyl-Jasmonatstimulation), Auxin induziertes
Protein, putative Chitinase, Transkriptionsregulator, putatives RNA-binde Protein,
CTP-Synthase, Superoxiddismutase, Lipoxygenase (nach Elicitorstimulation).

Auch auf der Ebene der mRNA I&sst sich der desensibilisierende Effekt des Elicitors
nachweisen: im Gegensatz zum Erstkontakt fihrt der Zweitkontakt zu einem fast

vollstandigen Verschwinden der trandatierbaren mRNA’s. Dagegen fuhrt Methyl-



Zusammenfassung 99

Jasmonat auch nach dem Elicitorkontakt zur Transkription spezifischer mRNA"s, was
erneut die Existenz zweier unabhéngiger Signalwege bei der Wirkung von Hefe-
Elicitor und Jasmonat unterstreicht.
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5. Anregungen zur Weiterfiihrung

Im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation wurde die Bildung von Phytoalexinen im
Vergleich mit dem mRNA- und Proteinmuster nach Pathogenkontakt bearbeitet. Durch die
Komplexizitét der mit dieser Thematik in Zusammenhang stehenden Prozesse konnten nur

einige wichtige Bereiche beleuchtet werden.

Die sowohl auf zellphysiologischer as auch auf molekularbiologischer Ebene gewonnen
Ergebnisse bilden die Grundlage u.a. fur weiterfihrende Untersuchungen hinsichtlich der
Aufklarung von Desensibilisierungsmechanismen in Eschscholzia californica.

Insbesondere die etablierte 2D-Analysenmethode bietet ein geeignetes Hilfsmittel zur
Bearbeitung dieser Fragestellung.

In nachfolgenden Projekten sollte ein besonderes Augenmerk auf Expression und Vergleich
von Proteinen gelegt werden, die durch verschiedene Induktoren der Alkaloidbiosynthese
nach Erst- und Zweitkontakt ausgelost werden. Damit konnte u.a. das Phdnomen der

Desensibilisierung auf Protein- und mRNA-Ebene weiter aufbereitet werden.

2D-Analysen im Rahmen dieser Arbeit gaben erste Hinweise auf Proteine, die nach
Effektorzusatz moglicherweise "herunterreguliert” werden. Um Signalvorgange umfassend

beleuchten zu kénnten, sollten weiterfihrende Arbeiten auch an dieser Stelle anknipfen.

Ein weiterer wichtiger Schritt sollte in der ndheren Charakterisierung des Einflusses der
Alkaloide auf ihre Biosynthese unternommen werden. Auch hier sind interessante

Ansatzpunkte auf molekularer Ebene gegeben.
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6. Anhang

Tab. 8 Wirkung von Sanguinarin auf die Alkaloidbiosynthese, ausgel6st durch Zusatz
vor Elicitorgabe[%]

Sanguinarin (kauflich erworben) wurde in unterschiedlicher zeitlicher Abhangigkeit und den hier angegebenen
Konzentrationen vor Elicitierung (Kap. 3.4.) zu Eschscholzia-Zellkulturen zugesetzt. Die Werte sind auf die
Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen O h und 24 h normiert, welcher auf
100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von alen anderen Messwerten vor der Normierung
subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist =24 h: 100 % = 0,77 - 5,48 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Alle
Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Sanguinarin [uM]
Kontaktzeit vor 1,36 2,72 8,16 13,6 27,2
Elicitor-
behandlung
30 min 69,48 %+ 2,09 |54,87 %+ 10,19 | 68,86 % + 0,57 |62,16% + 4,52 |69,06% + 9,21
1h 81,46 %+ 9,65 |5287%+220 |80,98%+7,66 |6096%=+824 |73,70% + 14,22
2h 93,67 %+ 32,18 | 34,77 %+ 4,52 |92,34% + 17,00 |39,39% + 1,31 |41,59 % * 15,20
4h 79,70 % + 21,97 |49,83% + 4,23 |86,03%+2,80 |50,87% +5,14 |65,30% + 4,96
6h 58,43% + 19,08 | 39,48% +9,29 |57,92%+6,50 |31,18% +3,04 |62,38% + 11,19
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Abb. 30: Dosis-Wirkung vom Hefedlicitor

Die vollen Symbole kennzeichnen den Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole zeigen den
prozentualen Zuwachs an Zellenin 24 h .

Der Einsatz von Hefe-Elicitor (0,3 bis 10 pg/ml, 30 min) induziert in Eschscholzia-Zellen die Bildung von
Benzophenanthridinen (Kap. 3.4.). Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 31: DosissWirkungvon Methyl-Jasmonat

Die vollen Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole
zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes
(Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der
Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 %
Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 1,92 - 2,51 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Alle Messwerte sind
Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.
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Abb. 32: DosissWirkungvon Methyl-Jasmonat nach Elicitorkontakt

Die vollen Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole
zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes
(Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der
Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 %
Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 1,96 - 2,65 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt
der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefihrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der
Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen
Experimenten
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Abb. 33: DosissWirkung von Buttersiure aus: [204]

Die vollen Symbole kennzeichnen den Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole zeigen den
prozentualen Zuwachsan Zellenin 24 h .

Der Einsatz von Buttersdure (1 bis 6 mM, Stimulation: 15 min, pH 3,8) induziert in Eschscholzia-Zellen die
Bildung von Benzophenanthridinen (Kap. 3.4.). Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen
Experimenten mit je 3 parallel untersuchten Zell suspensionen.
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Abb. 34: Dosis-Wirkung von Quercetin

Die vollen Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole
zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h . Die Wirkung des Elicitorkontaktes vom Zeitpunkt t = 0 h
bis t = 24 h wurde mit 100 % normiert. Der Kontrollwert wurde von allen anderen Messwerten vor der
Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung nach Erstkontakt, entsprechen im Zeitraum von t=0h bis
t =24 h: 100 % = 0,6- 2,99 Alkaoid/Zellen [ug/Mio]. n = 3; Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3
unabhéangigen Experimenten.
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Abb. 35 DosissWirkung von Quer cetin nach Elicitorkontakt

Die (X)-Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h, der gleich O war. Die
leeren Symbole zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des
Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt
wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert.
100 % Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % =0,6- 2,99 Alkaloid/Zellen [pg/Mio]. Der fortwirkende
Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der
Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen
Experimenten.
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Abb. 36: DosisWirkung von H,0,

Die vollen Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole
zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes
(Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der
Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 %
Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 1,66 - 5,04 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Alle Messwerte sind
Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.
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Abb. 37: DosissWirkung von H,0, nach Elicitorkontakt

Die (X)-Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h, der O war. Die leeren
Symbole zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des
Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt
wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert.
100 % Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 1,66 - 5,04 Alkaloid/Zellen [pg/Mio]. Der fortwirkende
Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der
Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen
Experimenten.
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Abb. 38: Wirkung verschiedener Osmotika in Abhangigkeit verschiedener
Einwirkzeiten

Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h)
normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist =24 h:

100 % = 0,85 - 2,82 Alkaoid/Zellen [ug/Mio]. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen
Experimenten.
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Abb. 39: DosisWirkung verschiedener Osmotika in Abhéangigkeit verschiedener
Konzentrationen

Die vollen Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die leeren Symbole
zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes
(Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der
Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 %
Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 0,51 - 3,33 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Alle Messwerte sind
Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.
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Abb. 40: Wirkung verschiedener Osmotika in Abhangigkeit verschiedener Ein-

wirkzeiten 24 h nach Elicitorkontakt

Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h)
normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist = 24 h:

100 % = 0,85 - 2,82 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus
mitgefuhrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt
subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 41: DosisWirkung in Abhéngigkeit verschiedener Konzentrationen bel
Zweitkontakt.

Die vollen Symbole kennzeichnen den prozentualen Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h. Die offenen Symbole
zeigen den prozentualen Zuwachs an Zellen in 24 h. Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes
(Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der
Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 %
Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 0,51 - 3,33 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt
der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefihrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der
Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen

Experimenten.



Anhang 109

Tab. 9: Wirkung verschiedener Signale zur Auslésung der Alkaloid-Biosynthese

Die verschiedenen Signale wurden wie in der Tabelle angegeben eingesetzt (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die
Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen O h und 24 h) normiert, welcher auf
100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Messwerten vor der Normierung
subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h; 100 % = 0,77 - 2,50 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Alle
Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellenin 24 h
[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min) 100 + 10,99
Buttersaure (4 mM, 15 min) 4574+ 7,11
Pivalinsaure (2 mM, 15 min) 12,90 £ 2,83
Mastoparan (5 uM, 30 min) 0
Mastoparan 7 (5 uM, 30 min) 0
Mastoparan 17 (5 uM, 30 min) 0
Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min) 102,65 + 10,19
H,0, (20 uM - 1 mM, 30 min) 0
Quercetin (4 mM, 30 min) 0
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Tab. 10: Der Elicitor alsErstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Elicitor-Kontakt wie in der Tabelle angegeben eingesetzt

(Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h
und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist =24 h; 100 % = 0,94 - 2,99
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h
[%] Uber Kontrolle
Elicitor (1 pg/ml, 30 min) 0
Buttersdure (4 mM, 15 min) 0
Pivalinhsdure (2 mM, 15 min) 0
Mastoparan (5 uM, 30 min) 0
Mastoparan 7 (5 UM, 30 min) 0
Mastoparan 17 (5 uM, 30 min) 0
Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min) 44,04 + 21,16
H20, (20 uM - 1 mM, 30 min) 0
Quercetin (4 mM, 30 min) 0
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Tab. 11: Pivalinsaure als Erstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Pivalinsdure-Kontakt wie in der Tabelle eingesetzt (Kap. 3.4.). Die
Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen O h und 24 h)
normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist =24 h; 100 % = 0,73 - 1,92
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellenin 24 h
[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min) 0
Pivalinsaure (2 mM, 15 min) 0
Mastoparan (5 uM, 30 min) 0
Mastoparan 7 (5 UM, 30 min) 0
Mastoparan 17 (5 uM, 30 min) 0
Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min) 0
Osmotika 90 mM

KCl 30 min 35,42 + 2,27
Sorbit 30 min 0

Mannit 30 min 0
Saccharose 30 min 0

NaCl 30 min 0
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Tab. 12: ButtersdurealsErstsignal und die Wirkung ausgewéhlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Butyrat-Kontakt wie in der Tabelle angegeben eingesetzt (Kap.
3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen O h und
24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist = 24 h; 100 % = 0,90 - 3,63
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

0
0
Mastoparan (5 uM, 30 min) 0
0
0

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min) 62,05 + 30,38
Osmotika 90 mM

KCl 30 min 13,35+ 7,85
Sorbit 30 min 0
Mannit 30 min

Saccharose 30 min
NaCl 30 min

o O O
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Tab. 13: Methyl-Jasmonat als Erstsignal und die Wirkung ausgewéhlter Zweitsignale
Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Methyl-Jasmonat wie in der Tabelle angegeben eingesetzt

(Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h
und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist =24 h; 100 % = 0,81 - 2,95
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

ol O] O] O] O] O] ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM

KCl 30 min
Sorbit 30 min
Mannit 30 min
Saccharose 30 min
NaCl 30 min

o O O O O
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Abb. 14: Mastoparan als Erstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Mastoparan-Kontakt wie in der Tabelle angegeben eingesetzt

(Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h
und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist = 24 h; 100 % = 0,68 - 2,56
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

ol O] O] ©o| ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM

KCl 30 min
Sorbit 30 min
Mannit 30 min
Saccharose 30 min

NaCl 30 min

o O O O O
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Tab. 15: Mastoparan 7 als Erstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Mastoparan 7 wie in der Tabelle angegeben eingesetzt (Kap. 3.4.).
Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h und 24 h)
normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen Mess-
werten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont = 0 h bist = 24 h: 100 % = 0,51 - 2,43
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

o O] O] O] ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM

KCl 30 min 0
Sorbit 30 min 0
Mannit 30 min 0
Saccharose 30 min 0
NaCl 30 min 0
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Tab. 16: Mastoparan 17 als Erstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Mastoparan 17 wie in der Tabelle angegeben eingesetzt

(Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen O h
und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist = 24 h; 100 % = 0,55 - 2,56
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h
[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

o O] O] O] ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM

KCl 30 min
Sorbit 30 min
Mannit 30 min
Saccharose 30 min
NaCl 30 min

o O O O O
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Tab. 17: KCl alsErstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach KCl-Kontakt (90 mM, 24 h) wie in der Tabelle angegeben
eingesetzt (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes
zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von
allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont = 0 h bist =24 h: 100 %
= 0,47 - 2,52 Alkaloid/Zdlen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefihrten
Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle
Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) Zuwachs an Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

o O] O] O] O] ©o| ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM
KCI 30 min 127,17 + 10,56
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Tab. 18: NaCl alsErstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach NaCl-Kontakt (90 mM, 24 h) wiein der Tabelle eingesetzt

(Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes zwischen 0 h
und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von allen anderen
Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 h bist = 24 h; 100 % = 0,73 - 3,07
Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus mitgefiihrten Standard-
Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt subtrahiert. Alle Messwerte
sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

Mastoparan 7 (5 uM, 30 min)

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

ol O] O] O] O] Ol O

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM
NaCl 30 min 0
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Tab.: 19 Sorbit alsErstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Sorbit-Kontakt (90 mM, 24 h) wie in der Tabelle angegeben
eingesetzt (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes
zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von
allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 hbist =24 h;

100 % = 0,77 - 2,86 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus
mitgefuhrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt
subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

ol O] O] O] O] O] ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM
Sorbit 30 min 0




Anhang 120

Tab. 20: Mannit alsErstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Mannit-Kontakt (90 mM, 24 h) wie in der Tabelle angegeben
eingesetzt (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes
zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von
allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 hbist =24 h;

100 % = 1,37 - 3,07 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus
mitgefuhrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt
subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

Mastoparan 7 (5 uM, 30 min)

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

ol O] O] O] O] Ol O

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM
Mannit 30 min 0




Anhang 121

Tab. 21: Saccharose als Erstsignal und die Wirkung ausgewahlter Zweitsignale

Die verschiedenen Signale wurden 24 h nach Saccharose-Kontakt (90 mM, 24 h) wie in der Tabelle angegeben
eingesetzt (Kap. 3.4.). Die Werte sind auf die Wirkung des Elicitorkontaktes (Anstieg des Alkaloidgehaltes
zwischen 0 h und 24 h) normiert, welcher auf 100 % gesetzt wurde. Der Kontrollwert (ohne Elicitor) wurde von
allen anderen Messwerten vor der Normierung subtrahiert. 100 % Elicitorwirkung vont =0 hbist =24 h;

100 % = 1,20 - 3,67 Alkaloid/Zellen [ug/Mio]. Der fortwirkende Effekt der ersten Elicitorgabe wurde aus
mitgefuhrten Standard-Kulturen ermittelt und bei der Berechnung der Zuwachsraten nach Zweitkontakt
subtrahiert. Alle Messwerte sind Mittelwerte + SD aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Signal (Konzentration, Kontaktzeit) | Zuwachsan Alkaloid/Zellen in 24 h

[%] Uber Kontrolle

Elicitor (1 pg/ml, 30 min)

Buttersdure (4 mM, 15 min)

Pivalinsaure (2 mM, 15 min)

Mastoparan (5 uM, 30 min)

Mastoparan 7 (5 UM, 30 min)

Mastoparan 17 (5 uM, 30 min)

ol O] O] O] O] O] ©

Methyl-Jasmonat (50 uM, 30 min)

Osmotika 90 mM
Saccharose 30 min 0
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Abb. 42: 2D-Gelelektrophorese: Elicitor-Behandlung (t = 0 h: Elicitor-Kontakt 1 pg/ml,

30 min) (Kap. 3.4. ff.), A Coomassiefarbung, B Imagescreen, Elicitor-Behandlung (Kap. 3.4.). Die roten und
blauen Pfeile markieren neu oder Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle. Die mit numerierten
roten Pfeilen markierten Proteine wurden durch MALDI-TOF-Analysen analysiert.
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kDa pH3

pH 10
97,4 —

66,2 —

45,0 —

31,0—

215 —

144 —

pH3 pH 10
kDa

97,4 —

66,2 —
45,0 —

31,0 —

215 —

144 —

Abb. 43. 2D-Gelelektrophorese: Kontrolle (Kap. 3.4. ff.), A Coomassiefarbung, B Imagescreen,
Kontrolle (Kap. 3.4.).
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KDa pH 3 pH 10

97,4 —

66,2 —

450 —

31,0 —

215 —

14,4 —

pH 3 pH 10
kDa

97,4 —

66,2 —

450 —

310 —
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215 — B34
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Abb. 44. 2D-Gelelektrophorese: Buttersdure-Behandlung (t = O h: Buttersdure-Kontakt 4

mM, 15 min, pH 5,0) (Kap. 3.4.), A Coomassiefarbung, B Imagescreen, Buttersiure-Behandlung
(Kap. 3.4.). Die blauen Pfeile markieren neu oder Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 45: 2D-Gelelektrophorese: Methyl-Jasmonat-Behandlung (t = 0 h: Methyl-Jasmonat-

Kontakt 50 uM, 30 min) (Kap. 3.4. ff.), A Coomassiefarbung, B Imagescreen, Methyl-Jasmonat-
Behandlung (Kap. 3.4.). Die roten und blauen Pfeile markieren neu oder tberexprimierte Proteine im Vergleich
zur Kontrolle. Die mit numerierten roten Pfeilen markierten Proteine wurden durch MALDI-TOF-Analysen

analysiert.
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Abb. 46: 2D-Gelektrophorese: KCI-Behandlung (t = O h; KCl-Kontakt 90 mM, 24 h)

(Kap. 3.4. ff.), A Coomassieférbung, B Imagescreen, KCI-Behandlung (Kap. 3.4.). Die blauen Pfeile markieren

neu oder Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle.
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A
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Abb. 47: 2D-Gelelektrophorese: Elicitor-Behandlung (t=0h; 1 pg/ml, 30 min; t =24 h

1 pg/ml, 30 min) (Kap. 3.4. ff.), A Coomassieféarbung, B Imagescreen, Elicitor-Behandlung (Kap. 3.4.). Die
blauen Pfeile markieren neu oder Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle.
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kDa pH 3 pH 10
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Abb. 48: 2D-Gelelektrophorese: Kontrolle-Behandlung (Kap. 3.4. ff.), A Coomassie-farbung,
B Imagescreen, Elicitor-Behandlung (Kap. 3.4.).
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Abb. 49: 2D-Gelelektrophorese: Buttersdure-Behandlung ( t = 0 h; Elicitor-Kontakt 1 pg/ml,
30 min; t = 24 h; Buttersdure-Kontakt 4 mM, pH 5,0, 15 min) (Kap.: 3.4. ff.), A Coomassiefarbung,
B Imagescreen, Elicitor- und Butyrat-Behandlung (Kap. 3.4.). Die blauen Pfeile markieren neu oder

Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 50: 2D-Gelelektrophorese: M ethyl-Jasmonat-Behandlung ( t = 0 h: Elicitor-Kontakt
1 pg/ml, 30 min; t = 24 h Methyl-Jasmonat-Kontakt 50 uM, 30 min) (Kap. 3.4. ff.),

A Coomassieférbung, B Imagescreen, Elicitor- und Methyl-Jasmonat-Behandlung (Kap. 3.4.). Die blauen Pfeile
markieren neu oder Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 51. 2D-Gelelektrophorese: KCI-Behandlung (t = 0 h: Elicitor-Kontakt 1 pg/ml,

30 min; t = 24 h KCl-Kontakt 90 mM, 30 min) (Kap. 3.4. ff.), A Coomassieférbung, B Imagescreen,
Elicitor- und KCI-Behandlung (Kap. 3.4.). Die blauen Pfeile markieren neu oder Uberexprimierte Proteine im

Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 52: 2D-Gelelektrophorese: Mutante TG1 - Elicitor-Behandlung (t = 0 h: 1 pug/ml,

30 min) (Kap. 3.4. ff.), A Coomassiefarbung, B Imagescreen, Elicitor-Behandlung (Kap. 3.4.). Die blauen
Pfeile markieren neu oder Uberexprimierte Proteine im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 53: 2D-Gelelektrophorese: Mutante TG1 - Kontrolle (Kap. 3.4. ff.), A Coomassie-farbung,

(B Imagescreen, Kontroll-Behandlung (Kap. 3.4.).
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Abb. 54: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4. ff.).

Protein-Spot: E1l
geschéatztes Molekulargewicht aus dem 2D-Gel: 18 kDa
geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 3,7

analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht): EAS (1967,9 Da)

analog zu: 1 Auxin-induziertes Protein IAA2
(Fragment)

Spezies: Lycopersicom esculentum

Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science

1 VRSYRKNI LE ASYVKVSMDG AAYLRKI DLN TYKSYPQLLK ALENMFKCSI
51 DVYSETDGYN GCNYI PTYE

Peptid-Masse:  2099,07 Da 7-25 NI LEASYVKVSMVDGAAYLR

analog zu: 2. putative Chitinase (AJ309376)
Spezies: Atropa belladonna

Referenz: Datenbank: Mascot,

Fa. Matrix Science, [Nouar, E., (2001):
Thesis Department of plant
Biotechnology, Universite de Bruxelles,
Brussels, Belgium]

1 LGTTWWNFDE YNTI FTKVAY AKKNGLLGYF AWHVGVDDKW TLSQEASQAW
51 EA

Peptid-Masse: 1505,68 Da 40-52 WILSQEASQAVEA
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Abb. 55: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4.ff.)

Proteinspot:

EZ2

geschétztes Molekulargewicht aus dem 2D-Gel: 33 kDa

geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 3.8
analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht):  GGISY bzw. NISY (nicht eindeutig)

analog zu:
Spezies:
Referenz:

Peptid-Masse:

analog zu:
(AC020579)

Spezies:
Referenz;

(1771,69 Da)

1 Transkriptionsregulator (AF329761)
Zea diploperennis
Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,
[Tiffin, P., Gaut, B.S. (2001):
Sequencediversity in the tetrapolid Zea
perennis and the related diploid Z.
diploperennis. Insights from four nuclear
loci. Genetics 158: 401-412]

1 MGRRACCEKE GVKRGAWI TK EDDALAAYVK AHGEGKWREY PQKAG-RRCG
51 KSCRLRWLNY LRPNI RRGNI SYDEEDLI | R LHKLLGNRWS LI AGRL

1691,85 Da 67-80 RGNI SYDEEDLI | R

2. putatives RNA-binde Protein

Arabidopsis thaliana

Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,
[Lin, X., Kaul, S., Town, C.D., Benito, H.,
Haas, B.J., Wu, D., Maiti, R., Ronning,
C.M., Koo, H., Fujii, C.Y ., Utterback,
T.R., 2001, unveroffentlicht]

1 MAFLSKVGRL FSQTSSHVTA SSSM.QSI RC MSSSKI FVGG | SYSTDEFGL
51 REAFSKYGEV VDAKI | VDRE TGRSRGFAFV TFTSTEEASN AMQLDGQDLH
101 GRRI RVNYAT ERGSGFGGRG FGGPGGGYGA SDGGYGAPAG GYGGGAGGEYG
151 GNSSYSGNAG GGGGYGGNSS YGGNAGGYGG NPPYSGNAVG GGGGYGSNFG
201 GGGGYGVAGG VGGSENFAQG SSTNAGFDDK FESNQPLGND TDHQTESGLG
251 GDEQFGGSDN QFGDAENGNT ENGPVGFDQT DDGDVAKRA
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Peptid-Masse: 175988 Da  36-51 |FVGG | SYSTDEFGLR

Abb. 56: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4. ff.)

Proteinspot: E3
geschéatztes Molekulargewicht aus dem 2D-Gel: 25 kDa
geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 45

analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht):  DNNIT (1918,81 Da)

analog zu: 1 CTP-Synthase (AB024033)
Spezies: Arabidopsis thaliana
Referenz; Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,

[Sato, S., Nakamura, Y., Kaneko, T.,
Katoh, T., Asamizu, E., Tabata, S.(2000):
Structural analysis of Arabidopsis thaliana
chromosome 3. I. sequence features of the
regions of 4, 504, 864 bp covered by sixty
P1 and TAC clones. DNA res. 7: 131-135]

1 MKYVLVTGGV VSCLGKGVTA SSI GLLLQAC GLRVTSI KI D PYLNTDAGTM
51 SPFEHGEVFV LDDGGEVDLD LGNYERFLDS TLTRDNNI TT GKI YQSVI DK
101 ERKGDYLGRT VQVWWPHVTDA | QEW ERVAN VPVDGKEGPP DVCVI ELGGT
151 | GDI ESMPFI  EALGQFSYKV GPCGNFCLVHV SLVPVLSWG ECQKTKPTQHS
201 VRCGLRSLA.T PNI LACRSTK ALEENVKTKL SQFCHVPEVN | VTLYDVPN
251 VWHVPLLLRDQ KAHEAI LREL NLSNAI KPDL TEWIARTKI'Y DTLQDPVRI A
301 MVCGKYTGLTD SYLSVLKALL HASVACHKKL VI EWWAASDL EEI TAQETPD
351 VHKAAWDLLK GADG LVPGG FGDRGVQEKI LATKYARENQ VPFLG CLGM
401 QLAWEFARS | LGFHDANST EFEPETSSPC | | FMPEGSTT HMGGTMVRLGS
451 RKTYFQVADC KSAKLYGNAK FVDERHRHRY EVNPDM SEI EKAGLSFVCK
501 DETGRRMEI V ELPSHPYFVG AQFHPEFKSR PGKPSALFLG LI AAASGCLE
551 SVLQTGEKVN | VSKNGVANG SAMGKVHONG NVYSNGNGLH H

Peptid-Masse: 1807,93 Da 85-100 DNNI TTGKI YQSVI DK
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Abb. 57: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4. ff.)

Protein-Spot: E4
geschétztes Molekulargewicht ausdem 2D-Gel: 20 kDa
geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 7,0

analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht):  ETTA (1627,9 Da)

analog zu: 1. Superoxiddismutase (EC1.15.1.1)
Spezies: Cinnamomum camphora
Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,

[Chen, H.Y., Chen, W.F,, Liu, W.Y .,
Wang, T.P., Schroeder, W., Franke, P.,
Ulbrich, N., 1998, unverdtffentlicht]

1 PAI SGEI ML HHQNHHQTYV TNYNKALEQL DDAMAKGDAP TVVKLQSAI K
51 FNGGGHI NHS | FWKNLI Pl H EGGGEPPKGS LGWAI DVHFG SFEALLQKMWN
101 AEGAALQGSG W/WLGLDKEL KRLWETTAN QDPLVTKGAS LVPLLG DVW
151 EHAYYLQYKN VRPDYLNNI W KVI NWKYASE LYEKESP

Peptid-Masse: 1626,88 Da 123-137 LVVETTANQDPLVTK
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Abb. 58: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4. ff.)

Protein-Spot: ES
geschéatztes Molekulargewicht aus dem 2D-Gel: 29 kDa
geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 58

analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht):  IFRT (1265,68 Da)
NND (1174,68 Da)

analog zu: 1. L ipoxygenase partial coding sequenz
(AC064840)

Spezies: Arabidopsis thaliana

Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science

1 MFGELRDLLT GGGNETTTKK VKGIVWLMKK NVLDFNDFNA SFLDRLHEFL
51 ONKI TLRLVS SDVTDSENGS KGKLGKAAHL EDW TTIl TSL TAGESAFKVT
101 FDYETDFGYP GAFLI RNSHF SEFLLKSLTL EDVPGHGRVH YI CNSW YPA
151 KHYTTDRVFF SNKTYLPHET PATLLKYREE ELVSLRGIGE GELKEWDRVY
201 DYAYYNDLGV PPKNPRPVLG GTQEYPYPRR GRTGRKPTKE DPQTESRLPI
251 TSSLDI YVPR DERFGHLKMS DFLAYALKAI AQFI QPALEA VFDDTPKEFD
301 SFEDVLKI YE EG DLPNQAL | DSI VKNI PL EMLKEI FRTD GQKFLKFPVP
351 QVI KEDKTAW RTDEEFAREM LAGLNPWI Q LLKEFPPKSK L

Peptid-Masse: 109256 Da  335-343 El FRTDGX

analog zu: 3. L ipoxygenase (U36192)
Spezies: Glycine max
Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science

1 LI EKNNDETL RNRYGPAKMP YTLLYPSSEE GLTFRA PNS | Si
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Peptid-Masse: 1130,54 Da 5-13  NNDETLRNR

anaog zu: 3. Lipoxygenase
Spezies: Arabidopsisthaliana
Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science

1 MFCELRDLLT GGGNETTTKK VKGTWLMKK NVLDFNDFNA SFLDRLHEFL
51 G\KI TLRLVS SDVTDSENGS KGKLGKAAHL EDW TTI TSL TAGESAFKVT
101 FDYETDFGYP GAFLI RNSHF SEFLLKSLTL EDVPGHGRVH Yl CNSW YPA
151 KHYTTDRVFF SNKTYLPHET PATLLKYREE ELVSLRGIGE GELKEWDRVY
201 DYAYYNDLGV PPKNPRPVLG GTQEYPYPRR GRTGRKPTKE DPQTESRLPI
251 TSSLDI YVPR DERFGHLKMS DFLAYALKAI  AQFI QPALEA VFDDTPKEFD
301 SFEDVLKI YE EG DLPNQAL | DSI VKNI PL EMLKEI FRTD GQKFLKFPVP
351 QVI KEDKTAW RTDEEFAREM LAGLNPWVI Q LLKEFPPKSK LDSESYGNON
401 STI TKSH EH NLDG.TVEEA LEKERLFI LD HHDTLMPYLG RVNTTTTKTY
451 ASRTLLFLKD DGTLKPLVI E LSLPHPNGDK FGAVSEVYTP GEGVYDSLWQ
501 LAKAFVGVND SCNHQLI SHW MJTHASI EPF VI ATNRQLSV LHPVFKLLEP
551 HFRDTMNI NA LARQ LI NGG G FEI TVFPS KYAMEMSSFI  YKNHWITFPDQ
601 ALPAELKKRG MAVEDPEAPH GLRLRI KDYP YAVDGLEVWY Al ESWRDYI
651 FLFYKI EEDI QTDTELQAWN KEVREEGHGD KKSEPWAPKM QTREELVESC
701 TI11W/ASAL HAAVNFGQYP VAGYLPNRPT | SROYMPKEN TPEFEELEKN
751 PDKVFLKTIT AQLQTLLGA S LI EI LSTHSS DEVYLGORDS KEWAAEKEAL
801 EAFEKFGEKV KEI EKNI DER NDDETLKNRT GLVKMPYTLL FPSSEGGVTG
851 RG PNSVSI

Peptid-Masse: 109256 Da  335-343 ElI FRTDGXK
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Abb. 59: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4. ff.)

Protein-Spot:

J1
geschétztes Molekulargewicht ausdem 2D-Gel: 18 kDa
geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 7,0

analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht):  ETTA (1627,9 Da)

analog zu: 1 Superoxiddismutase (EC1.15.1.1)
Spezies: Cinnamomum camphora
Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,

[Chen, H.Y., Chen, W.F,, Liu, W.Y .,
Wang, T.P., Schroeder, W., Franke, P.,
Ulbrich, N., 1998, unverdtffentlicht]
1 PAI SGEI ML HHQNHHQTYV TNYNKALEQL DDAMAKGDAP TVWVKLQSAI K
51 FNGGGHI NHS | FWKNLI PI H EGGGEPPKGS LGWAI DVHFG SFEALLQKMN

101 AEGAALQGSG WMWLG.DKEL KRLVWETTAN QDPLVTKGAS LVPLLG DVW
151 EHAYYLQYKN VRPDYLNNI W KVI NMKYASE LYEKESP

Peptid-Masse: 1626,88 Da 123-137 LVVETTANQDPLVTK
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Abb. 60: Proteindaten, gewonnen aus M S-Identifizierung und Datenbanksuche (Kap. 3.4. ff.)

Protein-Spot: J2

geschétztes Molekulargewicht ausdem 2D-Gel: 17,0 kDa
geschétzter pl aus dem 2D-Gel: 58

analysierte Peptid-Sequenz (Molekulargewicht):  GTDLVS (2046 Da)

EFY (1774 Da)

analog zu: 1. ApoptosisInhibitor homolog (T419.12)
Spezies: Arabidopsisthaliana
Referenz: Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,

[Parnell, L.D., Gnoj, L., delaBastide, M.,
Hameed, A., Habermann, K., Schutz, K.,
Huang, E., Gottesman, T., Dedhia, N.N.,
McCombie, W.R. 1998, unveroffentlicht]

1 MVEKQEEMNE FGAVNGCEKVG TSSSVSPPQD KGRKNKRKLA DPSPONAASL

Peptid-Masse:

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

2305,13 Da

TEFPRYELHS
NLLTLFRSAM
LKSGKKVAGS
| CDLNVLKAF
VSNTQSKQSE
ASLTSVSDEK
GFLVEKRGKS
PALDVKEHVT
YDATLG VI P
L KDQPEL KAL
RTNNTI RRLE
VEGQKNL L QE
GLLVFGAVI Y
TAQAAALKKE
KLKSDSLKI A
ESKI KREREC

AKI QRRI QAR

FKSQSPLCEN
NQ MDCGYSE
RDYVFEDLQQ
EVDADGLEGS
PVKFGNFANV
LVSCRKGRTK
ASDLLSAQAR
ALPANNAPAP
RNKRDELI LK
RKEKEEAEEF
LEQSLLKRER
EL KSQRDKVA
CMITDHI | SS
RGKLEEL GKA
ALKKG DGNN
VMCL SEEMBV
FARG

DSNGQLKAEE
DWLKAI SSS
LVAYSLVEKI
SVSNASKSSE
NNSKNPHASG
KEMAMLRQKS
NSSSKI TTEV
VASEKKSGSE
LVPRVKDLQK
RKEKQLLEEN
EAANI RASES
GLQQEVAKAK
TI LFSAI | KM
EEERI KTKAE
DGNKSGVNHT

SDSVGWDDPF
RFYCGGTDLV
SLVREVRPSL
SPVAECNPPK
ATPGKEVFSV
CVEKI RTYSK
MKI PLAESSS
PEEKPSVSTK
EL QDWIDWAN
TI KRRSEMEL
AESCREAKER

TRONQ EVSS

ACHLEGLLSS
SNI VNDTLSF
STDEAMARL L
SSDADNPKAP
STASGEGTKS
GGGYKTAKFG
TLSNSTKSDS
PAPDYYAAI P
QKVKQATVRL
ALNNATNQLE
VQRLLKNSGS
FVGKMPL HVL

TNETKLQATW KQEKSATGKL

NDVKYY! ENI
TNTKANSMAS

KRLDTEI SKL
AKVVENNQGA

| FLPCAHQVL CSKCNQLHEK EAMEDCPSCR

132- 152 FYCGGIDLVSN VNDTLSFLK
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analog zu:
Spezies:

Referenz:

Peptid-Masse:

2. Cytochrom C Oxydase (AB006702)
Arabidopsisthaliana
Datenbank: Mascot, Fa. Matrix Science,
[Kotani, H., Nakamura, Y ., Sato, S,,
Kaneko, T., Asamizu, E., Tabata, S.
(1997): Structural analysis of Arabidopsis
thaliana chromosome 5. I1. Sequence
features of the regions of 1,044,062 bp
covered by thireteen physically assigned
P1 clones. DNA res. 4. 291-300 1997]

1 MANVCKI GKA VYKGPSWVKE |1 YA TLGFA VGEWKMHHW NNQRRTKEFY
51 DLLEKGEI SV VVEDE

2112,01 Da 48- 65 EFYDLLEKGElI SVWVEDE
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