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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Glukosinolat-Myrosinase-System

1.1.1 Definition

Glukosinolate (GS) sind Schwefel- und Stickstoff-beinhaltende sekundare Pflanzenstoffe in
Pflanzen aus der Ordnung Brassicales. GS werden von allen Mitgliedern der Familie der
Kreuzblltler (Brassicaceae), der unter anderem wichtige Nutzpflanzen wie Raps (Brassica napus)
und Kohl (Brassica oleracea) sowie die Modellpflanze Arabidopsis thaliana angehdren, gebildet
(Halkier and Gershenzon, 2006; Sgnderby et al., 2010). Uber 130 verschiedene GS sind
insgesamt beschrieben (Clarke, 2010; Agerbirk and Olsen, 2012), in Samen und Blattern von
Arabidopsis Okotypen sind bisher 34 individuelle GS identifiziert (Clarke, 2010).

GS und deren abbauendes Enzym, die Myrosinase, werden als Senfol-Glykosid-Bombe
bezeichnet und bilden ein Verteidigungssystem der Pflanze gegen Pathogene und Herbivore
(Wittstock and Burow, 2010). GS und v.a. ihre toxischen Hydrolyse-Produkte wie z.B. die
Isothiocyanate (ITC), sind bekannt fiir ihren scharfen/reizenden Geschmack als Verteidigung
gegen Herbivore und ihre antimikrobielle Aktivitdten gegen Bakterien und Pilze. Zudem weisen
sie nematizide und insektizide Eigenschaften auf (Fahey et al., 2001). Die meisten Hydrolyse-
Produkte sind lipophil und fliichtig, wodurch sie Uber die Gasphase in Zellen Uber dem
geschadigten Pflanzenmaterial eindringen kdnnen. Pflanzen setzten die GS bzw. ITCs auch als
Allelopathika gegen andere Pflanzen, mit denen sie um Ressourcen wie Wasser, Licht oder
Nahrstoffe in Konkurrenz stehen, ein (Fahey et al., 2001). Auch ein antikanzerogener Effekt der

ITCs wird in einigen Studien diskutiert (Ramirez et al., 2017).

1.1.2 Biosynthese der GS
GS bestehen aus einer B-D-Thioglukose-Gruppe, einem sulfoniertem Aldoxim, und einem
Seitenkettenrest. Das Aldoxim sowie der Seitenkettenrest gehen aus proteinogenen Vorlaufer-
Aminosauren hervor (Halkier and Gershenzon, 2006). In Brassicales kdnnen GS aufgrund dieser
Aminosaure-Vorstufe in drei Gruppen klassifiziert werden: aliphatische GS, die sich aus Alanin,

Leucin, Isoleucin, Methionin oder Valin ableiten, aromatische GS, die aus Phenylalanin und
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Tyrosin entstehen sowie indolische GS, welche sich aus Tryptophan ableiten (Hanschen et al.,

2014).

Die GS Biosynthese kann in mehrere Schritte unterteilt werden (Abbildung 1). Zunachst kénnen
die Seitenketten der Vorstufenaminosduren durch den Einbau von bis zu neun
Methylengruppen verlangert werden (Halkier and Gershenzon, 2006). AnschlieBend werden die
Zwischenprodukte durch N-Hydroxylierung und anschlieRender Decarboxylierung in die
entsprechende Aldoxime umgewandelt. Dieser Prozess wird katalysiert durch Cytochrom-P450-
Monooxygenasen (CYP79-Famile) (Wittstock and Halkier, 2000; Fahey et al., 2001). Aldoxime
werden durch CYP83 Enzyme oxidiert, wobei eine aci-Nitroverbindung entsteht. Das instabile
Produkt wird effektiv an nucleophilen S-Donoren konjugiert. Das entstandene S-
Alkylthiohydroxymat wird anschliefend mittels einer C-S-Lyase zu Thiohydroximinsdure
umgewandelt. Die S-Glykosylierung der Thiohydroximinsdure wird anschliefend durch eine
UDPG:thiohydroximat-Glukosyltransferase =~ (UGT74B1)  katalysiert. Es  entsteht ein
Desulfoglukosinolat (Fahey et al., 2001). Zur Ausbildung des endgliltigen Glykosinolats wird das
Desulfoglukosinolat sulfoniert. Dies wird durch die |6sliche 3’-Phosphoadenosin-5"-
phosphosulfat(PAPS):Desulfoglukosinolatsulfotransferase katalysiert (Fahey et al., 2001; Halkier
and Gershenzon, 2006; Hanschen et al.,, 2014). Die groRe Variantenvielfalt der GS entsteht
durch unterschiedliche Modifikationen der Seitenkette oder der Glukose. Eine initiale Oxidation
des Schwefelatoms in der Seitenkette von Methionin und deren Homologe mit
unterschiedlicher Kettenldange stellt die Ausgangssubstanz fiir die Synthese einer grolRe Familie
an Methylsulfinyl- und Methylsulfonyl-GS dar (Fahey et al., 2001). In aromatischen und
indolischen GS kann durch Hydroxylierung, Desaturierung und Oxidation die Seitenkette

modifiziert werden (Fahey et al., 2001).
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Abbildung 1: Glukosinolat-Biosynthese.
R: variable Seitenkette, ST: Sulfotransferase, S-GT: S-GLukosyltransferase, GST: Glutathion-S-Transferase
Verandert nach Halkier und Gershenzon, 2006.

1.1.3 Lokalisation der GS und deren hydrolisierenden Enzymen
In der intakten Pflanze sind die GS und das Enzym Myrosinase in zwei unterschiedlich
spezialisierten Zellen lokalisiert und somit voneinander getrennt (Shirakawa and Hara-

Nishimura, 2018).

Koroleva et al. (2000) konnten durch Schwefel-Messungen in Arabidopsis thaliana Zellen
identifizieren, welche einen besonders hohen Gehalt an GS aufweisen, sogenannte S-Zellen. Die
genaue Lokalisation der GS innerhalb der Zelle ist bislang flr Arabidopsis thaliana noch nicht
geklart. Nach Studien an Armoracia rusticana, Brassica napus und Brassica juncea scheint die
Vakuole als Speicherort der GS in Frage zu kommen (Kissen et al., 2009). In Arabidopsis thaliana
Pflanzen konnten die S-Zellen zwischen der Endodermis und den Phloem-Zellen der Leitbindel
in BlUtenstilen (Koroleva et al., 2000) sowie in der Nahe des Phloems in Rossettenblatter
(Koroleva et al., 2010) lokalisiert werden. Damit befinden sich diese zum Teil in direktem
Kontakt zu den Myrosin-Zellen, welche die Myrosinase beinhalten (Bones et al., 1991;

Andreasson et al., 2001; Husebye et al., 2002). Das Enzym Myrosinase (EC 3.2.1.147) ist eine B-



Einleitung

Thioglukosidase mit einer Aminosiure-Sequenz, welche starke Ahnlichkeiten zu der Familie der

O-Glykosylhydrolasen oder Glykosidasen aufweist (EC 3.2.1-3.2.3) (Rask et al., 2000).

Im Unterschied zu anderen Spezies innerhalb der Brassicaceae existiert in Arabidopsis thaliana
eine einzige Myrosinase-Gen Familie. Diese beinhaltet insgesamt sechs THIO GLUKOSID
GLUKOHYDROLASE-Gene (TGG1-TGG6), wovon vier auch funktional sind (Xu et al., 2004; Halkier
and Gershenzon, 2006). Charakteristisch fiir diese Genfamilie ist ein evolutionar konservierter
basischer Rest (Lysin, Arginin oder Glutamin) in der Substratbindungstasche, welcher eine
elektrostatische Bindung mit der negativ geladenen Sulfat-Gruppe eines aliphatischen GS
ausbilden kann (Nakano et al., 2014). TGG1 und TGG2 werden in den oberirdischen
Pflanzenteilen in speziellen Myrosin-Zellen entlang der Blattnervatur im Phloemparenchym
(Beekwilder et al., 2008) und in SchlieRzellen der Stomata (Andreasson et al., 2001) exprimiert.
TGG1 und TGG2 sind an der Verteidigung gegen Herbivoren beteiligt (Shirakawa and Hara-
Nishimura, 2018). Demgegeniiber werden TGG4 und TGG5 speziell in der Wurzelspitze, und
TGG3 sowie TGG6 in Pollen exprimiert (Shirakawa and Hara-Nishimura, 2018). Auf zellularer
Ebene konnte gezeigt werden, dass in Myrson-Zellen die Myrosinase in hohen Konzentrationen

in der Vakuole akkumuliert (Shirakawa and Hara-Nishimura, 2018).

Neben den Thioglukosidglukohydrolase Myrosinasen existieren in Arabidopsis thaliana noch
zwei weitere atypische Myrosinasen: PENETRATION2 (PEN2) und PYK10 (Bednarek et al., 2009;
Nakano et al., 2017). Beide Myrosinasen akkumulieren nicht in speziellen Myrosin-Zellen,
sondern in Wurzelzellen (PYK10) bzw. in Blatt-Epidermiszellen (PEN2). Beide Myrosinasen
werden auch nicht in der Vakuole sondern in Peroxisomen und dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) gespeichert (Matsushima et al., 2003; Lipka et al., 2005). PEN2 hydrolisiert
spezifisch indolische GS und ist damit unter anderem an der Abwehr von Pilzen beteiligt, PYK10
hydrolisiert zudem aliphatische GS (Nakano et al., 2017; Stein et al., 2006; Bednarek et al., 2009;
Bednarek, 2012).

1.1.4 GS Reaktion mit Myrosinase: die Senfol-Glykosid-Bombe
GS sind sehr stabile, nicht reaktive Substanzen. Durch Verwundung oder Gewebeverletzung z.B.

Quetschen, Frostbeanspruchung oder Mastikation durch FralRfeinde kommt es durch
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Dekompartimentierung zum Kontakt der GS mit der Myrosinase (Fahey et al., 2001). Zwischen
GS und Myrosinase findet umgehend eine enzymatische Reaktion statt (Abbildung 2). Die
Myrosinase hydrolisiert die thioglukosidische Bindung der GS, was die Abspaltung der B-D-
Glukose zur Folge hat. Es entsteht ein instabiles Aglycon, das Thiohydroximat-O-Sulfat bei
aliphatischen und aromatischen GS. Dieses Aglycon formt sich anschlieRend durch Lossen-
Umlagerung zu einem ITC um oder zerfdllt in andere reaktive Substanzen wie Thiocyanate,
Nitrile, Epithionitrile oder Oxazolidine-2-Thione (Fahey et al., 2001; Bones and Rossiter, 2006).
Aufgrund der Schnelligkeit, in der die reaktiven Substanzen nach Verlust der Zellintegritat

gebildet werden, wird dieses System auch als ,,Senfolbombe” bezeichnet.

Welche Hydrolyse Produkte entstehen ist hauptsachlich abhangig von der Seitenkette des GS,
aber auch von der Anwesenheit von Proteinen und Cofaktoren sowie der Anwesenheit von
Eisenionen und dem pH-Wert (Halkier and Gershenzon, 2006). L-(+)-Ascorbinsdure kann die
Myrosinase-Aktivitat steigern (bis zu 20-fach bei 1 mM Ascorbinsdure), was zu einer
beschleunigten ITC Bildung fiihren kann (Burmeister et al., 2000; Burow et al., 2006; Wittstock
and Burow, 2010). Besonders bei einem fiir Pflanzen typischen pH-Wert von 5-6 sind in vielen
Spezies ITCs die Hydrolyseprodukte, die am haufigsten entstehen (Halkier and Gershenzon,
2006; Hanschen et al., 2018). Nitrile hingegen werden bevorzugt bei sehr niedrigem pH Wert
(<4) oder der Anwesenheit von Fe?*-lonen gebildet, falls am Ende der Seitenkette der GS keine
Doppelbindung vorhanden ist (Halkier and Gershenzon, 2006). Daneben kdnnen unter
Mitwirkung von speziellen Proteinen wie dem Epithionitril-spezifizierenden Protein (ESP), dem
Thiocyanat-formenden Protein (TFP) oder dem Nitril-spezifizierenden Protein (NSP), auch
Thiocyanate, Nitrile oder Epithionitrile (EPT) entstehen (Wittstock and Burow, 2010). Diese
Proteine stabilisieren das Aglycon, um eine spontane ITC-Bildung zu verhindern und
beeinflussen die Entstehung verschiedener GS-Hydrolyseprodukte ohne dabei selbst eine
direkte katalytische Wirkung auf die GS zu haben (Wittstock and Burow, 2010). Die Aktivitdt von

ESPs ist vor allem von Fe**-lonen abhingig (Zabala et al., 2005).
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Abbildung 2: Enzymatische GS-Hydrolyse und Entstehung moglicher Abbau-Produkte in Arabidopsis
thaliana nach Dekompartimentierung.

4-MTB: 4-Methylsulfanyl-GS, 2-Prop: 2-Propenyl-GS, ESM: Epithio-spezifizierendes Modifikatorprotein,
ESP: Epithionitril-spezifizierendes Protein, R: variable Seitenkette, NSP: Nitril-spezifizierendes Protein,
TFP: Thiocyanat-formendes Protein. Verandert nach Hanschen et al., 2018.

1.2 Reaktive elektrophile Spezies (RES)

1.2.1 Definition
Wie bereits erwahnt, sind besonders die nach Hydrolyse der GS entstandenen ITCs sehr reaktiv.
Sulforaphan (SF) und Benzylisothiocyanat (BITC) verfligen in der ITC-Gruppe (-N=C=S) liber ein
sehr reaktives elektrophiles Kohlenstoff-Atom und gehoren zu der Gruppe der reaktiven
elektrophilen Spezies (RES). Verbindungen, die zu dieser Gruppe gehoren, kdnnen Elektronen
akzeptieren und somit spontan mit nukleophilen Gruppen oder Atomen wie Schwefel- oder
Stickstoffatomen reagieren. Neben den ITC existieren in Pflanzen noch weitere RES wie z.B.
bestimmte Oxylipine. Dies sind Substanzen, welche durch Lipidoxidation gebildet werden und
eine a,B-ungesattigten Carbonylgruppe besitzen (Mueller and Berger, 2009). Beispiele hierfir ist
12-oxo-Phytodiensdure (OPDA), das an der pflanzlichen Stressantwort beteiligt ist (Stintzi et al.,
2001). Neben OPDA weisen auch sowohl einige pflanzliche Phytoprostane wie das Phytoprostan
A; (PPA;) als auch ihrer tierischen Analogon wie die Prostaglandine (zB. Prostaglandin A;; PGA;)

eine a,B-ungesattigte Carbonylgruppe auf (Abbildung 3).
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OPDA

Abbildung 3: Strukturformeln verschiedener RES mit ITC-Verbindungen (BITC, SF) sowie a,B-
ungesattigte Carbonylverbindungen (OPDA, PGA,). Die elektrophilen Gruppen sind mit gestrichelten
Linien umrandet.

1.2.2 Reaktivitat
Die Reaktivitat der Oxylipine und der ITCs wird durch die elektrophile Gruppe beeinflusst. Es
wurde beobachtet, dass unterschiedliche Elektrophile mit unterschiedlichen Nukleophilen
reagieren (Ayers et al., 2006). Die Reaktion hierbei kann mit dem ,hard/soft acid/base” (harte
und weiche Sduren und Basen, kurz HSAB)-Prinzip beschrieben werden, sofern die Starke der
Saure und der Base vergleichbar sind (Mueller and Berger, 2009; Ayers et al., 2006). Im
Allgemeinen bevorzugen hierbei harte Elektrophile auch harte Nukleophile und weiche
Elektrophile weiche Nukleophile. Harte Spezies haben einen kleinen Atomradius, eine hohe
Elektronegativitat und eine niedrige Polarisierbarkeit. Im Vergleich dazu sind weiche Spezies
groBer und besitzen eine geringere Elektronegativitait. RES mit einer o,B-ungesattigten
Carbonylgruppe zdhlen zu den weichen Spezies und reagieren bevorzugt mit weichen
nukleophilen Spezies wie beispielsweise in der Thiol-Gruppe der Aminosdure Cystein (Mueller
and Berger, 2009). Die Konjugation an Proteine erfolgt durch eine Michael-Addition wobei eine
irreversible kovalente Bindung entsteht (Dueckershoff et al., 2008; Mueller and Berger, 2009).
Flr das RES-Oxylipin 4-Hydroxy-Nonenal (HNE) konnte gezeigt werden, dass die Addition von
HNE an Proteine liber Michael Addition an Cystein-, Histidin- oder Lysin-Reste erfolgt (Jacobs
and Marnett, 2010). Zusatzlich wurde beobachtet, dass HNE mit Lysin eine Schiff'sche Base
ausbilden kann, welche anschlieBend durch eine Ringschluss- und Dehydrierungsreaktion ein
stabiles Pyrol-Addukt formt. Dies geschieht jedoch im Vergleich zur Michael-Addukt-Bildung

guantitativ betrachtet weitaus weniger (Jacobs and Marnett, 2010). Fiir RES-Oxylipine konnte
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gezeigt werden, dass die kovalente Konjugation an Proteine unter physiologischen Bedingungen

nahezu irreversibel ist (Stamatakis and Pérez-Sala, 2006).

ITCs verfligen ein sehr reaktives elektrophiles Kohlenstoff-Atom, welches leicht mit
Nukleophilen (Elektronen-Donoren) reagieren kann. Die in Aminosduren, Peptiden oder
Proteinen enthaltenen Amino-, Thiol- oder Hydroxylgruppen kénnen als solche Elektronen-

Donoren fungieren (Abbildung 4) (Hanschen et al., 2014).

Da ITCs im wassrigen Milieu gebildet werden, ist einer der Hauptreaktionspartner von ITCs unter
neutralen oder alkalischen Bedingungen Wasser. Diese Reaktion wird durch hohe Temperaturen
sowie alkalischem pH-Werten begiinstigt (Hanschen et al., 2014). Die Addition eines Hydroxyl-
lons (R-O) oder von Wasser an die ITC-Verbindung von aliphatischen ITCs sowie einigen
aromatischen-ITCs wie BITC oder 3-Methoxybenzyl-ITC fihrt zur Bildung von O-
Thiocarbamatsaure (Hanschen et al., 2014). Diese zerfallt weiter in Amine und Carbonylsulfid,
welches anschlieBRend durch eine weitere Addition an Wasser zu Dihydrogensulfid und
Kohlenstoffdioxid abgebaut wird (Hanschen et al.,, 2014). Die entstandenen Amine koénnen
ihrerseits wiederrum mit der ITC-Verbindung reagieren (Nakamura et al., 2017). Die sehr
instabilen Indol-ITCs und einige ortho- oder para-hydroxylierte BITCs bilden hingegen bei der
Reaktion mit Wasser einen Alkohol und Thiocyanat (Hanschen et al., 2014). Auf Grund der
strukturellen Vielfalt der ITCs existieren vermutlich noch weitere Abbaumaglichkeiten der ITC-

Verbindungen unter wassrigen Bedingungen (Hanschen et al., 2014).

Neben Hydroxyl-Gruppen stellen Aminogruppen (R-NH,) von Aminosduren einen weiteren
nukleophilen Substituenten fir ITC-Verbindungen in Zellen dar: es entsteht Thioharnstoff
(Thiourea, TU). Die Additionsreaktion bedarf mindestens eines neutralen pH-Werts und verlauft
langsamer als die Reaktion mit Thiolgruppen. Allerdings sind die entstandenen Addukte stabiler

(Hanschen et al., 2014).

Die Konjugation von ITC an Thiolgruppen (R-SH) von Cystein oder reduziertem Glutathion (GSH)
erfolgt relativ schnell und kann auch unter sauren Bedingungen stattfinden. Die Bindung kann
entweder direkt oder (iber eine Thiol-Austausch-Reaktion erfolgen. Hierbei entsteht ein
Dithiocarbamat (DTC). Cystein-Addukte sind weniger stabil als Addukte mit GSH (Hanschen et

8
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al., 2014). GSH ist in Zellen das abundanteste Molekiil (1-10 mM) mit einer Thiolgruppe
(Nakamura et al., 2017). Die kovalente Konjugation von ITCs an GSH ist eine bevorzugte
Reaktion in Zellen, um diese vor DNA-Modifikationen und RES-Zytotoxizitdt zu schitzen
(Mueller and Berger, 2009; Nakamura et al., 2017). Die Bildung eines DTC kann zudem durch die
enzymatische Aktivitdt von Glutathion-S-Transferasen (GST) beschleunigt werden. Die
enzymatische als auch nicht-enzymatische Addition an GSH ist eine reversible Reaktion. Die
Rickreaktion erfolgt unter Anwesenheit von Aminoverbindungen oder anderer Thiole, welche
stabilere DTC bilden kénnen. DTC zerfallt dann entweder unter Basenhydrolyse wieder in ITC
und in die entsprechende Aminosaure, oder es erfolgt eine Reaktion mit Proteinen. Es konnte
gezeigt werden, dass ITCs in Proteinen Aminogruppen wie die a-Aminogruppe in N-terminalen
Resten, e-Aminogruppe in Lysinseitenketten oder sekundare Aminogruppen wie in N-terminalen

Prolin irreversibel modifizieren kdnnen (Hanschen et al., 2014).

Neben der Addition an freie Thiole, kénnen ITC-Verbindungen auch die Disulfidbindung von
oxidiertem Glutathion, dem Glutathiondisulfid (GSSG), oder Cystein oxidativ spalten. Dabei

entsteht ein DTC und eine Sulfen (Hanschen et al., 2014).

Generell gilt fir die Reaktivitdt von ITC-Verbindungen, dass die Reaktionsrate zur DTC-Bildung
deutlich héher (10°-10%fach) ist als die fur die TU-Bildung mit Aminen in Proteinen oder der
Reaktion mit Wasser (Hanschen et al., 2014; Nakamura et al., 2017). Die Reaktivitat gegenlber
Hydroxylgruppen ist im Vergleich zu Thiol- und Aminogruppen am geringsten (Hanschen et al.,

2014).

Der Mechanismus der nicht-enzymatischen Thiolmodifikation von Proteinen ist hochst selektiv.
Die gebundenen RES stehen im Gleichgewicht mit freien RES (Nakamura et al., 2017). Auf
welcher Seite sich das Reaktionsgleichgewicht befindet ist abhdngig von den chemischen
Eigenschaften sowohl der Thiolgruppe und als auch der RES. So spielt der pKs-Wert der Amino-
oder Thiolgruppe eine Rolle. Eine hoher pH-Wert flihrt zu einer héheren Basizitat, welche die
Reaktion mit ITC beglinstigt (Hanschen et al., 2014). Weiche RES bevorzugen zum Beispiel die
Konjugation an das Thiolat-Anion (R-S’) vor der Reaktion mit dem Thiol (R-SH) (Mueller and

Berger, 2009). Ein weiterer wichtiger physikochemischer Parameter ist die Lipophilie (gemessen
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als LogP) des RES. Diese beeinflusst die Interaktion von RES mit den Zielproteinen positiv und
bewirkt, dass RES an die hydrophobe Bindetasche des Proteins gelangen und somit binden
kdnnen (Mueller and Berger, 2009). Die chemischen Eigenschaften der ITC-Molekiile werden
auch durch die jeweilige Seitenkette bestimmt. So fiihrt eine geringere GroéRe, welche Einfluss
auf die sterische Hinderung des RES nimmt, und eine geringere Elektronendichte am
Kohlenstoff-Atom der elektrophilen Gruppe zu einer héheren Reaktivitat der RES (Mueller and

Berger, 2009; Hanschen et al., 2014; Nakamura et al., 2017).
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Abbildung 4: Reaktionen zwischen ITC und nukleophilen Gruppen mit Wasser, Thiolen, primaren
Aminen, sekunddren Aminen (Prolin) oder Glutathion zur Bildung von Monothiocarbamat, DTCs, TUs und
GSH-Addukte. Abbildung verandert nach Nakamura et al., 2018.

1.2.3 Biologische Aktivitdt von RES
Die biologische Aktivitat von ITCs wurde bisher in vielerlei Experimenten in tierischen Modellen
und epidemiologischen Studien untersucht, wobei der Fokus haufig auf der moglichen
therapeutischen Wirkung von ITC beim Menschen lag. Bei unterschiedlichen Krebsarten zeigen

ITCs in Studien mit Nagetieren ein hohes Praventionspotential und bei epidemiologischen
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Studien antikanzerogene Effekte (Zhang, 2004) sowie entziindungshemmende Eigenschaften
(Nakamura et al., 2017). Das Isothiocyanat Sulforaphan (SF), das abundant in Brokkoli vorkommt
und Uber die Erndhrung aufgenommen werden kann, war hierbei hadufig Gegenstand der
Forschung. Fir SF konnte gezeigt werden, dass es die Formierung und Entwicklung von Krebs
auf mehreren Wegen inhibieren kénnte. So fihrt SF zur Induktion detoxifizierender Enzymen
sowie dem programmierten Zelltod, inhibiert die Zellteilung, reduziert die Angiogenese, hemmt
Entziindungsprozesse und die Tumorprogression (Bertl et al., 2006; Myzak and Dashwood,

2006; Juge et al., 2007; Nakamura et al., 2017).

Daneben liegen Studien vor, die Zytotoxizitdt, Wachstumsinhibition oder die abschreckende
Wirkung von GS/ITC in Beziehung auf Pflanzenschadlinge wie Saugetiere, Vogel, Insekten,
Schnecken, Bakterien, Pilzen und Nematoden zeigen (Halkier and Gershenzon, 2006). Im
Vergleich dazu ist bisher wenig bekannt zu der biologischen Aktivitat und Wirkung von ITCs auf
pflanzliche Zellen (Bones et al., 2015). Es ist bekannt, dass ITCs als Allelochemikale fungieren
konnen und bei Sulfat-Speicherung, Wassertransport, Hitzetoleranz, Regulation der Stomata,
Apoptose, Wachstumsinhibition und Signaltransduktionsmechanismen involviert sind (Bones et

al., 2015).

Eine Besonderheit von RES ist, dass sie in hohen Konzentrationen (Substanz-abhangig > 50—
100 uM) generell toxisch und mutagen fiir Zellen sind, in niedrigen Konzentrationen (Substanz-
abhdngig 1-100 uM) Gene induzieren konnen (Vollenweider et al., 2000; Mueller and Berger,
2009).

In den Blattern von Arabidopsis thaliana Okotyp Col-0 ist Glucoraphanin das abundanteste GS
(Kliebenstein, 2001; Brown et al., 2003). Auf der Suche nach einer Zelltod-induzierenden
Substanz konnten Andersson et al. (2015) dessen Hydrolyse-Produkt, SF, identifizieren. Die
Infiltration von Arabidopsis-Blattern mit dem avirulenten Stamm Pseudomonas syringae pv
tomato DC3000 fihrte zu einer Akkumulation von 180 nmol/g FG an SF 12 Stunden nach der
Behandlung (Andersson et al., 2015). Da dieser Wert ein Uber das gesamte Blatt gemittelter
Wert ist, ist die Konzentration von SF lokal am Ort der Interaktion mit dem Pathogen vermutlich

deutlich hoéher. Die Autoren konnten weiterhin zeigen, dass SF ab einer Konzentration von
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0,5 mM zu deutlich sichtbaren Zelltod in den infiltrierten Blattern fiihrt. Zudem konnte ab
100 uM ein signifikanter Elektrolytverlust verzeichnet werden. Dies zeigte sich auch bei
weiteren ITCs wie Benzyl-ITC und Butyl-ITC mit unterschiedlicher Wirkungsstarke (Andersson et
al., 2015). Eine 24 stiindige Vorbehandlung mit SF bewirkte einen Schutz gegen das virulente
Pilzisolat Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa Cala2). Die Autoren diskutieren, dass SF
moglicherweise eine Funktion bei der Regulation von Abwehrgenen spielt (Andersson et al.,

2015).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass hohe Dosen (10-100 mM) an Allyl-ITC
(AITC), Phenyl-ITC (PEITC) und Methyl-ITC (appliziert durch Spraytechnik als Wasseremulsion)
herbizide Wirkungen besitzen (Hara et al.,, 2010). So konnte eine Inhibition des
Pflanzenwachstums und Ausbleichen der Rosettenblatter, welches durch Elektrolytaustritt und
Generierung von Wasserstoffperoxid begleitet wurde, beobachtet werden (Hara et al., 2010).
Im Gegensatz dazu wurde beobachtet, dass eine niedrige ITC-Dosis von 0,1 mM eine
Akkumulation verschiedener GST Transkripte in Arabidopsis fordert (Hara et al., 2010). PEITC
stellte sich zudem als moglicher Verstarker der Hitzetoleranz heraus. Pflanzen, die ein oder zwei
Tage vor einem Hitzestress (55 °C, eine Stunde) mit 1 mM oder 2 mM PEITC behandelt wurden,
zeigten eine verminderte Wachstumsinhibition als die chemisch unbehandelte Kontrollgruppe
(Hara et al., 2013). Auch fir AITC und Methyl-ITC konnte ein verbessertes Wachstum nach
Hitzestress gezeigt werden (Hara et al.,, 2013). Genexpressionsanalysen an Vertretern der
HSP70-Familie, welche mit der Ausbildung einer erhéhten Hitzetoleranz in Arabidopsis thaliana
in Zusammenhang gebracht werden kann (Lee and Schoffl, 1996), zeigten eine erhoéhte
Akkumulation an Transkripten nach Behandlung mit 2 mM PEITC (Hara et al., 2013). Fir AITC
konnte gezeigt werden, dass es zur SchlieBung der Stomata fihrt. Dieser Effekt wird begleitet
von einer extrazellularen Produktion reaktiver Sauerstoffspezien (ROS), intrazellularer kommt es
zur Akkumulation von ROS sowie einer oszillierenden zytosolischen Kalzium-Konzentration in
Arabidopsis thaliana (Khokon et al., 2011; Hossain et al.,, 2013). Eine genomweite
Transkriptionsanalyse von Arabidopsis nach exogener Behandlung mit AITC zeigte eine
Regulation einer Vielzahl an Genen, welche insbesondere in Prozesse bei multiplen Stressen

involviert sind. So wurden Gene, welche bei der Antwort auf Hitzestress und oxidativen Stress
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beteiligt sind, induziert. Weiter wurden Gene signifikant reguliert, welche in der Erkennung von
Elicitoren, des pflanzlichen Abwehrsystems als auch Zelltodmechanismen involviert sind. Zudem
konnten Gene identifiziert werden, welche im Glukosinolat-Metabolismus, bei der Sulfat-

Aufnahme sowie -Assimilation involviert sind (Kissen et al., 2016).

Untersuchungen zur biologischen Aktivitdit verschiedener RES-Oxylipinen zeigten eine
antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien, Pilze und Oomyceten, inhibierende Effekte auf das
Wurzelwachstum und die Progression des Zellzyklus sowie eine Schadigung des Photosystems |l
(PSIN). Einiger dieser Wirkungen sind allerdings nicht RES-Oxylipin spezifisch. So konnte mitunter
auch bei Jasmonsaure (JA), welches nicht zu der Gruppe der RES gehort, ein hemmender Effekt
auf das Wurzelwachstums und den Zellzyklus beobachtet werden (Mueller and Berger, 2009).
Transkriptomstudien mit Methylvinylketon (MVK), Malondialdehyd, cis-Jasmon, PPA; sowie
OPDA zeigten einer Regulation an Genen, welche hauptsachlich zwei Gruppen zugeordnet
werden konnen: Detoxifizierung und thermaler Stress (Farmer and Mueller, 2013). Bei
Arabidopsis thaliana fiuhrte eine externe Gabe von OPDA oder PPA; zu einer Induktion von
verschiedenen Genfamilien involviert in Detoxifizierungsprozesse wie Cytochrom P450 (CYP),
GST, UDP-Glukosyltransferasen, Oxidoreductasen sowie verschiedener ABC-Transporter
(Mueller et al.,, 2008). Zudem zeigte sich auch eine gemeinsame Regulierung von
Hitzeschockgenen wie beispielsweise dem Gen, welches fiir das Hitzeschockprotein (HSP)
HSP101 codiert (Mueller et al., 2008). HSP101 stellt eines der kritischen HSPs zum Aufbau einer
Thermotoleranz dar (Queitsch, 2000). Yamauchi et al. (2015) konnten fiir die RES-Oxylipine
Hexenal und (E)-2-Butenal ebenfalls einen Effekt auf die Hitzschockreaktion (HSR) zeigen. So
fihrten die Behandlungen mit den oben genannten RES-Oxylipinen zu einer Induktion des
Hitzeschocktranskriptionsfaktor (HSF) HSFA2 und des dehydration-responsive element-binding
proteins A2 (DREB2A) (Yamauchi et al., 2015).

1.3 Mogliche Mechanismen der RES vermittelten Geninduktion
Es ist auffallig, dass strukturell sehr verschiedene RES einen dhnlichen Satz an Genen induzieren.
Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung nicht tber einen klassischen Liganden-Rezeptor-
Komplex, sondern liber eine Muster-spezifische Erkennung von RES erfolgt (Mueller and Berger,
2009). Fir die RES-vermittelte Geninduktion wird in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf zwei
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mogliche Mechanismen gelegt: Regulierung der Aktivitdit bestimmter Zielproteine durch
kovalente Bindung von RES und Anderung des zelluldren Redox-Potentials durch Depletion von

GSH durch RES (Abbildung 5) (Farmer and Mueller, 2013).

% Zielprotein [—SH
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RES Zielprotein [—S —RES
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Redox-Potential M
Il |

Transkription Transkription
RES-responsiver Gene RES-responsiver Gene

Abbildung 5: Mdégliche Mechanismen der RES-vermittelten Geninduktion.
Regulierung der Geninduktion tber Bindung der RES an GSH (links), Regulierung der Geninduktion tber
Bindung der RES an Zielproteine (rechts).

1.3.1 Kovalente Bindung von RES an Zielproteine
Entsprechend der ersten Hypothese vermitteln RES ihre Wirkung durch kovalente Bindung an
Zielproteine, die direkt (Uber Bindung an Transkriptionsfaktoren; TF) oder indirekt (liber
Bindung an hemmende oder aktivierende Regulatorproteine) die Transkription beeinflussen.
Dieser Mechanismus ist in Tieren sehr gut belegt. Als Reaktion auf RES oder bei oxidativen
Stress spielt das Nrf2-Keapl-System eine groBe Rolle in der Induktion unterschiedlichster
protektiver Gene (Nakamura et al., 2017). Keap1l (,,Kelch-like ECH-associated protein 1) ist mit
Nrf2 (,nuclear factor-erythroid 2-related factor 2“) im Zytosol assoziiert und sorgt fiir dessen
Ubiquitinierung und dem anschlieBenden proteosomalen Abbau. Binden nun RES an die Thiol-

Gruppe im Cysteinrest von Keap1, kann dieses Nrf2 nicht mehr kontrollieren und es erfolgt eine
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Translokation und Akkumulation von Nrf2 im Zellkern. Dies fuhrt anschlieBend zur
Genaktivierung durch Bindung mit weiteren TF, den Maf-Proteinen, an das Antioxidant
Response Element (ARE), welches ein DNA-Element in der Promotorregion verschiedener Phase
[I-Detoxifizierungsenzyme darstellt (Farmer and Davoine, 2007). Fir einige ITC wie SF, BITC und
PEITC konnte mit Hilfe von Saugetierzellkultur-Studien bereits gezeigt werden, dass sie die Nrf2-

vermittelte Genexpression aktivieren konnen (Nakamura et al., 2017).

Allerdings sind bisher zu Nrf2 Proteinen keine Homologen in Pflanzen bekannt (Farmer and
Davoine, 2007). Bei Arabidopsis thaliana konnte eine hohe Abundanz zwischen TGA-Motiven
(TGACG) speziell in den Promotoren von PPA;-induzierten Genen gezeigt werden (Mueller et al.
2008). In Pflanzen spielt insbesondere die Klasse Il der TGA-Transkriptionsfaktoren (TGA2, TGAS
und TGA6) eine wichtige Rolle bei der Detoxifizierung von Xenobiotika (Farmer and Mueller,
2013). Bislang ist allerdings noch nicht bekannt, wie diese Transkriptionsfaktoren gesteuert
werden. Eine kovalente Modifikation von Proteinen durch RES-Oxylipine scheint hierbei ein
moglicher Mechanismus der Signaltransduktion zu sein (Mueller and Berger, 2009). RES-
Oxylipine fiihren wie bereits erwdhnt zur Induktion der HSR. Allerdings erfolgt die Induktion der
hitzeresponsiven Gene unabhangig von den TGA-Transkriptionsfaktoren (Mueller et al., 2008).

Der genaue Mechanismus der HSP-Regulation ist bisher ebenfalls noch nicht bekannt.

1.3.2 Anderung des GSH-Redox-Systems durch RES
Entsprechend der zweiten Hypothese, vermitteln RES ihre Wirkung indirekt lber die Depletion
von Reduktionsmittel wie beispielsweise durch die Bindung an GSH, was eine Verschiebung des
zelluldaren Redox-Gleichgewichts von einem reduzierten zu einem mehr oxidierten Zustand zur
Folge hat (Andersson et al., 2006; Farmer and Davoine, 2007; Valgimigli and lori, 2009). Eine
niedrige zelluldre Konzentration an GSH fihrt zu einer Aktivierung von Genen, welche in
Stresstoleranz, Abwehr und Zell-Signaltransduktion in Arabidopsis thaliana involviert sind (Ball

et al., 2004). Einige dieser Gene werden auch durch RES induziert (Mueller and Berger, 2009).

Das Tripeptid Glutathion, bestehend aus Glutaminsdure, Cystein und Glycin, ist der
bedeutendste Metabolit in pflanzlichen Zellen mit vielfaltigen Funktionen. Er wird in zwei

aufeinanderfolgenden Adenosintriphosphat (ATP)-abhadngigen Schritten synthetisiert, wobei der
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erste Schritt in der Biosynthese in den Plastiden stattfindet und der zweite vermutlich
hauptsachlich im Zytosol (Noctor et al., 2012). Zunachst wird aus Glutaminsaure und Cystein
katalysiert durch die y-Glutamylcysteinsynthetase (GSH1, EC 6.3.2.2) L-Glutamincystein gebildet.
AnschlieBend wird daran mit Hilfe der Glutathionsynthetase (GSH2, EC 6.3.2.3), welche durch
alternatives Splicing sowohl in den Plastiden als auch im Zytosol vorliegt, Glycin addiert (Noctor
et al, 2012). Knockout-Mutanten von GSH1 sind embryoletal, von GSH2 letal auf

Keimlingsebene (Noctor et al., 2012).

Als eines der wichtigsten Antioxidantien der Zellen halt GSH als Bestandteil des Redox-Puffers
die Redox-Homoostase aufrecht. Zudem ist es in Detoxifizierungsprozessen und einigen
fundamentalen zellularen Prozessen involviert (Noctor et al., 2012). So spielt es eine Rolle bei
Wachstum- und Entwicklungsprozessen wie der Embryo- und Meristementwicklung, im
Zellzyklus, sowie bei der pflanzlichen Reaktion auf abiotische und biotische Stresssituationen.
Hierbei ist es in der Biosynthese von Phytochelatinen involviert, welche bei Reaktion auf
Cadmium und andere Schwermetalle gebildet werden, sowie von pflanzlichen Abwehrstoffen
wie GS und Camalexin (Noctor et al., 2012). Die Besonderheit von Glutathion ist die reversible
Thiol-Disulfid-Interaktion der Thiolgruppe am Cystein. GSH kann hierliber mit einem weiteren
GSH oder mit einem anderen Thiol wie beispielsweise von endogenen oder xenobiotischen RES
oxidiert werden (Noctor et al., 2011). Die kovalente Addition von GSH an RES kann wie bereits
unter 1.2.2 erwahnt chemisch oder durch Katalyse von GSTs erfolgen (Noctor et al., 2012). Die
entstandenen GS-Konjugate und Disulfide kénnen im weiteren Verlauf durch Multidrug
Resistance-Related Proteine (MRP) in die Vakuole transportiert werden. Die Akkumulation von
Glutathiondisulfid (GSSG) in der Vakuole scheint ein physiologisch wichtiger Teil bei der Antwort
auf oxidativen Stress zu sein (Queval et al.,, 2011). GSSG kann zudem in einem NADPH-
abhangigen Schritt von der Glutathion-Reduktase (GR, EC 1.8.1.7) wieder in die reduzierte Form
zuriickgefihrt werden (Noctor et al., 2012). Von GR existieren zwei Isoformen, welche von zwei
Genen (GR1 und GR2) kodiert werden. GR1 ist hauptsachlich im Zytosol lokalisiert, GR2 sowohl
in Chloroplasten als auch in Mitochondrien (Diaz-Vivancos et al., 2015). Mittels GR kdnnen die
Zellen ein Redoxgleichgewicht zwischen GSH und GSSG einstellen, wobei unter optimalen

Bedingungen der Glutathionpool mit Gber 90 % in der reduzierten Form vorliegt (Mullineaux
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and Rausch, 2005; Noctor et al., 2012). Das gemessene Verhaltnis von GSH zu GSSG liegt in
Blattern von Arabidopsis thaliana bei mindestens 20:1 unter Bericksichtigung, dass einzelne
zelluldare Kompartimente unterschiedliche GSH Konzentrationen aufweisen (Noctor et al., 2012).
Durch Berechnungen aus Immunolokalisationsstudien an Arabidopsis thaliana Mesophyllzellen
konnte eine endogene Konzentration an GSH von 1-6 mM in Plastiden, dem Zytosol und
Mitochondrien bestimmt werden (Queval et al.,, 2011). Mitochondrien zeigten hierbei den
grofRten Gehalt an GSH mit 6,3 mM. Die Vakuole weist den niedrigsten Gehalt an GSH mit
0,03 mM auf. Sie dient hauptsachlich als Kompartiment fiir Speicherung und Degradierung von
GSH-Konjugaten (Meyer and Hell, 2005). Alle anderen Kompartimente kdnnen einen

funktionalen Glutathion Redox-Puffer bilden (Meyer and Hell, 2005).

In der Zelle fungiert Glutathion zudem als Barriere gegeniber ROS wie Wasserstroffperoxid
(H205) und anderen Peroxiden. So kann es zum einen direkt vor H,0, schiitzen, zum anderen
wirkt es indirekt Gber den Glutathion-Ascorbat-Zyklus (Abbildung 6). Hierin sorgt es chemisch
oder mittels Dehydroascorbat-Reductase (DHAR) fiir einen reduzierten Ascorbat-Pool (Foyer

and Noctor, 2011).

Dehydroascorbat GSH NAD(P)+
H202
O <— R
0,
H,0, é—D Ascorbat GSSG NAD(P)H

Abbildung 6: Glutathion-Ascorbat-Redox-Zyklus

1.4 Das Glutathion Redox-Potential
Zum Schutz vor reaktiven Spezies haben Zellen Systeme entwickelt, unkontrollierte
Oxidationsprozesse zu puffern und bereits oxidierte Proteine wieder zu reduzieren. Fiir Zellen
ist es somit von Vorteil das innere Zellmilieu in einem reduzierten Status zu erhalten. Glutathion
stellt den wichtigsten Bestandteile eines komplexen Redox-Puffer-System dar (Meyer and Hell,
2005). In Studien mit diversen Stressbedingungen wie Salzstress, Trockenstress oder UV-B-

Bestrahlung zeigte sich, dass der zelluldre Glutathion Redox-Status die Schwere der
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Stresssituation wiederspiegelte (Potters et al., 2010). Das Redox-Potential stellt eine Messgrofle
dar, welche Auskunft Gber das Oxidations- und Reduktionsverhalten eines Redox-Paares gibt. Je

negativer das Redox-Potential, desto starker ist die Reduktionskraft.
Die Halbzellenreaktion fiir Glutathion lautet:
GSSG + 2HY + 2e~ - 2GSH

Somit ergibt sich mit Hilfe der Nernst-Gleichung fir das Glutathion-Redox-Potential (Egssc/26sH)

folgende Gleichung:

RT [GSH]?
nkF < )

Ecssc/26sn = EOPH — —1]n [GSSG]

E®P"  Standardelektrodenpotential

R Gaskonstante (8,31447 C*V*mol *K™)
T Absolute Temperatur (298 K)
F Faraday-Konstante (96485,34 C*mol™)

n Anzahl der (ibertragenen Elektronen

Durch Zusammenfassen der Naturkonstanten und dem Umrechnungsfaktor fir den natirlichen
zum dekadischen Logarithmus sowie dem Einsetzen der Standardbedingungen (pH=7 und 25 °C)
und einem Standardelektrodenpotential fir Glutathion von — 240 mV, vereinfacht sich die

Redox-Potential-Gleichung fir GSH/GSSG auf:

59,1 mV [GSH]?
—) log( >

EcssG/26sn = —240mV — ( > [GSSG]

Die exakte Bestimmung des Redox-Potentials in vivo stellt sich als schwierig heraus.
Ratiometrische Messungen in vivo im Zytosol von Arabidopsis Wurzelzellen mittels redox-
sensitiven grin fluoreszierenden Proteinen (roGFPs) ergab Werte fiir das Redox-Potential
niedriger als — 300 mV (Meyer et al., 2007; Jubany-Mari et al., 2010; Schnaubelt et al., 2015). Die
Interaktion und Anwesenheit von Thioredoxin (TRX)-Systemen und verschiedenen Typen an

Glutaredoxinen (GRX) mit Glutathion bzw. den roGFP lassen noch Zweifel zu, ob diese in vivo
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Messungen wirklich nur das Glutathion-Redox-Potential wieder geben (Foyer and Noctor, 2011).
Dagegen ergaben Messungen des GSH:GSSG Verhaltnisses in Gewebeextrakten von Arabidopsis
thaliana deutlich hohere Werte fir das Redox-Potential (ca. — 200 mV) (Foyer and Noctor, 2011;
Diaz-Vivancos et al., 2015). Die Problematik bei dieser Technik ist jedoch, dass zum einen (iber
mehrere heterogene Zelltypen, welche physiologisch unterschiedliche sein kénnen und
dementsprechend unterschiedliche Konzentrationen an Glutathion beinhalten kdnnen, eines
Gewebes gemittelt wird (Meyer and Hell, 2005). Zum anderen kann nicht bertcksichtigt
werden, dass der groRte Teil des gemessenen GSSG nicht im Zytosol vorliegt, sondern
kontinuierlich in die Vakuole transportiert wird, um das zytosolische Redox-Potential zu
stabilisieren. Des Weiteren kann eine Oxidation von GSH wadhrend der Extraktion nicht

ausgeschlossen werden (Diaz-Vivancos et al., 2015).

Wie man an der Redox-Potential-Gleichung fiir GSH/GSSG erkennen kann (siehe oben), ist das
Redox-Potential sowohl von dem Verhadltnis GSH:GSSG als auch von der absoluten
Konzentration von Glutathion ([GSH] + 2[GSSG]) abhangig (Meyer and Hell, 2005). Da die
Konzentration von GSH im Quadrat in die Gleichung eingeht, sind es nicht nur Redox-Prozesse,
sondern auch Biosynthese und Katabolismusprozesse, die das Redox-Potential kontrollieren
(Potters et al., 2010). Eine alleinige Anderung des GSH-Gehalts bei gleichbleibendem GSH:GSSG
Verhdltnisses ist ausreichend fiir einen Einfluss auf das zellulare Redox-Potential und kann
moglicherweise redox-sensitive Regulatoren beeinflussen (Schafer and Buettner, 2001; Noctor
et al., 2002; Meyer et al., 2007). So wird die TRX-regulierte Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase
bei einer Verlagerung des Redox-Potentials (von — 350 mV auf — 300 mV) von einem nahezu

inaktiven in einen aktiven Zustand umgewandelt (Noctor et al., 2012).

Seit einiger Zeit ist fur Arabidopsis bekannt, dass eine niedrige GSH-Verfligbarkeit in einer
erhohten Expression von Genen resultiert, welche in Stresstoleranz, Abwehr und
Signaltransduktion involviert sind (Ball et al., 2004). Koprivova et al. (2010) konnten diese
Ergebnisse bestatigen. Sie zeigten eine differenzielle Regulation von 99 Genen in Keimlingen,
welche mit dem GSH-Synthese-Inhibitor Buthioninsulfoximin (BSO) behandelt wurden,
(Koprivova et al., 2010). Dabei konnte kein spezifischer Prozess oder Stoffwechselweg

ausgemacht werden, allerdings waren Prozesse in der Antwort auf unterschiedliche
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Stressbedingungen sowie der Auxinsynthese bzw. —transport Uberreprasentiert (Koprivova et

al., 2010).

Schnaubelt et al. (2015) fihrten eine Transkriptomanalyse mit niedrigen GSH-Gehalten durch.
Hierzu verglichen sie das Transkriptom von Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen (Col-0) mit
dem der GSH-defizitaren root meristemless 1-1 (rml1-1) Mutante. Diese Mutante hat einen
Defekt in dem ersten Enzym der GSH-Biosynthese (GSH1) (Vernoux et al., 2000) und weist
lediglich 2-5 % des GSH-Gehalts von Wildtyp-Pflanzen auf (Diaz-Vivancos et al.,, 2015;
Schnaubelt et al., 2015). In sieben Tage alten rm/1-1 Keimlingen waren 799 Transkripten mehr
als zweifach induziert und 650 Transkripte mehr als zweifach reprimiert. Viele der in der rm/1-1
Mutante aktivierten Gene kodieren fiir TF und Proteine, welche in Metabolismus, Protein-
Umsatz, Stress-Antwort, Transport sowie Signaltransduktion involviert sind. Weiterhin zeigte
sich in der rml1-1 Mutante eine unterschiedliche Expression von Genen, die an Zellteilung sowie
Auxin-abhdngigen Prozessen beteiligt sind. Niedrige GSH-Spiegel scheinen somit negative
Effekte auf das hormonell gesteuerte Pflanzenwachstum und die pflanzliche Entwicklung zu

haben (Schnaubelt et al., 2015).

Ein Vergleich des Transkriptoms von rm/1-1 mit einer anderen GSH-defizitiren Mutante zeigte
wenig Ubereinstimmung. Die CATALASE2-Mutante (cat2) weist niedrige GSH-Spiegel durch
einen Defekt in dem Entgiftungsvorgang von H,0, auf. Von den 454 differenziell regulierten
Genen in cat2, waren lediglich 122 Gene mit rm/1-1 gemeinsam reguliert. Darunter waren einige
TF, UDP-Glukosyltransferasen sowie GSTs (Queval and Foyer, 2012). Im Vergleich dazu wurden
HSP-Transkripte wie HSP70 oder AtHSP90.1 in der in cat2 induziert und in der rm/1-1 Mutante
reprimiert (Queval and Foyer, 2012; Schnaubelt et al., 2015). Die BSO-Behandlung fiihrte zu
keiner Regulation dieser Gene (Koprivova et al.,, 2010). Eine mogliche Erklarung fir die
Unterschiede zwischen rml/1-1 und cat2 liegen in der fehlenden Veranderung des GSH:GSSG-
Verhaltnisses in rml1-1. Cat2 hingegen akkumuliert unter photorespiratorischen Bedingungen

anstelle von GSH GSSG (Queval et al., 2007).

Es ist bekannt, dass eine BSO-Behandlung zu einer starken Oxidation des Zytosols fihrt (Meyer

et al., 2007). Zudem zeigte eine Behandlung von zehn Tage alten Arabidopsis-Keimlingen mit
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1 mM BSO eine nahezu vollstdndige Depletion des GSH-Pools sowie ein Anstieg des Redox-
Potentials auf — 260 mV (Schnaubelt et al., 2015). Wie bereits unter 1.2.2 beschrieben, haben
zudem strukturell unterschiedliche RES die Fahigkeit kovalent an GSH zu binden. Es konnte
gezeigt werden, dass SF und AITC in einer konzentrationsabhangen Weise zu einer Depletion
des zelluldren GSH-Pool fuhren (@verby et al., 2015; Andersson et al., 2015). Andersson et al.
(2015) konnten nach Inkubation mit SF zudem eine Erhéhung des GSH/GSSG Redox-Potential
verzeichnen. @verby et al. (2015) folgerten, dass eine reversible Depletion des Glutathion-Pools,
neben der Induktion oxidativen Stresses und erhdhter GST-Genexpression, ein Teil der
physiologischen Antwort der Pflanze auf exogene AITC-Gabe sein kann. Eine Anderung des
Redox-Potentials als Folge von GSH-Depletion wird fir SF als ein potentieller Wirkmechanismus
in Pflanzenzellen sowie in Sdugetierzellen diskutiert (Valgimigli and lori, 2009; Andersson et al.,

2015).

1.5 Metabolische Reaktion von Arabidopsis auf RES-Intoxikation
RES sind in hohen Konzentrationen generell toxisch und mutagen fir pflanzliche Zellen (Mueller
and Berger, 2009). Zudem haben einige RES eine schadigende Wirkung auf das Photosystem Il
(PSII) (Alméras et al., 2003; Berger et al., 2007). Fiir OPDA, Acrolein, 13- Ketooctadecatriensdure
(KOTE), MVK und einige weitere RES mit einer o,B-ungesattigten Carbonylgruppe konnte in
Arabidopsis-Blatter nach Infiltration mit einer Konzentrationen von je 20 umol/l eine extreme
Reduzierung der maximale Quantenausbeute (Fv/Fm) des PS |l gezeigt werden (Alméras et al.,
2003). Im Allgemeinen sind Chloroplasten die empfindlichsten pflanzlichen Organellen unter
oxidativen Stressbedingungen. Die innere Chloroplasten- sowie die Thylakoidmembran
bestehen hauptsachlich aus den Galactolipiden Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) und
Digalactosyldiacylglycerol (DGDG) (Block et al., 1983). Neben ihrem beachtlichen Anteil von ca.
80 % innerhalb der Chloroplastenmembran sind sie Bestandteile der Photosysteme | und II.
MGDG ist zudem im Cytochrom-b6f-Komplex vorhanden. Es konnte bestatigt werden, dass diese
Galactolipide fiir diverse Prozesse in der Photosynthesereaktion von elementarer Bedeutung
sind (Li and Yu, 2018). Chloroplastidare MGDGs und DGDGs bestehen aus einem Diacylglycerol
(DAG) mit einer ungesattigten C18-Fettsdure an der sn2 Position und einer ungesattigte C18

oder C16 Fettsdure an der snl Position. Als Kopfgruppe sind an der sn3 Position eine oder zwei
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Galaktose-Gruppen gebunden. Unter verschiedenen Stressbedingungen sind die mehrfach
ungesattigten C18- und Cl6-Fettsauren wie Linolensaure (C18:3, Anzahl
Kohlenstoffatome:Anzahl cis Doppelbindungen) ein haufiger Angriffspunkt von enzymatischen
oder nicht-enzymatischen Oxidationen und fungieren als Substrat fir die Generierung von
Oxylipinen wie OPDA (Li and Yu, 2018). OPDA kann entweder in den Chloroplasten mit MGDG zu
sogennanten Arabidopsiden verestern oder aus den Chloroplasten exportiert werden. Der
exakte katabolische Prozess des MGDG Umsatzes unter Stressbedingungen ist noch nicht

bekannt, da die Lipase, welche Fettsduren freisetzt, weiterhin unbekannt ist (Li and Yu, 2018).

Eine Anderung der Lipidkomposition mit einer Akkumulation an Triacylglycerolen (TAG) ist ein
Phanomen, was bereits bei Hitzestress, Exposition gegeniiber Ozon, Trockenstress und
Stickstoff-Mangel beobachtet wurde (Sakaki et al., 1990; Gaude et al., 2007; Mueller et al.,
2015). TAG-Verbindungen bestehen aus drei Fettsdauren verestert an ein Glycerin Riickgrat. Sie
bilden aufgrund unterschiedlicher Kettenlange und Grad der Saturierung eine heterogene
Gruppe mit unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften (Yen et al., 2008).
Bei der de novo Synthese erfolgt eine schrittweise Acylierung der Ausgangssubstanz Glycerol-3-
Phosphat (G3P) im ER (Chapman and Ohlrogge, 2012). In Untersuchungen der metabolischen
Reaktion von Arabidopsis-Keimlingen auf Hitzestress konnte gezeigt werden, dass hauptsachlich
C18:3 und C16:3 Fettsauren in TAG akkumulieren. Diese Lipid-Komposition deutet auf einen
chloroplastidaren Ursprung und MGDGs als Fettsdaure-Spender hin (Mueller et al., 2017). Neben
der de novo Synthese, dem sogenannten Kennedy-Weg (Dennis and Kennedy, 1972), wurde im
Jahr 2000 bei Studien mit Hefen und Pflanzen ein weiterer TAG-Syntheseweg identifiziert
(Dahlqvist et al., 2000). Unter Stressbedingungen kénnen die TAG-Vorlaufermolekiile DAG als
Nebenprodukt der Aktivitdt des membranstandigen Enzyms SENSITIVE TO FREEZING 2 (SFR2)
entstehen, welches die Ubertragung einer Galactosegruppe von einem MGDG auf ein weiteres
Galactolipid katalysier (Moellering et al., 2010). Das Enzym PHOSPHOLIPID:DIACYLGLYCEROL-
ACYLTRANSFERASE (PDAT) katalysiert anschlieBend die Ubertragung einer Fettsiure auf die sn3
Position in DAGs. Diese Fettsdure stammt aus dem Phosphatidylcholin (PC)-Pool (Dahlgvist et
al., 2000). Es entsteht ein TAG und als Nebenprodukt ein Lyso-PC, welches Uber eine

Acyltransferase wieder zu PC regeneriert werden kann (Dahlqvist et al., 2000; Banas et al., 2000;
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Xu et al., 2012). Die verschiedenen TAG-Synthesewege sind in Abbildung 7 dargestellt. In
Arabidopsis wurden sechs PDAT-like-Gene identifiziert, welche PDAT Enzyme kodieren, wobei
PDAT1 die meiste Aktivitat zeigte (Chapman and Ohlrogge, 2012). In Analysen der T-DNA-
Insertionsmutante pdatl konnten unter Normalbedingungen deutlich reduzierte TAG Levels
(57 % des Wildtyp-Gehalts) gemessen werden (Fan et al., 2013b). Weiterhin zeigten pdatl

Keimlinge eine deutlich hohere Sensitivitat gegenliber freien Fettsauren (Fan et al., 2013a).

Lipid-Remodeling TAG de novo Synthese

TGDG

DAG '
SFR2 %

- ) 550 G
feinte PDAT
DGDG DAG ﬁ" m

FR2 PC Lyso-PC

MGDG U
MGDG

AuBere Chloroplasten-
membran

DAG | <P I < | G3P

Zytosol

Abbildung 7: Modell verschiedener TAG-Synthese Wege. Abbildung verandert nach Miiller, 2017.

In hohen Konzentrationen wirken freien Fettsduren und andere Lipid-Intermediate toxisch auf
Zellen und kénnen zum Tod der Zelle flihren. Untersuchungen in Hefen und tierischen Zellen
weisen darauf hin, dass eine TAG Akkumulation eine grofe Rolle beim Abfangen freier
Fettsduren in Lipid-Trépfchen spielt und so vor Lipotoxizitat schiitzen kann (Zhang et al., 2003;
Listenberger et al., 2003; Ducharme and Bickel, 2008; Kohlwein, 2010). Fan et al. (2013a)
folgerten, dass auch in Arabidopsis eine intakte TAG Synthese Zellen vor einem Zelltod, welcher

durch eine Uberladung von freien Fettsduren induziert wird, schiitzen kann.
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Neben ihrer Beteiligung am Membran-Umbau sowie dem Schutz vor freien toxischen
Fettsdauren, haben TAGs noch weitere Funktionen. So fungieren sie in den meisten Organismen
als Speichermolekil fir Fettsduren sowie als hochkonzentrierte Kohlenstoff- und
Energiespeicher. Arabidopsis Samen bestehen zu ca. 35 % des Gesamtgewichts aus TAGs (Li-

Beisson et al., 2013).

1.6 Zielsetzung
Reaktive elektrophile Spezies liegen unter basalen Bedingungen in sehr geringen
Konzentrationen in den Zellen vor. Eine Gewebsverletzung wie Verwundung flhrt in Arabidopsis
thaliana lokal zur Generierung sehr hoher Konzentrationen an ITC (Andersson et al., 2015). Da
ITCs lipophil und membrangangig sind, kann sich die ITC-Konzentration mit zunehmendem
Abstand vom Ort des Schadens durch Diffusion in das umliegende Gewebe verdlnnen.
Wahrend RES in hohen Konzentrationen toxisch fiir Zellen sind, kann bei niedrigeren
Konzentrationen (Substanzabhdngig 1-100 uM) eine Induktion von Genen in der Wirtspflanze
beobachtet werden (Vollenweider et al., 2000; Mueller and Berger, 2009). Diese Gene sind
hauptsachlich an zwei Prozessen beteiligt: Hitzeschock und Entgiftungsvorgangen (Farmer and

Mueller, 2013).

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob eine RES-vermittelte Geninduktion fir die
Pflanze eine protektive Wirkung vor weiteren Stressstimuli hat. Als méglichen Mechanismus zur
Regulation von RES-induzierten Markergenen wurden in der vorliegenden Arbeit die Hypothese
der kovalenten Bindung von RES an Zielproteine und die Hypothese der Veranderung des
zelluldren Redox-Potentials durch kovalente Modifikation von GSH, wie es von Andersson et al.

(2015) fur SF postuliert wird, diskutiert.
Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher:

1. ldentifizierung charakteristischer RES-induzierter bzw. reprimierter Markergene.
Dazu sollten Transkriptomanalysen nach Zugabe verschiedener RES wie SF, BITC und

PGA; durchgefiihrt und mit publizierten Transkriptomanalysen verglichen werden.
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2.

Identifizierung des RES-Signaltransduktionsmechanismus.

Dazu sollte zunachst geklart werden, inwieweit abhangig von der Konzentration an RES
das GSH/GSSG Gleichgewicht sowie das Redox-Potential verschoben werden und ob
mogliche Anderungen mit Geninduktionen korrelieren. Dariiber hinaus sollte geklart
werden, ob die publizierten GSH/GSSG-abhangigen Redox-Markergene auch durch SF

reguliert werden.

Aufklarung der physiologischen Bedeutung von SF als Signalmolekdl.

Zunachst sollte die Frage beantwortet werden ob nach Stress relevante SF-
Konzentrationen erreicht werden und inwieweit die SF-induzierte Genregulation zur Re-
programmierung der Genexpression nach Stress beitrdgt. Dazu sollten zunachst
endogene SF-Konzentrationen nach Verwundungsstress bestimmt werden. Der
Nachweis Uber eine Beteiligung von SF an der stressinduzierten Genregulation sollte mit
Hilfe von SF-Biosynthesemutanten gefiihrt werden. Zudem sollten Hinweise erhalten

werden, ob RES vor chemischer Intoxikation schiitzen kdnnen.

Untersuchung endogener Mechanismen der Wirtspflanze zum Schutz vor Selbst-
Intoxikation.

Dazu sollen durch die Analyse des Lipidmetabolismus und dabei insbesondere des TAG-
Akkumulation Hinweise auf einen moglichen Membran-Lipid-Remodeling-Prozess nach

Intoxikation mit toxischen RES-Konzentrationen erhalten werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien
Die Chemikalien und die Losemittel, die unter 2.2. nicht aufgelistet sind, wurden von folgenden
Herstellern bezogen: AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm) oder Roth

(Karlsruhe).

2.2 Spezielle Chemikalien

Benzyl-Isothiocyanat (BITC) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Butylhydroxytoluol (BHT) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Dicamba Syngenta Agro GmbH, Maintal, DE
Diethylpyrocarbonat (DEPC) AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Diuron (DCMU) Fluka, Neu-Ulm, DE

Gamborg B5-Vitamine Duchefa Biochemie B.V, Haarlem, NL
Glycogen Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Glyphosat Merck KGaA, Darmstadt, DE
Metribuzin Bayer AG, Leverkusen, DE
Murashige&Skoog (MS) Salze Duchefa Biochemie B.V, Haarlem, NL
myo-Inositol AppliChem GmbH, Darmstadt, DE
Nuklease-freies Wasser (R0582) Thermo Scientific, Schwerte, DE

S-Methylmethanethiosulfonate (MMTS) Merck KGaA, Darmstadt, DE

cis-(+)-12-Oxophytodiensaure (OPDA) Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie
Prostaglandin A; (PGA,) Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA
Phyto Agar Duchefa Biochemie B.V, Haarlem, NL
Radicicol Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA

2.3 Enzyme, Puffer und andere Reagenzien

Absolute™ gPCR SYBR® Green Capillary Mix Thermo Scientific, Schwerte, DE
DNase | Amplification Grade Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP) Set Thermo Scientific, Schwerte, DE
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M-MLV Reverse Transkriptase RNase H(-)
M-MLV Reverse Transkriptase Puffer (5x)
NucleoSpin®RNA

peqGOLD TriFast™

2.4 Interne Standards (IS)

BITC-GSH (100 uM, geldst in 90 % MeOH, 0,1 %

Ameisensaure)

Dg-DL-Sulforaphan (10 uM, geldst in 90 % MeOH)

Glutathion-Ethylester (GSH-EE) (500 uM, gelost in

H,O/MeOH (1:1; v:v))

Sinigrin (10 mM, gel6st in 59 % MeOH)

TAG 30:0 (10:0-10:0-10:0) (0,1 mg/ml, geldst in

CHCl3/MeOH/H,0 (4:1:0,1; v:v:v))

2.5 Laborgerate
Autoklav Systec-VE-150

Agarose-Gel Dokumentation

Binder-Wachstumsschrank (KBW 240)

CFX Connect™ real-time System
Chemilumineszenzkamera/ VisiLuxx Imager
Thermo Stat plus Heitzblock

Imaging-Pam M-Series MAXI Version
Pflanzenwachstumsschrank AR66L

Kreisschittler 3015 (ca. 100 U/min)

Kihlzentrifuge 5417R

pH-Meter inoLab pH 7110

Promega GmbH, Mannheim, DE
Promega GmbH, Mannheim, DE
Macherey-Nagel, Diiren, DE

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE

Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie

Lipidox, Stockholm, SWE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Systec GmbH, Linden, DE

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen, DE

Binder GmbH, Tuttlingen, DE

Bio-Rad Laboratories Inc., Miinchen, DE
Visitron Systems GmbH, Puchheim, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Heinz Walz GmbH, Effeltrich, DE
Percival Scientific, Inc., Perry, lowa, USA

GFL Gesellschaft fir Labortechnik mbB,
Burgwedel, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

WTW GmbH, Weilheim, DE
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Reinstwasseranlage Millipore, Schwalbach, DE

Rotations-Vakuum-Konzentrator 2-18 Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode, DE

Schwingmiihle MM400 Retsch GmbH, Haan, DE
Spektrophotometer Nanodrop 1000 Thermo Scientific, Schwerte, DE
Thermocycler Eppendorf AG, Hamburg, DE
XPE205-Analysewaage Mettler-Toledo AG, Greifensee, CHE

2.6 Pflanzenanzuchtsmedium (Murashige-Skoog-Medium)

3 %-iges Zuckermedium Zuckerfreies Medium

MS-Salze (incl. MES) 4,8 g/l 4,8 g/l
B5-Vitamine 1 ml/I 1 ml/I
Myo-Inositol 0,2 g/l 0,1g/l
Saccharose 30 g/l -

pH (eingestellt mit KOH) 5.7+/-0.3 5.7+/-0.3

Die Medien wurde jeweils bei einer Temperatur von 121° C und einem Druck von 2 bar

autoklaviert.

2.7 Pflanzenmaterial
Fir die Experimente wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen des Okotyp Columbia 0 (Col-0)
verwendet. Die verwendeten Mutanten-Linien haben Col-0 als Hintergrund. Hsfalabde hat
zudem Wassilewskia (WS) als Hintergrund. Die transgenen Arabidopsis-Linien mit deren

Bezugsquelle sind in Tabelle 1 aufgelistet.
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Tabelle 1: Transgene Arabidopsis-Linien

Bezeichnung Referenz

cyp79b2cyp79b3 Dr. Tamara Gigolashvili (Lehrstuhl fr Botanik, Universitat
Koln)

GST6::Luc Karam B. Sinh (Centre for Environmental and Life Sciences,
Australia)

hsfalabde Kazuko Yamaguchi-Shinozaki, Tokio, Japan (Yoshida et al.,
2011)

myb28myb29 Dr. Tamara Gigolashvili (Lehrstuhl flr Botanik, Universitat
K6ln)

myb28myb29cyp79b2cyp79b3 Dr. Tamara Gigolashvili (Lehrstuhl flr Botanik, Universitat
K6ln)

tggltgg2 Dr. George Jander (Boyce Thompson Institut, Universitat
Cornell)

2.7.1 Samensterilisation
Zur Sterilisation der Samen wurden diese in einem 1,5-Eppendorf-Reaktionsgefall mit 1 ml
Ethanol (75 %) fir 2 Minuten inkubiert. Nach Abnahme des Alkohols wurden die Samen mit
700 ul 1,5 %-iger (v/v) Natriumhypochlorit-Losung, die mit 0,1 % Tween versetzt war, fir
10 Minuten behandelt. AnschlieRend wurden die Samen 5 Mal mit je 1 ml sterilem Wasser

gewaschen.

2.7.2 Pflanzenanzucht auf Erde
Fir die Pflanzenanzucht auf Erde wurden Samen direkt auf Standardanzuchterde ausgesat und
nach 11 Tagen pikiert. Die Anzucht erfolgte in einer Klimakammer mit Kurztagbedingungen

(22 °C, 8 Stunden Licht) mit einer Lichtintensitat von 80 UE.

2.7.3 Pflanzenanzucht in Fliissigmedium
Zur Pflanzenanzucht in Flissigmedium wurden jeweils 10 sterile Samen in einem Loch der 24-
Lochplatte der Firma Nunc™, gefiillt mit 1 ml sterilem MS-Medium mit 3 % Zucker (siehe
Material und Methoden 2.6), kultiviert. Zur Synchronisation der Keimung wurden die Samen
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zundachst fir 2—3 Tage bei 4 °C stratifiziert. AnschlieRend erfolgte die Kultivierung bei 22 °C bei
einer Belichtungszeit von acht Stunden und Belichtungsstarke von 80 pE in einem Klimaschrank
der Firma Percival auf einer Schittelplatte (100 U/min). Nach sieben Tagen wurde das Medium
steril gegen frisches MS-Flissigmedium ausgetauscht. Bei Experimenten zur Bestimmung der
Photosynthese-Effizienz und der Uberlebensrate wurden die Keimlinge am Tag sieben auf MS-

Medium ohne Zucker umgestellt.
2.8 Experimentelle Behandlung der Pflanzen

2.8.1 Chemische Behandlung von Arabidopsis thaliana
Fir die chemische Behandlung wurden zehn Tage alte Keimlinge verwendet, die in MS-
Flissigmedium mit 3 % Zucker angezogen wurden. Die Behandlung erfolgte in 500 pl frischen
MS-Medium (mit 3 % Zucker oder ohne Zucker), das mit der zu testenden Chemikalie in
entsprechender Konzentration versetzt war. Um toxische Effekte des Ldsungsmittels
auszuschlieBen, wurde eine Endkonzentration des Lésungsmittels von 2 % (v/v) nicht
Uberschritten. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurden die Keimlinge auf einem
Zellstofftuch abgetupft und in 2 ml-Schraubdeckel-Reaktionsgefdlle Uberfliihrt. Anschliefend
wurde das Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei — 80 °C aufbewahrt.

Flr Experimente zum chemischen Priming wurden die Keimlinge einen Tag vor der Behandlung
mit toxischen BITC-Konzentrationen in 500 pl zuckerfreiem MS-Medium und den zu
untersuchenden Chemikalien behandelt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gegen Medium
mit der toxischen Behandlung ausgetauscht. Fiir Experimente zum Hitze-Priming inkubierten die
Keimlinge in 1 ml zuckerfreiem MS-Medium zunachst fir zwei Stunden bei 37 °C in einem Binder
Warmeschrank und anschlieBend fiir weitere zwei Stunden bei 22 °C. Danach wurden die

Keimlinge wie oben beschrieben fiir zwei Stunden chemisch behandelt.

2.8.2 Bestimmung der Uberlebensrate
Zur Quantifizierung der Uberlebensrate wurden die Keimlinge nach der Behandlung fiir weitere
sieben Tage im Klimaschrank unter den oben genannten Bedingungen kultiviert. AnschlieRend
wurde die Uberlebensrate durch Auszdhlen bestimmt. Keimlinge galten als ,lebend”, wenn sie
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weitere Blatter ausgebildet hatten. Als ,tot“ wurden Keimlinge klassifiziert, wenn die

Folgeblatter ausgeblichen waren und kein weiteres Wachstum stattfand.

2.8.3 Verwundung
Die Verwundung erfolgte nur an wohl entwickelte Rosettenblatter von 6—7 Wochen alten
Pflanzen. Hierflr wurde mit einer Pinzette je einmal langs die Mittelrippe des Rosettenblattes
durch Quetschung verwundet. Nach festgelegten Zeitpunkten wurden je 6 Blatter
abgeschnitten, in Alufolie eingepackt, mit fllissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei — 80 °C gelagert.
2.9 Molekularbiologische Arbeiten

2.9.1 RNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial
Zur lIsolierung der RNA wurden Keimlinge (ca. 100 mg), welche nach der Ernte in einem 2 ml-
SchraubdeckelreaktionsgefalR tberfiihrt und mit fliissigen Stickstoff eingeforen wurden, fir
2 Minuten bei 20 Hz mit einer Zirkoniumoxid-Kugel in der Kugelmihle homogenisiert.
Pflanzenmaterial von Erdpflanzen wurde manuell homogenisiert und ca. 100 mg in ein 2 ml-
Schraubdeckelreaktionsgefal} eingewogen. Anschlieffend wurde 1 ml Trizol hinzugegeben, die
Probe gut durchmischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 200 pl
Chloroform hinzugefiigt und fiir weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zentrifugation (10 Minuten, 4 °C, 14000 rpm) wurde die wassrige Phase in ein steriles 1,5 ml-
Reaktionsgefald Gberflhrt und mit 600 pl Isopropanol versetzt, um die RNA auszufallen. Hierflr
wurde die Probe 15 Sekunden geschiittelt und weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (15 Minuten, 4 °C, 14000 rpm) und der
Uberstand verworfen. Die pelletierte RNA wurde mit 500 ul kaltem 70 % Ethanol in DEPC-
Wasser gewaschen und zentrifugiert (5 Minuten, 4 °C, 14000 rpm). Der Waschschritt wurde mit
500 ul 70 % Ethanol wiederholt. Zuletzt wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in
25 ul DEPC-Wasser gelost. RNA-Proben, welche zur Microarray-Analyse vorbereitet wurden,

wurden in 35 pl Nuclease-freiem Wasser gelost.
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2.9.2 Quantifizierung der RNA
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die Extinktion der RNA bei einer Wellenlange
von 260 nm an einem UV/Vis-Spektralphotometer bestimmt. 40 ng RNA in einen Mikroliter
Losung weisen eine optische Dichte (OD) von 1 auf. Die Konzentration der RNA (cgna) ldsst sich

anschlieRend durch folgende Formel berechnen:
ng ng
CRNA (ﬁ) = Ez60 ¥ 40 (m)

2.9.3 DNAse-Verdau und RNA-Fillung

Die Entfernung stérender DNA in der Probe erfolgte durch eine DNAse | Restriktion. Dazu wurde
zu 1 ug Gesamt-RNA 1 ul 10 x DNAse-Puffer, 1 ul DNAse und 8 pl DEPC-Wasser zugegeben und
der Ansatz fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNAse wurde durch Zugabe von
1 ul 25 mM EDTA und anschlieRender Inkubation fiir 10 Minuten bei 65 °C inaktiviert. Danach
wurde die Probe mit 90 ul DEPC-Wasser versetzt. Durch Zugabe von 1 ul Glycogen (20 mg/ml),
10 ul 5 M Ammoniumacetat und 100 ul gekiihltem Isopropanol wurde die RNA (ber Nacht bei
— 20 °C gefallt.

2.9.4 cDNA-Synthese
Nach Reinigung und Fallung der RNA wurde diese zentrifugiert (15 Minuten, 4 °C, 14000 rpm),
um anschlieBend das entstandene Pellet 2 Mal mit 500 pl kaltem 70 % Ethanol zu waschen
(15 Minuten, 4 °C, 14000 rpm). Die Uberstinde wurden verworfen, die RNA wurde bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend in 7 ul DEPC-Wasser aufgenommen und auf Eis
gekihlt. Zur cDNA-Synthese wurden in einem PCR-Reaktionsgefal zu der geldsten RNA 2 ul 5 x
M-MLVxRT Reaktionspuffer, 0,5 ul 10 mM dNTPs und 0,4 pl 100 mM Oligo dT-Primer
hinzugegeben und der Ansatz flir 2 Minuten auf 65 °C erhitzt. Nach Abkiihlung der Proben auf
Eis wurden je 0,4 ul Reverse-Transkriptase hinzugegeben. Die Ansatze inkubierten eine Stunde
bei 42 °C. Die Denaturierung der Reverse-Transkriptase erfolgte anschlieBend durch eine 15-

minUltige Hitzebehandlung bei 70 °C.
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2.9.5 Quantitative real-time PCR
Die quantitative real-time PCR stellt eine sensitive Methode zum Nachweis von Nukleinsdauren
dar. Die Detektion und Quantifizierung der DNA in Echtzeit erfolgt durch Fluoreszenzmessung
des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green. Dieser lagert sich wahrend der PCR-
Reaktion in die doppelstrangige DNA ein. Die Quantifizierung wird moglich, da die Fluoreszenz
proportional mit der Menge der Amplifikate zunimmt. Mit Hilfe dieser Kinetik kann
anschlielend die eingesetzte Menge an DNA bestimmt werden. Bei der Verwendung von SYBR-
Green handelt es sich um eine Methode mit hoher Sensitivitat und geringer Spezifitat, daher
sollte zusatzlich die Spezifitdt durch eine Schmelzkurvenanalyse am Ende der PCR untersucht

werden.

Zur Quantifizierung der Genprodukte wurde cDNA als Matrize verwendet. Je 2 ul cDNA wurden
dazu in 20-facher Verdiinnung in eine 96-Lochplatte mit je 10 ul SYBR-Green Mix und je 8 ul des
Primermix (siehe Tabelle 2) versetzt. Zur relativen Quantifizierung wurde das externe
Referenzgen AKTIN2/8 gemessen. Die quantitative real-time PCR wurde im RealPlex
Mastercycler  (Eppendorf) mit dem SYBR Green Mix (Thermo) mit dem

Amplifizierungsprogramm in Tabelle 3 und den Primern in Tabelle 4 durchgefihrt.
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Tabelle 2: Reaktionsansatz quantitativer real-time PCR

cDNA 2 ul

SYBR-Green Mix 10 ul

Primer-Mix: 8 uL
Primer forward (100 uM gel6st in HPLC- 4 pl (Endkonzentration 1,5 uM)
grade-H,0)
Primer reverse (100 uM gel6st in HPLC- 4 ul (Endkonzentration 1,5 uM)
grade-H,0)
HPLC-H,0 ad 20 ul

Tabelle 3: Amplifizierungsprogramm

Initiale Denaturierung 15 min
Denaturierung 15 sek 95 °C
Primerhybridisierung 20 sek 58 °C

45 Zyklen
Polymerisation 20 sek 72 °C
Finale Polymerisation 10 sek 95 °C
Finale Denaturierung 5 sek 65-95 °C

Kihlung oo 10°C
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Tabelle 4: Primer zur Amplifikation der cDNA mit Hilfe der quantitativen real-time
PCR (fwd= forward, rev= reverse)

Gen Amplifikat [bp] Primersequenz: (5°->3°)

CYP81D11 (AT3G28740) 343 fwd ATTGCCGAGGTAGTTGT
rev TTGCCTTTCGTAATACT

GST6 (AT2G47730) 273 fwd CTCGGTGGGAAAAGTTTAG

rev AAACATTAAGTGACAGAAC

GSTU25 (AT1G17180) 233 for ACATCGACGAAGTTTGGCCT

rev CTCCCCAAATCAACCTCGCT

HSP101 (AT1G74310) 287 for TGAGCTAGCTGTGAATGCAG

rev TCAACTGGTCAACAGCCAAA

TOLB (AT4G01870) 282 for CAACAGACTCTATTTCATC

rev CGCTCGCAGATAACCACTC

HSP26-5 (AT1G52560) 175 for GTGAAAGAGGTTTGGTCGG

rev TGTTACGCCAGAGGCTTTTT

HSFA2 (AT2G26150) 121 for CAGCAAGGATCTGGGATGTC

rev GCTGTTGCCTCAACCTAACT

HSP17.611 (AT5G12020) 102 for AAGTCCCCGAAGACCACAAC

rev CGATGACGTCAGCAGGTGTA

2.9.6 Microarray-Analyse
Zur Probenahme fiir die Hybridisierung wurden je zwei Locher einer 24-Lochplatte mit jeweils
10 zehn Tage alte Arabidopsis thaliana-Keimlinge, welche zuvor fiir vier Stunden in MS-Medium
mit 3 % Zucker versetzt mit 100 uM SF, 100 uM BITC oder 75 uM PGA; behandelt wurden, in
einem 2 ml-Schraubdeckel-Reaktionsgefal} vereinigt und mit flissigen Stickstoff eingefroren. Pro
Behandlung wurden insgesamt drei unabhdngige Replikate hergestellt. Nach manueller

Homogenisierung wurden ca. 80-100 mg zur RNA lIsolation (wie unter 2.9.1 beschrieben)
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entnommen. Die isolierte RNA wurde in 60 ul Nuklease-freiem Wasser gelost und anschlieRend
durch das NucleoSpin®RNA-Kit von Macherey-Nagel auf aufgereinigt. Hierbei wurde

entsprechend der Anleitung des Herstellers vorgegangen.

Am Lehrstuhl fiir Biochemie der Universitat Erlangen erfolgte die Transkriptom-Analyse. Hierfir
wurden  Agilent  4x44K  Arabidopsis V4  (Design-Nr.  021169)  Microarray-Chip
(http://www.agilent.com) verwendet. Die RNA-Qualitdt wurde mit Hilfe des Agilent RNA 6000
Nano Chip Kit in einem Agilent 2100 Bioanalyzer (vB.02.03.BSI307) untersucht. Die RNA-
Quantitdat wurde mit einem ND-100 Spektrophotometer (v3.3.0) bestimmt. Fir die Cy3 cDNA
Markierung wurden 200 ng RNA verwendet. Die Markierung und Aufbereitung der RNA erfolgte
nach Angaben des Herstellers mit dem One-Color Microarray-basiertem Genexpression-Analyse
Protokoll, welches das One-Color RNA-Spike-in Kit (v5.0.1, 2006; Agilent Technologies, Santa
Clara) beinhaltet. Die Hybridisierung auf die Microarray-Chips erfolgte bei 65 °C fir 17 Stunden.
Die Microarray-Chips wurden anschlieffend mit dem Agilent Microarray Scanner im ,extended
Dynamic range“-Modus (XDR) bei einer Hochauflésung von 5 um erfasst. Zuletzt wurden die
Daten unter Verwendung der ,feature extraction“-Software (v11.5.1.1; Agilent Technologies)

mittels eines Standard-Protokolls (GE1_1105_Oct1) extrahiert.

Die bioinformatische Auswertung der Daten erfolgte am Lehrstuhl fir Bioinformatik der
Universitat Wdirzburg. Fur die Datenvorbereitung wurde die open Source Software
,Bioconductor” verwendet (Huber et al.,, 2015). Die Normalisierung der Rohdaten erfolgte
mittels des R-Paket ,Limma“ (Bioconductor). Differenziell exprimierte Gene wurden ebenfalls
mittels dieses Paktes selektiert. P-Werte wurden durch die ,false discovery rate“ (FDR)

korrigiert (Benjamini, Y. and Hochberg, Y., 1995).
2.10 Analytik
2.10.1 Extraktionen

2.10.1.1 Extraktion von SF und SF-GSH
Zur Extraktion von SF sowie SF-GSH wurden ca. 50 mg gefrorenes, pulverisiertes

Pflanzenmaterial mit 500 pul 80 °C warmen MeOH (90 %, p.a.) mit 0,1 % Ameisensaure versetzt.
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Als IS wurden pro Probe 50 pmol Dg-DL-SF, 50 nmol Sinigrin und 500 pmol BITC-GSH
hinzugegeben. AnschlieBend inkubierten die Proben eine Minute bei 80 °C in einem Wasserbad
und wurden bei 23 Hz mit einer Zirkoniumoxid-Kugel in der Kugelmihle fir 2 Minuten
homogenisiert. Nach einer Zentrifugation (10 Minuten, 14000 rpm, RT) wurde der Uberstand in
ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Zum Schluss wurde der Uberstand fiir 6 Minuten
zentrifugiert (14000 rpm, RT) und 70 ul des Uberstands in ein UPLC-Halbmikro-Gliaschen
Uberfuhrt. Die Proben wurden bei — 20 °C bis zur Analyse mittels UPLC-MS/MS aufbewahrt.

2.10.1.2  Extraktion von Glutathion
Zur Extraktion von oxidiertem und reduziertem Glutathion wurden ca. 50 mg gefrorenes,
pulverisiertes Pflanzenmaterial mit 500 ul Extraktionslosung [MeOH/Wasser (1:1; v:v), 8,47 mM
MMTS, 0,5 % HCI)] versetzt. Als IS wurden pro Probe 10 nmol GSH-EE hinzugegeben.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 Minuten im Ultraschallbad homogenisiert. Nach einer
20-mindtigen Inkubation auf Eis wurden die Proben zentrifugiert (14000 rpm, 10 Minuten, 4 °C).
Zum Schluss wurde der Uberstands in ein UPLC-Halbmikro-Glaschen tberfiihrt und bei — 20 °C

bis zur Analyse mittels UPLC-TOF aufbewahrt.

2.10.1.3 Extraktion von Lipiden
Zur Extraktion der Lipide wurde ca. 50 mg gefrorenes Pflanzenmaterial mit 1 ml
Chloroform/MeOH (3:2; v:v) mit 0,6 mg/ml BHT versetzt. Als IS wurden pro Probe 100 ng TAG
30:0 (10:0-10:0-10:0) hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 21 Hz
in geklhlten Revolvern mit einer Zirkoniumoxid-Kugel in der Kugelmihle homogenisiert. Danach
wurde zu den Proben 200 ul MilliQ-Wasser hinzugefiigt, erneut bei 21 Hz in der Kugelmihle fiir
10 Minuten homogenisierten und zentrifugiert (10 Minuten, 14000 rpm, RT). 500 ul der
Chloroform-Phase wurden in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR Gberfihrt und mittels Vakuum-
Rotationsverdampfer bei 30 °C zur Trockene eingeengt. Anschliefend wurden die Proben fir
zwei Stunden bei RT in 50 pl Isopropanol riickgel6st. Zum Schluss wurden die Proben erneut
zentrifugiert (6 Minuten, 14000 rpm, RT) und 50 pl des Uberstands in ein UPLC-Halbmikro-
Glaschen (berfiihrt. Die Proben wurden bei — 20 °C bis zur Analyse mittels UPLC-TOF

aufbewahrt.
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2.10.2 HPLC-Methoden
Die chromatographische Auftrennung der Proben erfolgte mittels Ultra High Performance Liquid
Chromatograph Acquity UPLC™ der Firma Waters. Diese Anlage setzt sich aus einem Acquity
UPLC Bindrem Hochdruck-Gradientenmanagement System, einem Acquity UPLC
Probenmanager sowie einem Acquity UPLC Saulenofen zusammen. Die Losemittelgradienten

der Analyten sind im Folgenden beschrieben.

2.10.2.1 Chromatographische Auftrennung von SF und SF-GSH
Zur chromatographische Auftrennung von SF und SF-GSH wurde eine Acquity UPLC™ BEH C18
Saule (PartikelgroRe: 1,7 um, Durchmesser: 2,1 mm, Lange: 50 mm) verwendet, welcher zum
Schutz ein In-Line-Partikelfilter (0,2 um) sowie eine Vorsaule Acquity UPLC VanGuard™ BEH C18
(PartikelgroRe: 1,7 um, Durchmesser: 2,1 mm, Lange: 5 mm) vorgeschalten war. Tabelle 5 zeigt

den verwendeten Losemittelgradient zur Analyse von SF und SF-GSH.

Tabelle 5: Losemittelgradient zur chromatographischen Auftrennung von SF und SF-GSH Eluent
A: 1 mM Ammoniumacetat, Eluent B: Methanol

Zeit Flussrate EluentA EluentB

[min] [ml/min] [%] [%]
0,00 0,2 95 5
5,00 0,2 40 60
5,01 0,2 0 100
6,50 0,2 0 100
6,51 0,2 95 5
9,50 0,2 95 5

2.10.2.2 Chromatographische Auftrennung von GSH und GSSG
Zur chromatographische Auftrennung von GSH und GSSG wurde eine Acquity UPLC™ BEH C18
Saule (PartikelgroBe: 1,7 um, Durchmesser: 2,1 mm, Lange: 100 mm) verwendet, welcher zum
Schutz ein In-Line-Partikelfilter (0,2 um) sowie die Vorsiule Acquity UPLC VanGuard™ BEH C18
(PartikelgroBe: 1,7 um, Durchmesser: 2,1 mm, Ldnge: 5 mm) vorgeschaltet wurde. Tabelle 6

zeigt den verwendeten Losemittelgradient zur Analyse von GSH und GSSG.
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Tabelle 6: Losemittelgradient zur chromatographischen Auftrennung von GSH und GSSG
Eluent A: 0,1% Ameisensaure in Wasser, Eluent B: Acetonitril

Zeit  Flussrate EluentA Eluent B

[min] [ml/min] [%] [%]
Initial 0,3 99,9 0,1
1,20 0,3 98,0 2,0
3,50 0,3 70,0 30,0
3,51 0,3 5,0 95,0
4,79 0,3 5,0 95,0
4,80 0,3 99,9 0,1
6,00 0,3 99,9 0,1

2.10.2.3 Chromatographische Auftrennung freier Lipide
Zur chromatographische Auftrennung freier Lipide wurde eine Acquity UPLC™ BEH C18 Siule
(PartikelgroRe: 1,7 um, Durchmesser: 2,1 mm, Lange: 100 mm, 60°C) verwendet, welcher zum
Schutz ein In-Line-Partikelfilter (0,2 um) sowie die Vorsaule Acquity UPLC VanGuard™ BEH C18
(PartikelgroRe: 1,7 um, Durchmesser: 2,1 mm, Ldnge: 5 mm) vorgeschaltet wurde. Tabelle 7

zeigt den verwendeten Losemittelgradient zur Analyse von freien Fettsauren.

Tabelle 7: Losemittelgradient zur chromatographischen Auftrennung von freien Lipiden Eluent
A: 10 mM Ammoniumacetat in Wasser/MeOH (60/40; v/v), Eluent B: 10 mM Ammoniumacetat
in Acetonitril/Isopropanol (10/90; v:v)

Zeit Flussrate EluentA EluentB

[min] [ml/min] [%] [%]
Initial 0,3 70,0 30,0
10,0 0,3 1,0 99,0
12,0 0,3 1,0 99,0
12,1 0,3 70,0 30,0
15,0 0,3 70,0 30,0
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2.10.3 Massenspektrometrie (MS)

2.10.3.1 Flugzeitmassenspektrometer
Die massenspektrometrische Analyse der TAG-Spezies sowie von Glutathion erfolgte mittels
eines Synapt-G2 HDMS™ Flugzeitmassenspektrometer der Firma Waters im Sensitivity-Modus.
Die Elektrospray-lonisierung erfolgte im positiven Modus (ESI*). Die gewéhlten Gerateparameter
sind Tabelle 8 zu entnehmen. Die Auswertung der Messung erfolgte mit dem Programm

MassLynx und QuanlLynx von Waters.

Tabelle 8: Gerateeinstellungen Synapt-G2

Kapillarspannung [kV] 0,80
Quellenspannung [V] 25
Extraktor [V] 4
Quellentemperatur [°C] 120
Desolvatisierungstemperatur [°C] 350
Konusgasfluss [I/h] 30
Desolvatisierungsgasfluss [I/h] 800
Massenbereich (Da) 50-1200
Scan-Zeit (sec) 0,3
Datenformat Centroid
Modus MS

Die Identifikationsparameter [Masse/Ladungsverhaltniss (m/z), Retentionszeit (RT)] fir die TAG-
Spezies ionisiert als Ammoniumaddukt ([M+ NH4+]+) sind Tabelle 9 zu entnehmen. Fir die
semiquantitative Analyse der TAG-Spezies wurden 100 ng/Probe TAG- sowie ein Responsfaktor von
1 verwendet. Die Berechnung der endogenen Konzentrationen der einzelnen TAG-Spezies

erfolgte durch die Formel:
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@) < 1000 (mg) )

_[AA . . \Einwaage (mg)

c(A) = (A(IS) CUS)) My, (Analyt)

A(A):  Flache Analyt c(IS):  Konzentration Interner Standard
A(IS):  Flache interner Standard c(A): Konzentration Analyt/FG (nmol/g)

M : Molekulargewicht Analyt

Tabelle 9: Identifikationsparameter TAG-Spezies

m/z RT [min]
TAG30:0(IS) 572,488 7,65
TAG 54:9 890,726 9,07
TAG 54:8 892,741 9,24
TAG 54:7 894,757 9,40
TAG 54:6 896,773 9,56
TAG 54:5 898,788 9,71
TAG 54:4 900,805 9,86
TAG 54:3 902,820 10,01
TAG 54:2 904,834 10,14
TAG 54:1 906,846 10,28
TAG 52:9 862,693 8,86
TAG 52:8 864,711 9,05
TAG 52:7 866,727 9,22
TAG 52:6 868,741 9,41
TAG 52:5 870,756 9,56
TAG 52:4 872,774 9,71
TAG 52:3 874,790 9,86
TAG 52:2 876,804 10,01
TAG 52:1 878,813 10,15

Die ldentifikationsparameter (m/z; RT) flur Glutathion ionisiert als Ammoniumaddukt ([M+
NH4+]+) sind Tabelle 10 zu entnehmen. Fir die semiquantitative Analyse von GSH sowie GSSG
wurden 10 nmol/Probe GSH-EE als IS verwendet sowie ein Responsfaktor von 0,23 fiir GSH bzw. ein
Responsfaktor von 0,6 flir GSSG. Da in den GSH-EE-Proben ca. 4 % GSH gefunden wurden, wurde

fiir die Berechnung der GSH-Konzentration dieser Gehalt abgezogen.
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Die Berechnung der endogenen Konzentration erfolgte durch die Formel:

A(A) — A(IS) = 0,04 1000 (mg)
c(h) = * c(IS) = Ry | = (— )
A(IS) Einwaage (mg)
A(A):  Flache Analyt c(IS):  Konzentration interner Standard
A(IS):  Flache interner Standard c(A): Konzentration Analyt/FG (nmol/g)
R¢: —AUS)
f Responsefaktor Ry = o)

Tabelle 10: Identifikationsparameter Glutathion

m/z RT [min]
GSH-EE-MMTS (IS) 382,110 3,99
GSH-MMTS 354,079 3,23
GSSG 613,159 3,87

2.10.3.2 Tandem-MS
Die massenspektrometrische Analyse von SF erfolgte mittels eines Quattro Premier Triple
Quadrupol Massenspektrometer der Firma Waters. SF wurde im positiven Modus (ESI)
ionisiert. Die Detektion erfolgte anschlieend im ,Multiple Reaction Monitoring” (MRM)-
Modus. In diesem Modus werden Molekiilionen anhand ihres Masse/Ladungs-Verhaltnisses
(m/z) im ersten Quadrupol des Tandem-MS isoliert. Durch die Kollision mit Argon werden
Fragmentionen in der Kollisionszelle generiert (Collision induced dissociation, CID). Im dritten
Quadrupol kénnen diese anschlieBend spezifisch selektiert werden (Selektionsparameter siehe
Tabelle 12). Die Auflésung des Massenspektrometers betrug 0,6—0,7 Dalton bei halbmaximaler
Peakbreite. Desolvatisierungs- sowie Konusgas war jeweils Stickstoff. Die spezifischen

Gerdteparameter sind Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tabelle 11: Gerateeinstellung zur Bestimmung der Analyten im Tandem-MS

Kapillarspannung [kV] 2,75
Quellenspannung [V] 32,0
Extraktor [V] 4,0

Quellentemperatur [°C] 120,0
Desolvatisierungstemperatur [°C] 400,0
Konusgasfluss [I/h] 10,0
Desolvatisierungsgasfluss [I/h] 800,0
Kollisionsgasfluss [ml/min] 0,3

Fir die semiquantitative Analyse von SF wurden 0,05 nmol/Probe D8-SF als IS verwendet sowie ein
Responsefaktor von 0,72. Fir die semiquantitative Analyse von Glucoraphanin wurden
50 nmol/Probe Sinigrin als IS verwendet sowie ein Responsfaktor von 1,7. Die spezifischen
Massenlibergange der einzelnen Analyten sind in Tabelle 12 tabellarisch aufgefiihrt. Die

Berechnung der endogenen Konzentrationen erfolgte durch die Formel:

@ A(A) (15) s R ( 1000 (mg) )

= — X % * _—m

¢ A(IS) C f Einwaage (mg)

A(A):  Flache Analyt c(IS):  Konzentration interner Standard
A(IS):  Flache interner Standard c(A): Konzentration Analyt/FG (nmol/g)

R¢: Responsefaktor

43



Material und Methoden

Tabelle 12: Spezifische Massenlibergange (m/z) von SF und SF-GSH

Analyt Parention Fragmention Kollisionsenergie Konusspannung

[m/z] [m/z] Y| vl
SF 178 114 12 20
SF 178 119 12 20
D8-SF 186 122 12 20
D8-SF 186 127 12 20
BITC-GSH 457 108 16 33
BITC-GSH 457 179 16 33
SF-GSH 485 136 16 32
SF-GSH 485 179 16 32

211 Nachweis der biologischen Aktivitat unterschiedlicher Substanzen

2.11.1 Bestimmung der Expressionsaktivitat mittels der GST6::Luc-Reportergenlinie
Durch die Verwendung des Reportergens Luciferase (Luc) kdonnen zeitliche und rdumliche
Informationen (iber die Aktivitat eines Promotors erfasst werden. Durch in vivo-Messungen der
Lumineszenz Uber verschiedene Zeitraume lassen sich Dynamiken der Genexpression erfassen.
Das Enzym LUC katalysiert unter Anwesenheit von Magnesiumionen (Mg?*), Sauerstoff und ATP
die Umsetzung des Substrats Luciferin in instabile, energiereiche Dioxetane. Der Zerfall dieser
Substanz resultiert weiter in einer Biolumineszenz (Abbildung 8). Die emittierte Photonen der
Wellenldnge 560 nm werden in einer auf — 90 °C gekiihlten CCD- (charged couped device)

Kamera visualisiert (Kolb et al. 2001).
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Abbildung 8: Luciferin wird, katalysiert durch das Enzym Luciferase, zu Oxyluciferin oxidiert.
Magnesiumionen (Mg**) dienen hierbei LUC als Cofaktoren und ATP liefert die Energie. Beim Zerfall
dieser Substanz findet eine Lichtemission statt.

Zur Untersuchung der Expressionsaktivitat von Arabidopsis-Keimlingen in Flissigmedium (500 pl
MS-Medium mit 3 % Zucker) wurde die Reportergenlinie GST6::Luc verwendet. Dazu wurde die
Lumineszenz eine sowie flinf Stunden nach Behandlung mit SF und BITC gemessen. Um eine
Expressionsinduktion durch Methanol ausschlieRen zu kénnen, wurde eine Endkonzentration
von 0,5 % (v/v) Methanol nicht Gberschritten. Als positiv Kontrolle diente 75 uM PGA;. Vor der
Messung wurden jeweils 50 pl der Substratlosung (1954 pl ddH,0, 4 pl Triton X100, 40 pl
Luciferin 50 mM) zu den Proben gegeben. Auf eine Zugabe von ATP konnte verzichtet werden,
da dies endogen in den Pflanzen gebildet wird. Die Expressionsaktivitat wurde im
Aufnahmemodus (Exposure time 10 min, Binning 4, Live Bin 4, Autoscale: on, Setting,

Luminescence, Light: off) mittels einer CCD-Kamera dokumentiert.

2.11.2 Puls-Amplituden-Modulation (PAM) Fluorometrie
Die photosynthetische Aktivitdit von Pflanzen kann mittels der nicht-invasiven
Chlorophylifluoreszenz-Messung bestimmt werden. Dazu wurde ein Fluorometer des Typs
Imaging PAM M-Series MAXI (Firma Walz) mit einem voreingestellten Messprotokolls in der

Software ImagingWin.exe (Firma Walz) verwendet. Die Aufzeichnung der Fluoreszenzparameter
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erfolgte in vorher definierten Bereichen, sogenannte ,areas of interest” (AOI), in welchen die
Mittelwerte der jeweiligen Parametern berechnet und als Zahlenwert dargestellt werden.
Vorbereitend flur die Messung wurden die Keimlinge in zuckerfreiem Medium in einer 24-
Lochplatte der Firma Nunc™ 20 Minuten dunkeladaptiert. Durch einen schwachen, nicht-
aktinischen Photonen-Puls wird zunachst die minimale Fluoreszenz FO ermittelt. Erhalten
darauffolgend die Keimlinge einen kurzen aktinischen Lichtpuls, kann die maximale Fluoreszenz
Fm im dunkeladaptierten Zustand abgeleitet werden. Die maximale Quantenausbeute im
Photosystem Il (Fv/Fm) wird nun mit Hilfe dieser Parameter durch das Programm ImagingWin
nach folgender Formel berechnet:

Fm —FO

Fv/Fm =
v/Fm o

Fv  variable Fluoreszenz
Fm maximale Fluoreszenz

FO minimale Fluoreszenz
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3 Ergebnisse

3.1 Biologischen Aktivitat von Sulforaphan
Zunachst sollte ermittelt werden, in welchem Konzentrationsbereich SF in Arabidopsis-
Keimlingen typische Markergene von RES aktiviert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ITCs
Hitzeschock- (Hara et al., 2013) und Detoxifizierungsgene (Hara et al., 2010) bei niedrigen

Konzentrationen (0,1-1 mM, Spriih-Applikation) induzieren kénnen.

3.1.1 Konzentrationsabhidngige Induktion der  GST6::Luc-Reportergenlinie  durch
Isothiocyanate
Zur Analyse der biologischen Aktivitat des ITCs SF in Arabidopsis wurde das nicht-invasive
GST6::Luc-System verwendet. GSTs werden als Reaktion auf eine Vielzahl an abiotischen und
biotischen Stressoren induziert, darunter RES und ROS (Marrs, 1996; Chen et al., 1996; Loeffler
et al., 2005). Transgene Luciferase-Pflanzen ermoglichen die Analyse der zeitlichen und
raumlichen Aktivierung des GST6 Promotors nach Gabe des Substrats Luciferin in vivo liber
mehrere Stunden. Um die Wirkungen von SF mit anderen ITCs vergleichen zu kénnen, wurde als
weitere RES BITC getestet. Dazu wurden Keimlinge in Flussigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-
Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach acht Tagen mit verschiedenen Konzentrationen
von SF (in Methanol/Wasser gel6st, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) versetzt.
Nach einer sowie fiinf Stunden wurde die Luciferaseaktivitat unter einer CCD Kamera wie unter
2.11.1 beschrieben detektiert. In der an diesem Lehrstuhl durchgefiihrten Diplomarbeit von
Maria Zoller konnte bereits gezeigt werden, dass 75 uM PGA1 die GST6::Luc Aktivitat induziert.

Deshalb wurde 75 uM PGA1in der vorliegenden Arbeit als Positiv-Kontrolle verwendet.

Bereits nach einer Stunde und ab einer Konzentration von jeweils 50 uM an SF und BITC ist eine
deutliche Induktion der Luciferase Aktivitdt zu erkennen (Abbildung 9). Nach finf Stunden
Inkubationszeit ist die Lumineszenz nochmals verstarkt. Wahrend nach Gabe von 300 uM SF
eine erhohte Lumineszenz detektierbar ist, hat die gleiche Konzentration an BITC keinen Effekt.
Zusammenfassend ist zu erkennen, dass die Aktivitdt des GST6-Promotors durch SF und BITC bei

Konzentrationen von 50-150 uM deutlich induziert werden kann.
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Abbildung 9: Luciferase-Aktivitdt von 8 Tage alten GSTU6::Luc-Keimlingen (10 Keimlinge in 500 pl MS-
Medium mit 3 % Zucker) nach Behandlung mit entsprechenden ITC Konzentrationen. Die Lumineszenz
wurde nach einer und finf Stunden mit einer CCD-Kamera aufgenommen. Als Negativ-Kontrolle wurde
2 %-iges MeOH in MS-Medium mit 3 % Zucker gemessen (KON). Positiv-Kontrolle war 75 uM PGA;.

3.1.2 Identifikation charakteristischer RES-regulierter Markergene

Zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt von SF wurde neben dem Luciferase-Assay die
Expression von RES-induzierbaren Markergenen, die an der pflanzlichen Stressreaktion beteiligt
sind, analysiert. Wie unter 1.2.3 erwdhnt, werden GSTs durch unterschiedliche Xenobiotika und
RES induziert (Marrs, 1996; Loeffler et al., 2005). Eine Behandlung mit RES-Oxylipinen wie PGA;
und OPDA fihrt zu einer Induktion der Stressgene CYP81D11 und TOLB (Mueller et al., 2008)
sowie dem HSP101-Gen (Mueller et al., 2008; Muench et al., 2016).

Zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt von SF wurden Keimlinge in Flissigkultur (10
Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach neun Tagen fir vier
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an SF (in Methanol/Wasser geldst,
Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) versetzt. AnschlieBend wurde aus den

Keimlingen RNA isoliert, durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und die Expression
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der Gene CYP81D11, TOLB, GST6, GSTU25 und HSP101 quantitativ mittels real-time PCR
bestimmt. In Abbildung 10 sind die Expressionsspiegel nach vier Stunden dargestellt. Die
Analyse zeigte eine konzentrationsabhangige Induktion der Expression aller oben genannten
Gene. Bereits 50 uM SF fiihrte zu einer deutlichen Akkumulation der Transkriptmenge von
TOLB, GST6 sowie GSTU25. 75 uM SF flhrten zu einem signifikanten Anstieg von CYP81D11 und
100 uM bei HSP101. Die Transkriptmenge von TOLB und GST6 stieg bis zu einer Konzentration
von 100 uM an und blieb trotz einer Erhéhung der Konzentration konstant. Die mRNA-Menge
von CYP81D11 sowie HSP101 stieg mit steigender Konzentration und war bei 200 uM um das
5,4- bzw. 15,5-Fache des Basalwertes erhoht. Die Expression von GSTU25 erreichte ihr

Maximum bei 100 und 150 uM (10-fach starker im Vergleich zum Basalwert).
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Abbildung 10: Genexpressionsanalyse von CYP81D11, TOLB, HSP101, GST6 sowie GSTU25 bezogen auf
Actin2/8 mittels quantitativer real-time PCR von 9 Tage alten Col-0-Keimlingen (10 Keimlinge in 500 pl
MS-Medium mit 3 % Zucker) nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen an SF. Als
Kontrolle wurde 2 %-iges MeOH in MS-Medium mit 3 % Zucker verwendet. Die Keimlinge inkubierten fir
vier Stunden in den entsprechenden Losungen und wurden anschlieend in flissigem Stickstoff
eingefroren (MW4SD, n=3).
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3.1.3. Transkriptionelle Reaktion auf SF, BITC und das Oxylipin PGA;

Zur Analyse der transkriptionellen Reaktion von Arabidopsis auf eine exogene Behandlung mit
SF (100 uM in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker) wurde eine Transkriptom-Analyse mittels
Microarray-Technik durchgefiihrt. Um die Antwort auf SF mit einem strukturell anderen ITC
sowie RES-Oxylipin vergleichen zu kénnen, wurden ebenfalls BITC und PGA; (100 uM bzw.
75 UM in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker) untersucht. Zur Analyse wurden Keimlinge in
Flussigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3% Zucker) angezogen und nach 10 Tagen
mit den oben erwadhnten RES (in Methanol/Wasser gelost, Endkonzentration Methanol im
Medium: 0,5 %) fur vier Stunden versetzt. AnschlieBend wurde aus den Keimlingen RNA isoliert
und auf gereinigt. Die Hybridisierungsreaktion und Durchfiihrung der Transkriptom-Studie auf
Agilent 4x44K Arabidopsis V4 Microarray-Chips erfolgte am Lehrstuhl fiir Biochemie an der
Universitat Erlangen. Die anschlieBende statistische Auswertung der Microarrays erfolgte am
Lehrstuhl fiir Bioinformatik an der Universitdit Wirzburg. Die Daten wurden anschlieBend
beziglich des P-Wertes (< 0,05) sowie der Regulationsstarke (englisch: Fold Change, Fc) gefiltert.
Fir die VENN-Analyse der differentiell regulierten Gene wurden ausschlieRlich Gene
berlicksichtigt, deren Expression im Vergleich zur Kontrolle mindestens zweifach reguliert waren
(Fc > 2 sowie Fc < 0,5). Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, zeigte die Behandlung von
Arabidopsis-Keimlingen nach Zugabe von SF (100 uM, vier Stunden) eine Induktion von 557
Genen. PGA; induzierte 500 Gene und BITC flihrte im Vergleich zu SF und PGA; zu einer deutlich
geringeren Induktion. Hier zeigten lediglich 69 Gene eine erhdhte Expression. Rund 84 % der
BITC-responsiven Gene wurden ebenfalls durch SF induziert. Dieses Ergebnis ldasst vermuten,
dass eine exogene Applikation der beiden ITCs in Arabidopsis-Keimlingen eine dhnliche Reaktion
hervorruft. Ungefdhr die Halfte aller durch SF und PGA; induzierten Gene werden durch beide
RES reguliert (54 % der SF und 60 % der PGA; induzieren Gene). PGA; induziert 81 % der durch

BITC regulierten Gene.

Die Analyse der reprimierten Gene untermauert die Beobachtung einer dhnlichen Reaktion von
Arabidopsis auf strukturell unterschiedliche ITCs. Dabei wurden 92 % der durch BITC

reprimierten Gene ebenfalls durch SF reprimiert. Im Gegensatz dazu sind lediglich 69 % der BITC
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und 32 % der SF regulierten Gene mit PGA; gemeinsam. Zudem fallt auf, dass nach BITC-

Behandlung deutlich mehr Gene reprimiert (166) als induziert (69) wurden.

A SF BITC B SF BITC
557 69 647 166
500 239
PGA, PGA,

Abbildung 11: VENN-Diagramme zum Vergleich der induzierten (A) und reprimierten (B) Gene nach
Behandlung mit SF, BITC und PGA;. Die Transkriptomanalyse wurde in zehn Tage alten Col-0- Keimlingen
nach Inkubation fiir vier Stunden mit 100 uM SF, 100 uM BITC sowie 75 uM PGA; durchgefiihrt (Fc > 2
(A), Fc < 0,5 (B); pValue< 0,05).

Zur Validierung der Microarray-Analyse wurde die Expression von Markergenen, welche
bekanntlich durch exogene RES-Applikation reguliert werden, Gberprift. Nach Synthese der
cDNA aus der isolierten RNA wurde eine gPCR durchgefiihrt. Wie in Abbildung 12 zu erkennen
ist, fihrte die Behandlung der Keimlinge mit PGA; und SF zu einer deutliche Induktion der
Expression von CYP81D11 (7,5- und 12,5-fach) sowie GSTU25 (4,4- und 6,9-fach). Im Vergleich
dazu fihrte BITC zu keiner Akkumulation der untersuchten Gene. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass alle Markergene in der qPCR das gleiche Regulationsmuster zeigen wie
in der Microarray-Analyse. Ausnahme bildet dabei TOLB. Dieses Gen war in der
Expressionsanalyse mittels qPCR nach SF Behandlung um das 6,8-Fache im Vergleich zur
Kontroll-Behandlung induziert (Abbildung 10). In der Transkriptomanalyse sowie in der qPCR zur
Verifizierung des Microarrays hingegen konnte keine TOLB-Induktion detektiert werden

(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Genexpressionsanalyse von CYP81D11, GSTU25 sowie TOLB bezogen auf Actin2/8 mittels
guantitativer real-time PCR von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium
mit 3 % Zucker) nach Behandlung mit 75 uM PGA;, 100 uM BITC und 100 uM SF. Als Kontrollbehandlung
wurde 0,5 %-iges MeOH in MS-Medium mit 3 % Zucker (KON) verwendet. Die Keimlinge inkubierten fiir
vier Stunden in den entsprechenden Losungen und wurden anschlieRend in flissigen Stickstoff geerntet
(MW+SD, n=6).

Da RES eine Induktion von Hitzeschockproteinen auslosen (Muench et al., 2016), wurden die
Transkriptomdaten mit Daten eines Hitze-induzierten Transkriptoms verglichen (Abbildung 13).
Hierfir wurde die Analyse von Nguyen gewdhlt, in welcher vierzehntage alte Arabidopsis
thaliana-Keimlinge fir eine Stunde mit 37 °C behandelt wurden (Nguyen et al., 2015). Nach
dieser Behandlung ist die Expression von 2733 Genen mehr als zweifach induziert und von 3121
Genen mehr als zweifach reprimiert. Die VENN-Analyse ergab, dass 36 % (201) der durch SF

induzierten Gene ebenfalls durch Hitze eine erhdohte Expression zeigten. Bei den gemeinsam
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reprimierten Genen wurden 25 % durch SF und Hitze reguliert. Wie die Auswertung des VENN-
Vergleichs zeigt, wurde ca. ein Drittel der SF-regulierten Gene ebenfalls durch Hitze reguliert.

A S 37°C B S 37°C
557 2733 647 2733

Abbildung 13: VENN-Diagramme zum Vergleich der induzierten (A) und reprimierten (B) Gene nach
Behandlung mit SF und Hitze. Der in silico Vergleich wurde mit Transkriptomdaten von zehn Tage alten
Col-0-Keimlingen nach vier Stunden Inkubation mit 100 uM SF sowie Transkriptomdaten von vierzehn
Tage alten Arabidopsis thaliana Keimlingen, welche fiir eine Stunde mit 37 °C behandelt wurden,
durchgefiihrt (Nguyen et al., 2015) (fc > 2 (A), fc < 0,5 (B); pValue < 0,05).

In Tabelle 13 und Tabelle 14 sind die 50 am hochsten induzierten- sowie reprimierten Gene
durch Gabe von SF dargestellt. Die Auflistung wurde zudem mithilfe der datenbankbasierten
Software ,Gene Set Enrichment Analysis“ (GSEA) analysiert, um signifikant regulierte
biologische Prozesse zu identifizieren. GSEA zeigt sogenannte definierte Gensets auf. Dies sind
Gruppen von Genen, welche gemeinsame biologische Funktionen, chromosomale Lokalisation
oder Regulation aufweisen (Subramanian et al., 2005). Die Anreicherung von zahlreichen
GeneOntology (GO)-Begriffen und ,protein family gene sets” wurde durch Nutzung des
,PlantGSEA tools” (http://structuralbiology.cau.edu.cn/PlantGSEA/analysis.php) durchgefiihrt
(Yi et al., 2013). Verschiedene Gensets waren Uberreprasentiert (false discovery rate < 0,05) in
den differenziell regulierten Genen. Es ist wenig iberraschend, dass sich die gréRten Uberlappe
aller SF-induzierten Gene mit den GO Termen ,response to chemical stimulus” (218, 39,1 %)
und ,response to stress” (180, 32,3 %) zeigten. Die Analyse der 50 am hdochsten induzierten
Gene durch Gabe von SF zeigte, dass 31 Gene (62 %) mit dem GO Term ,response to heat”
assoziiert werden kdnnen. Darunter ist eine groRe Anzahl an Hitzeschockproteinen, die auch bei
der Hitze-Akklimatisierung eine wichtige Rolle spielen. So kdnnen 12 dieser Gene zudem dem
GO Terms ,heat acclimation”, welches eine Teilmenge des GO Terms ,response to heat”

darstellt, zugeordnet werden. Bei Betrachtung aller durch SF-induzierten Gene (557) sind
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insgesamt 72 Gene (12,9 %) mit dieser Kategorie assoziiert. Beziglich aller als Hitze-annotierter

Gene (303) werden 23,7 % ebenfalls durch SF induziert.

Bei Betrachtung spezifischerer GO Kategorien findet man den GO Term ,response to H,0,“ bei
27 (54 %) der 50 am hochsten induzierten Gene durch Gabe von SF und bei 54 (9,7 %) aller SF-
induzierten Gene (> 2-fach). Dies entspricht 20,5 % von allen annotierten Genen dieser
Kategorie (263). Allerdings sind fast alle SF- und H,0,-responsiven Gene auch in dem Gensatz
»response to heat” zu finden. Auch andere GO Terme sind fir die meisten SF-induzierten Gene
der ,response to heat” Kategorie annotiert, z.B. ,,response to ER stress”, ,response to high light
intensity” und ,protein folding”. Einige der SF-induzierten Gene sind mit dem GO Term ,,toxin
metabolic process” (33 Gene von 557 SF-induzierten Genen) assoziiert und enthalt eine Reihe

von Glutathion S-Transferasen (10 Gene).

Verschiedene Proteinfamilien, welche in den SF-induzierten Genen signifikant liberreprasentiert
sind, wurden mittels der DAVID Microarray Annotation ,,DAVID: Functional Annotation Tool”
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) identifiziert (Huang et al., 2007). So konnten aus allen SF-
induzierten Genen 40 Gene aus der Kategorie Detoxifizierung und Sekundarstoffmetabolismus
zugeordnet werden wie: 14 CytP450, 7 Glucosidasen, 10 GST (davon 9 aus der tau Gruppe) und
9 UDP-Glucosyltransferasen. Unter den 50 am hochsten induzierten Genen wurden 22 (44 %)

mittels DAVID als hitzeresponsiv klassifiziert.

Dieses Ergebnis ist nicht iberraschend, da von verschiedenen RES bereits gezeigt wurde, dass
sie Gene des Hitzeschockresponses (HSF und HSP) stark induzieren (Mueller et al., 2008; Hara et
al., 2013). Da diese Gene basal kaum exprimiert werden, verwundert es nicht, dass sich diese
Gene unter den am hdchsten induzierten Genen befinden. Neben den aktivierten Genen ist es
deshalb auch interessant, die weniger stark induzierten Gene zu analysieren (Tabelle 14). Unter
den 50 am starksten reprimierten Genen nach SF Zugabe sind 23 Gene (46 %) mit dem GO-Term
,extracellular region” assoziiert. 6 Gene kdnnen Kategorien zugeordnet werden, welche auf
unterschiedliche Weise mit Wurzelentwicklung in Verbindung stehen wie ,root development”,
,lateral root development” oder ,trichoblast maturation”. Insgesamt 10 der 50 am starksten

reprimierten Gene sind dem Term ,oxidation-reductation process” zugeschrieben. Bei
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Betrachtung aller durch SF reprimierter Gene (648) sind insgesamt 101 Gene (15,5 %) mit dieser
Kategorie assoziiert. Ahnlich zu den induzierten Genen nach SF Zugabe, ist auch bei den
reprimierten Genen die Kategorie ,response to chemical stimulus” (berreprasentiert. So
konnen 123 (18,9 %) der insgesamt 648 durch SF-Gabe reprimierten Gene diesem Term

zugeordnet werden.
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Tabelle 13: Liste der 50 am hochsten durch SF induzierten Gene (FC > 2). Fett gedruckte Werte haben
einen adj.-p-Wert < 0,05. Zum Vergleich sind die FCs von BITC und PGA,; ebenfalls in der Liste aufgefihrt.
Die Gene wurden mittels des PlantGSEA Tools nach biologischen Prozessen klassifiziert.
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- c N 8
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. SF BITC PGA; g
Gen-Locus Beschreibung Gen-Name FC FC FC
AT1G52560 | HSP20-like chaperones superfamily 168,4 91,8 672,2
protein
AT1G60750 NAD(P)-linked oxidoreductase 146,7 2,8 66,3
superfamily protein
AT4G10250 HSP20-like chaperones superfamily ATHSP22.0 109,9 | 136,0 | 193,2
protein
AT3G09640 ascorbate peroxidase 2 APX1B, 108,1 19,7 18,4
APX2
AT4G27670 heat shock protein 21 HSP21 97,7 34,9 74,6
AT3G46230 heat shock protein 17.4 HSP17.4 68,4 24,3 59,6
AT4G25380 stress-associated protein 10 SAP10 65,5 4,1 33,6
AT5G12030 heat shock protein 17.6A HSP17.6A 65,0 20,5 65,6
AT1G53540 HSP20-like chaperones superfamily 64,8 40,1 75,8
protein
AT1G48700 2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)- 56,0 8,5 25,4
dependent oxygenase superfamily
protein
AT5G07330 unknown protein 48,6 29,5 15,3
AT5G12020 17.6 kDa class Il heat shock protein HSP17.6l 34,9 21,2 41,3
AT4G11393 Defensin-like (DEFL) family protein DEFL202 28,9 1,0 1,1
AT1G16030 heat shock protein 70B HSP70b 27,3 16,2 86,9
AT1G72660 P-loop containing nucleoside 22,1 51 6,0
triphosphate hydrolases superfamily
protein
AT2G36255 Defensin-like (DEFL) family protein 21,8 0,8 1,3
AT2G32120 | heat-shock protein 70T-2 HSP70T-2 20,1 4,1 12,4
AT1G03070 Bax inhibitor-1 family protein LFG4 19,5 4,0 18,4
AT1G07500 unknown protein 19,1 2,8 4,5
AT4G33020 ZIP metal ion transporter family ZIP9 16,2 0,7 0,8
AT5G53680 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) 15,5 3,2 16,6
family protein
AT1G74310 heat shock protein 101 HSP101 15,2 5,6 27,2
AT1G71000 Chaperone Dnal-domain superfamily 15,2 1,7 10,1
protein
AT4G21320 Aldolase-type TIM barrel family protein | HSA32 14,5 9,4 8,8
AT2G26150 heat shock transcription factor A2 HSFA2 14,2 2,2 8,8
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AT3G61940 Cation efflux family protein MTPA1 14,1 1,0 1,1
AT5G54165 unknown protein 13,5 2,0 15,4
AT3G60140 | Glycosyl hydrolase superfamily protein BGLU30, 13,3 3,1 7,5
DIN2, SRG2
AT5G66780 unknown protein 13,3 4,2 4,6
AT2G29500 HSP20-like chaperones superfamily 12,9 7,9 12,4
protein
AT5G37670 HSP20-like chaperones superfamily 11,7 2,1 6,8
protein
AT5G10695 unknown protein 11,7 1,9 9,1
AT2G47180 galactinol synthase 1 GolS1 11,1 3,2 7,6
AT1G59860 HSP20-like chaperones superfamily 10,1 3,1 13,0
protein
AT2G46240 BCL-2-associated athanogene 6 BAG6 10,0 2,5 11,4
AT4G25200 mitochondrion-localized small heat HSP23.6- 9,8 4,8 5,3
shock protein 23.6 MITO
AT1G07400 HSP20-like chaperones superfamily 9,5 2,5 11,2
protein
AT4G21323 Subtilase family protein 9,1 1,1 1,2
AT4G39360 unknown protein 9,0 2,4 9,0
AT4G23493 unknown protein 8,8 2,3 3,0
AT5G52640 heat shock protein 90.1 HSP90.1 8,7 3,1 6,1
AT3G28740 Cytochrome P450 superfamily protein CYP81D11 8,7 1,7 5,2
AT5G22140 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase 8,7 1,7 9,8
family protein
AT2G29470 glutathione S-transferase tau 3 GST21, 8,4 1,1 5,7
GSTU3
AT2G01430 homeobox-leucine zipper protein 17 HB17 8,2 1,2 3,3
AT5G05220 unknown protein 8,1 5,5 34,3
AT4G12400 stress-inducible protein, putative Hop3 7,9 5,5 6,3
AT1G17870 ethylene-dependent gravitropism- EGY3 7,6 2,4 11,0
deficient and yellow-green-like 3
AT1G07985 Expressed protein 7,3 4,3 4,5
AT4G28110 myb domain protein 41 MYB41 7,3 1,0 3,9
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Tabelle 14: Liste der 50 am starksten durch SF reprimierten Gene (FC > 2). Fett gedruckte Werte haben
einen adj.-p-Wert < 0,05. Zum Vergleich sind die FCs von BITC und PGA; ebenfalls in der Liste aufgefiihrt.
Die Gene wurden mittels des PlantGSEA Tools nach biologischen Prozessen klassifiziert.
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AT4G12510 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer AZI5 0,15 0,21 0,29
protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein
AT2G18800 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase | XTH21 0,15 0,22 0,38
21
AT5G62340 Plant invertase/pectin methylesterase 0,15 0,17 0,14
inhibitor superfamily protein
AT3G29430 Terpenoid synthases superfamily protein 0,15 0,42 0,57
AT5G42180 Peroxidase superfamily protein PER64 0,15 0,93 0,53
AT1G08090 nitrate transporter 2:1 NRT2, 0,15 1,76 0,42
NRT2.1
AT5G47990 cytochrome P450, family 705, subfamily A, CYP705A5 0,15 1,03 0,39
polypeptide 5
AT1G54890 Late embryogenesis abundant (LEA) 0,15 0,43 0,6
protein-related
AT1G66800 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily 0,14 0,35 0,4
protein
AT5G49270 COBRA-like extracellular glycosyl- COBL9, 0,14 0,62 0,23
phosphatidyl inositol-anchored protein DER9,
family MRH4,
AT3G50460 homolog of RPW8 2 HR2 0,14 0,36 0,23
AT5G15890 TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 21 TBL21 0,14 0,9 0,74
AT1G29020 Calcium-binding EF-hand family protein 0,14 0,22 0,18
AT5G10130 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family 0,14 0,32 0,43
protein
AT4G25250 Plant invertase/pectin methylesterase PMEI4 0,13 0,46 0,68
inhibitor superfamily protein
AT3G18200 nodulin MtN21 /EamA-like transporter UMAMIT4 0,13 0,55 0,26
family protein
AT4G15390 HXXXD-type acyl-transferase family protein 0,12 0,33 0,22
AT5G58750 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily 0,12 0,38 0,35
protein
AT3G14260 Protein of unknown function (DUF567) 0,12 0,68 0,34
AT3G61400 2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent 0,12 0,16 0,21
oxygenase superfamily protein -
AT1G50060 CAP (Cysteine-rich secretory proteins, 0,12 0,33 0,14
Antigen 5, and Pathogenesis-related 1
protein) superfamily protein
AT5G26290 TRAF-like family protein 0,12 0,8 0,48
AT1G44970 | Peroxidase superfamily protein 012 | 1,25 | 1,04 -
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AT5G60520 Late embryogenesis abundant (LEA) 0,11 0,24 0,52
protein-related
AT3G50640 Unknown protein 0,11 0,43 0,58
AT5G46900 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer 0,11 0,35 0,4
protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein
AT1G63450 root hair specific 8 RHS8, XUT1 0,1 0,61 0,22
AT1G49860 glutathione S-transferase (class phi) 14 GSTF14 0,1 0,15 0,12
AT3G06460 GNS1/SUR4 membrane protein family 0,1 0,39 0,16
AT5G19790 related to AP2 11 RAP2.11 0,09 0,75 0,35
AT5G54040 Cysteine/Histidine-rich C1 domain family 0,09 0,43 0,27
protein
AT3G03670 Peroxidase superfamily protein 0,09 0,14 0,22
AT1G11655 unknown protein 0,09 0,31 0,63
AT1G65670 cytochrome P450, family 702, subfamily A, CYP702A1 0,09 0,21 0,14
polypeptide 1
AT3G26610 Pectin lyase-like superfamily protein PGX1 0,08 0,49 0,56
AT5G38100 S-adenosyl-L-methionine-dependent 0,08 0,31 0,2
methyltransferases superfamily protein
AT2G47540 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family 0,08 0,92 0,49
protein
AT5G46890 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer 0,08 0,36 0,56
protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein
AT1G27140 glutathione S-transferase tau 14 GST13, 0,08 0,24 0,34
GSTU14
AT1G53130 Stigma-specific Stigl family protein GRI, GRIM 0,08 0,42 1,07
REAPER
AT3G20380 TRAF-like family protein 0,08 0,21 0,21
AT2G23630 SKU5 similar 16 sks16 0,07 0,22 0,16
AT4G37160 SKU5 similar 15 sks15 0,07 0,21 0,1
AT4G15393 cytochrome P450, family 702, subfamily A, CYP702A5 0,07 0,26 0,1
polypeptide 5
AT4G00080 Plant invertase/pectin methylesterase UNE11 0,07 0,32 0,46
inhibitor superfamily protein
AT3G01260 Galactose mutarotase-like superfamily 0,06 0,18 0,21
protein
AT1G19900 glyoxal oxidase-related protein 0,06 0,55 0,23
AT1G45015 MD-2-related lipid recognition domain- 0,05 0,7 0,48
containing protein
AT2G39040 Peroxidase superfamily protein 0,05 0,26 0,23
AT5G42590 cytochrome P450, family 71, subfamily A, CYP71A16 0,05 1,64 0,4
6
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3.2 Mogliche Mechanismen der RES-vermittelten Genregulation

Wie bereits unter 1.3 beschrieben, werden zwei potentielle Mechanismen zur RES-vermittelten
Genregulation diskutiert. In der vorliegenden Arbeit soll die Hypothese Uberprift werden,
welche eine Veranderung des zellularen Redox-Potentials beinhaltet. Dieser Mechanismus wird
vor allem fiir die Wirkung von SF in der Literatur postuliert (Valgimigli and lori, 2009; Andersson

et al.,, 2015).

3.2.1 Zelluldare Aufnahme und metabolische Wirkung von SF

Zur Untersuchung der Aufnahme von SF in Arabidopsis-Keimlingen wurde im ersten Schritt
zunachst die Stabilitat von SF im Behandlungsmedium Gberprift. Dazu inkubierten 100 uM SF
als methanolische-Losung fur vier und 24 Stunden in der Behandlungslosung (500 pl MS-
Medium mit 3 % Zucker, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %). Anschliefend wurde
das Medium mittels UPLC-TOF analysiert. Es zeigte sich, dass SF liber die gesamte Dauer des
Experiments stabil war und nicht abgebaut wurde (Daten nicht gezeigt). Im nachsten Schritt
wurden Keimlinge in Fllssigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker; ergeben
ca. 100 mg Frischgewicht) angezogen und nach zehn Tagen mit 100 uM SF (in Methanol/Wasser
gelost, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) fir vier Stunden versetzt. Die Analyse
der Kontroll-Keimlinge (ohne SF-Behandlung) zeigte einen duRerst geringen endogenen Gehalt
an SF von 0,01 nmol absolut. Nach exogener Zugabe von SF zu Arabidopsis-Keimlingen wurden
im Behandlungsmedium noch 2,6 % der verabreichten SF-Menge (50 nmol absolut) detektiert.
Die quantitative Bestimmung des exogen zugesetzten SF in Arabidopsis-Keimlingen zeigte, nach
Abzug der bereits endogen vorhandenen Menge an SF, einen Gehalt von 0,006 nmol absolut.
Dies bedeutet, dass SF nahezu vollstandig von den Keimlingen aufgenommen wurde. Da nahezu
keine endogene Akkumulation von SF detektiert werden konnte, deutet dies auf eine sehr
schnelle und fast vollstandige (97 %) Verstoffwechselung von SF in den Zellen von Arabidopsis-

Keimlingen hin.

Um die Aufnahme und dessen Rate von SF in die Keimlinge detaillierter zu charakterisieren,
wurde eine Kinetik durchgefiihrt. Hierbei wurden Keimlinge in Flussigkultur (10 Keimlinge in
500 pl MS-Medium mit 3% Zucker) angezogen und nach zehn Tagen mit 100 uM SF (in
Methanol/Wasser gelost, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) unterschiedlich lange
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behandelt. AnschlieBend wurde der Gehalt an SF im Behandlungsmedium mittels UPLC-TOF
analysiert. Abbildung 14 zeigt die zeitliche Abnahme von SF im Behandlungsmedium. Wie man
erkennen kann, sind nach vier Stunden nur noch 15 % des zugegebenen SF-Gehalts im Medium
detektierbar. Von den Pflanzen missen also 85 % des zugegebenen SF aufgenommen worden
sein. Es stellte sich in diesem Kontext die Frage, ob SF den Metabolismus der Pflanzen
beeinflusst. Dabei konnte bei der ungerichteten Metabolom-Analyse das Konjugat von SF an
Glutathion (GS-SF) als einer der Haupt-Metaboliten von SF nachgewiesen werden. Parallel zur
Aufnahme von SF zeigte sich eine deutliche Akkumulation an GS-SF. Im Vergleich zu den basalen
Werten stieg die relative Intensitdt von GS-SF nach vier Stunden Behandlung mit SF um das 121-
Fache an. Nach 24 Stunden war der Wert auf das 78-Fache gesunken. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die die absolute Menge an SF im Behandlungsvolumen wichtiger ist als die

eingesetzte Konzentration.
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Abbildung 14: SF Aufnahme und Metabolismus von SF in zehn Tage alten Col-0-Keimlingen. Die
Keimlinge inkubierten unterschiedlich lange in 3 %-igen Zucker-MS-Medium, welchem 50 nmol SF
zugesetzt war. Als Kontrolle (KON) wurde eine SF-Losung, welche fir 24 Stunden ohne Keimlinge
inkubierte, verwendet. Anschliefend wurden die Keimlinge in fllissigem Stickstoff eingefroren. Es wurde
der Gehalt an SF im Medium (schwarze Balken) sowie die relative Intensitdt von SF-GSH in den
Keimlingen (weiRe Balken) analysiert (MW+SD, n=3).
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3.2.2 Niedrige Konzentrationen an RES dndern das Redox-Potential nicht

Andersson et al. (2015) konnten eine konzentrationsabhangige Depletion des Glutathion-Pools
nach exogener Zugabe von SF zu Arabidopsis-Keimlingen sowie eine Anderung des Redox-
Potentials zu positiveren Werten beobachten. In der vorliegenden Arbeit konnten nach
exogener Zugabe von 100 uM SF eine Konjugation von SF an GSH detektiert werden (siehe
3.2.1). Um zu iiberpriifen, ob die unter 3.1 beobachtete Genregulation iiber eine Anderung des
Redox-Potential vermittelt wird, wurden Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-
Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach zehn Tagen mit den gleichen Bedingungen
behandelt wie in der Transkriptomanalyse. Zudem wurden zwei kiirzere Zeitpunkte (ein und
zwei Stunden) sowie ein langerer Zeitpunkt (sechs Stunden) getestet. Die Behandlung erfolgte in
Kooperation mit Amelie Unzner sowie Julian Gerhards im Rahmen der von mir betreuten
Bachelor- und Masterarbeit. Nach den in Abbildung 15 dargestellten Behandlungszeitpunkten
wurde die Gesamtmenge an Glutathion extrahiert und mittels UPLC-TOF analysiert. Die Gehalte
an reduziertem sowie oxidiertem Glutathion sind in Abbildung 15 zu sehen. Unter
Kontrollbedingungen lag der basale GSH-Gehalt bei 500 + 100 nmol/g FG. Bei den getesteten
RES kann man sehen, dass die Behandlung mit den gewahlten Konzentrationen zu keiner
Anderung des GSH-Gehalts im Vergleich zur Kontroll-Behandlung fiihrte. Der GSH-Pool blieb
sowohl in Anwesenheit als auch Abwesenheit der RES relativ konstant (Unzner, 2017; Gerhards,
2017). Dies ist auch bei dem vier-Stunden-Wert zu beobachten, welcher dem Zeitpunkt der
unter 3.1.3 beschriebenen Transkriptomanalyse entspricht. Gleiches gilt flir den GSSG-Spiegel.
Unter Kontrollbedingungen machte er maximal 10 % des GSH-Gehalts aus. Nach Zugabe der RES
konnte ebenso keine Akkumulation von GSSG beobachtet werden (Gerhards, 2017; Unzner,
2017). Der sechs-Stunden-Wert von GSSG nach BITC-Behandlung liegt deutlich Gber dem in der
Literatur publizierten Gehalt an GSSG im Vergleich zu GSH (Noctor et al., 2012), weshalb dieser
Wert als Ausreiffer zu betrachten ist. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die
gewdhlten Konzentrationen an RES weder zu einer Depletion des GSH-Pools noch zu einer

Erhohung des GSSG-Pools fuhren.
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Abbildung 15: Endogener Gehalt an oxidiertem (GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) von zehn Tage
alten Col-0-Keimlingen nach Behandlung mit 100 uM BITC, 100 uM SF und 75 pM PGA;. Als
Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH in MS-Medium mit 3 % Zucker (KON) verwendet. Die
Keimlinge inkubierten fir 1, 2, 4 sowie 6 Stunden in den entsprechenden Losungen und wurden
anschlieRend in flussigen Stickstoff eingefroren (MW+SD, n=4). Daten entnommen aus Gerhards,2017;
Unzner, 2017.

Da Andersson et al. (2015) 30 Minuten nach Infiltration von Arabidopsis-Blattern mit 100 uM SF
eine deutliche Erh6hung des Redox-Potentials beobachten konnten, wurde in der vorliegenden
Arbeit das Redox-Potential bestimmt. Dazu wurde dieses aus den gemessenen Glutathion-
Gehalten mittels der unter 1.4 beschriebenen Nernst-Gleichung berechnet. Da wie oben
beschrieben sowohl konstante GSH als auch GSSG Werte detektiert wurden, konnte nach RES-
Gabe wie erwartet keine Anderung des Redox-Potentials verzeichnet werden (Abbildung 16).
Unter Kontrollbedingungen schwankte das Redox-Potential bei allen Zeitpunkten gleich um
— 350 mV. Die Zugabe der RES fiihrte im Verlauf der Kinetik zu keiner signifikanten Anderung
(Gerhards, 2017; Unzner, 2017).
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Abbildung 16: Das berechnete Redox-Potential von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen nach Behandlung
mit 100 uM BITC, 100 uM SF und 75 pM PGA;. Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH in MS-
Medium mit 3 % Zucker (KON) verwendet. Die Keimlinge inkubierten fiir 1, 2, 4 sowie 6 Stunden in den
entsprechenden Lésungen und wurden anschlieBend in fliissigen Stickstoff gefroren (MW+SD, n=4).
Daten entnommen aus Gerhards, 2017; Unzner, 2017.

3.2.3 Konzentrationsabhingige Anderung des Redox-Potentials durch RES

Da eine Konzentration von 100 uM der RES zu keiner Anderung im Gehalt an GSH und des
Redox-Potentials fihrte, wurden nun in Kooperation mit Julian Gerhards im Rahmen der von
mir betreuten Masterarbeit weitere Konzentrationen der RES untersucht. Fiir eine bessere
Einordnung der Daten wurde dazu der gleiche Zeitpunkt (vier Stunden) wie in der
Transkriptomanalyse gewdhlt. Dazu wurden Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 pl
MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach zehn Tagen mit verschiedenen
Konzentrationen von SF, BITC und PGA; (in Methanol/Wasser gelost, Endkonzentration
Methanol im Medium: < 2 %) fiir vier Stunden versetzt. Die Analyse der Glutathion-Gehalte und
des Redox-Potentials sind in Abbildung 17 dargestellt. Bei allen getesteten RES konnte eine
konzentrationsabhangige Depletion der GSH-Konzentration verzeichnet werden. Hierbei zeigten
sich jedoch Unterschiede bei der Wirkung der RES. Wahrend 500 uM der ITCs bereits einen
deutlichen Effekt auf den GSH-Gehalt hatten, fihrte dieselbe Konzentration an PGA; hingegen
nur zu einer leichten Erniedrigung. Nach Behandlung mit 500 uM SF sank der Gehalt von
168 nmol/g FG auf 45 nmol/g FG. Die gleiche Konzentration an BITC bewirkte eine dhnlich starke
Erniedrigung auf 68 nmol/g FG. PGA; hingegen bewirkte nicht mal eine Halbierung des GSH-
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Gehalts. Die GSH-Konzentration sank auf das 0,6-Fache. Alle getesteten RES bewirkten nach
Zugabe von 1000 uM einen signifikanten Abfall der GSH-Menge im Vergleich zur
Kontrollbedingung. Gleichzeitig stieg das berechneten Redox-Potential um 80 mV bei SF und um
150 mV bei BITC an. Bei PGA; hatte diese Konzentration keinen Effekt auf das Redox-Potential.
Die Gehalte an GSSG waren bei allen Behandlungen sehr niedrig (unter 1 % des GSH Gehaltes)

und blieben Giber den gesamten Konzentrationsbereich konstant (Gerhards, 2017).

Insgesamt ist in Abbildung 17 zu erkennen, dass bei Konzentrationen, welche eine
Genregulation bewirken, keine signifikanten Anderungen sowohl des GSH-Gehalts als auch des
berechneten Redox-Potentials zu verzeichnen waren. Dies erfolgte erst substanzabhangig bei

héheren Konzentrationen.
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Abbildung 17: Endogener Gehalt an oxidiertem (GSSG) und reduziertem Glutathion (GSH) sowie das
berechnete Redox Potential von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Konzentrationen an BITC, SF sowie PGA;. Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges
MeOH in MS-Medium mit 3 % Zucker verwendet. Die Keimlinge inkubierten flr vier Stunden in den
entsprechenden Losungen und wurden anschlieRend in flissigen Stickstoff eingefroren (MWSD, n=6).
Daten entnommen aus Gerhards, 2017.

3.2.4 Konzentrationsabhingige Anderung des Redox-Potentials durch Thiol-Reagenzien

Die getesteten RES wiesen alle eine Thiol-Reaktivitat auf und fliihrten substanzabhéangig zu einer
Depletion des GSH-Pools (siehe Abbildung 17). Um zu Uberprifen, ob die Depletion von der
Thiol-Reaktivitdt abhangig ist, wurden weitere Thiol-modifizierende Substanzen getestet. Die
gewdhlten Chemikalien kénnen alle Cystein-Reste auf unterschiedliche Weisen blockieren. Das
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Alken N-Ethylmaleimid (NEM) besitzt wie PGA; einen Cyclopentenon-Ring mit einer a,B-
ungesattigten Carbonylgruppe, welche lGber Michael-Addition kovalent mit Thiolen reagieren
kann. Das RES lodacetamid (lA) hingegen modifiziert kovalent das Thiolat-Anion uber
nukleophile Substitution (Sy2). Methyl-Methanethiosulfonat (MMTS) besitzt zwar keine
reaktiven elektrophilen Eigenschaften, blockiert aber reversibel Cystein durch S-Thio-
Methylierung und kann somit ebenfalls einen Einfluss auf das Redox-Potential nehmen. Im
Vergleich dazu wurde das Oxidationsmittel Diamid (DA) ausgewahlt, welches zur
Glutathionylierung sowohl von Thiol-Gruppen in Proteinen als auch von GSH und somit zur
Oxidation von GSH zu GSSG fuhrt. Durch Oxidation von GSH zu GSSG nimmt es direkt Einfluss
auf das zelluldare Redox-Gleichgewicht. Findling et al. (2018) testeten bereits diese Substanzen
auf ihre biologische Aktivitdt im GST6::Luc System. Es zeigte sich, dass MMTS und IA die
GST6::Luc  Aktivitdt kaum bis gar nicht induzierten. NEM flhrte zu einer
konzentrationsabhangigen Induktion und DA aktivierte den Promoter erst ab einer

Konzentration von 2 mM (Findling et al., 2018).

In Kooperation mit Julian Gerhards im Rahmen der von mir betreuten Masterarbeit wurden
Keimlinge in Flussigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und
nach zehn Tagen mit verschiedenen Konzentrationen der oben genannten Thiol-Reagenzien (in
Methanol/Wasser gelost, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) fiir vier Stunden
versetzt. Die Analyse der Glutathion-Gehalte sowie des Redox-Potentials sind in Abbildung 18
dargestellt. Wie man erkennen kann, flihrte sowohl MMTS als auch DA weder zu einer
Erniedrigung des GSH-Gehaltes noch zu einer Anderung des Redox-Potentials. NEM bewirkte ab
einer Konzentration von 500 uM eine Depletion des GSH-Gehaltes, welcher anschlieRend
konzentrationsabhangig sank. Bei 1000 uM NEM war der GSH-Spiegel bis auf 22 nmol/g FG
gesunken. Ab dieser Konzentration konnte ebenfalls eine Anderung des Redox-Potentials zu
deutlich positiveren Werten beobachtet werden: es stieg von — 368 mV auf — 300 mV. IA fiihrte
bereits bei 100 pM zu einer leichten Anderung des GSH-Gehaltes. Ab 500 pM betrug der GSH-
Gehalt nur noch ein Siebtel des Basalwertes und bei 1000 uM war der Gehalt auf das 13,8-Fache
der Basalmenge gesunken. In gleicher Weise stieg der Wert des Redox-Potentials von — 356 mV

auf — 320 mV (Gerhards, 2017). Wie erwartet, fihrte die Behandlung mit den Thiol-reaktiven
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Substanzen IA und NEM zu einer Anderung des Redox-Potentials. Warum nach Zugabe von
MMTS keine Anderung gemessen werden konnte, kann daran liegen, dass MMTS ebenfalls in
der GSH-Extraktionsmethode verwendet wird. Findling et al. (2018) konnten im GST6::Luc-
System zeigen, dass DA erst ab einer Konzentration von 2 mM biologisch aktiv ist. Daher

kdnnten die in diesem Versuch verwendeten Konzentrationen zu gering gewesen sein.
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Abbildung 18: Endogener Gehalt an reduziertem (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG) (A) und das
berechnete Redox-Potential (B) von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Thiolreagenzien (MMTS, NEM, IA sowie DA). Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges
MeOH in MS-Medium mit 3 % Zucker verwendet. Die Keimlinge inkubierten fiir vier Stunden in den
entsprechenden Losungen und wurden anschlieRend in fliissigen Stickstoff eingefroren (MWzSD, n=3).
Daten entnommen aus Gerhards, 2017.
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3.2.5 SF- und BITC-induzierte Genregulierung ist keine Folge einer Senkung des GSH-Gehalts

In der Literatur sind zwei Transkiptomanalysen beschrieben, die eine GSH-abhangige
Genregulierung zeigen: zum einen die Untersuchung der GSH-defiziten root meristemless 1-1
(rml/1-1) Mutante sowie zum anderen die Erniedrigung des GSH-Gehalts durch exogene Zugabe
von BSO (Schnaubelt et al., 2015; Koprivova et al., 2010). In beiden Analysen wurde eine Vielzahl
an Genen differentiell reguliert. Durch einen Vergleich der publizierten Daten mit der in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalyse von SF sollten nun Gene identifiziert
werden, welche als Marker Gene fir niedrige GSH-Gehalte fungieren kénnen. Es wurden nur
Gene berlicksichtigt, welche eine mindestens zweifache Induktion zeigten. Die durchgefihrte
VENN-Analyse ist in Abbildung 19 dargestellt. Es zeigte sich nur eine sehr geringe Uberlappung
an gemeinsam regulierter Gene. Nur 13 % der SF-induzierten Gene sind ebenfalls in rm/1-1
sowie nach BSO-Behandlung erhéht. Die rm/1-1 Mutante sowie die BSO-Behandlung zeigten
eine gemeinsame Induktion von 33 Genen, welche nicht durch SF reguliert wurde. In dieser
Teilmenge befanden sich unter anderem eine Glucosyltransferase (UGT74E2) sowie ein
cytosolisches Thioredoxin vom h-Typ (TH8), welche in Kooperation mit Julian Gerhards im
Rahmen der von mir betreuten Masterarbeit anschlieBend auf ihre Expression nach exogener

Gabe von SF und BITC analysiert wurden.

SF rmi1-1
557 802

Q
(55N

91
BSO

Abbildung 19: VENN-Diagramme zum Vergleich hochregulierter Gene. Der in silico Vergleich wurde mit
eigenen Transkriptomdaten von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen, behandelt mit 100 uM SF fir vier
Stunden, mit sieben Tagen alten rm/1-1 Mutanten (Schnaubelt et al.2015) sowie sechs Tage alten Col-0-
Keimlinge nach Inkubation in 1,25 mM BSO (Koprivova et al. 2010) durchgefiihrt (fc< 2, pValue< 0,05).
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Zur Untersuchung dieser potentiellen Markergene wurden Keimlinge in Flissigkultur (10
Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach zehn Tagen mit zwei
unterschiedlichen Konzentrationen der beiden ITCs (in Methanol/Wasser gelGst,
Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) fir vier Stunden versetzt. Zum einen wurde eine
Konzentration gewahlt (siehe 3.2.3), welche keinen Einfluss auf den GSH-Gehalt hatte und zum
anderen eine weitere Konzentration, welche zu einer deutlichen Reduktion des GSH-Gehalts
sowie zu einer Anderung des Redox-Potentials fiihrte. Nach RNA-Isolation wurde die Expression
von TH8 und UGT74E2 mittels qPCR analysiert. In Abbildung 20 kann man deutlich erkennen,
dass beide Gene durch exogene Gabe von 100 uM der ITC nicht induziert wurden. Die
Transkriptmenge von TH8 anderte sich auch nicht bei einer Konzentration von 500 uM BITC
bzw. SF. Die Expression von UGT74E2 hingegen zeigte eine deutliche Erhéhung nach Behandlung
mit 500 uM SF, nicht jedoch bei derselben Menge an BITC (Gerhards, 2017). Dies steht im
Widerspruch zu der Hypothese, dass diese Gene hauptsichlich durch die Anderung des Redox-
Potentials reguliert werden, da BITC bei dieser Konzentration nachweislich ebenfalls zu einem
positiveren Redox-Potential flhrte. Diese Ergebnisse zeigten, dass sich weder TH8 noch

UGT74E2 als Markergene fir einen auf chemischem Weg reduzierten GSH-Spiegel eignen.

Zusammenfassend mit den vorherigen Ergebnissen kann festgehalten werden, dass die
Regulation der Genexpression nach Behandlung mit den beiden ITCs SF und BITC nicht von
einem erniedrigten GSH-Gehalt abhangig ist. Moglicherweise spielt dieser Mechanismus erst bei
ITC Konzentrationen eine Rolle, welche hoch genug sind fiir eine Depletion des GSH-Gehalts und

eine Anderung des Redox-Potentials.
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Abbildung 20: Genexpressionsanalyse von TH8 sowie UGT74E2 bezogen auf Actin2/8 mittels
guantitativer real-time PCR von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen nach Behandlung mit BITC und SF. Als
Kontrolle (KON) wurde 1 %-iges MeOH in 3 %-igem Zucker-MS-Medium verwendet. Die Keimlinge
inkubierten flr vier Stunden in den entsprechenden Lésungen und wurden anschlieBend in fllssigen
Stickstoff eingefroren (MWzSD, n=4). Daten entnommen aus Gerhards, 2017.

Die gewonnenen Daten widersprechen der Hypothese der RES-vermittelten Genregulation
durch Depletion des GSH-Gehaltes und Senkung des Redox-Potentials. Jedoch ist anzumerken,
dass die Daten vier Stunden nach RES-Gabe erhoben wurden. Die Daten kénnen dadurch nicht
wiederspiegeln, ob eine Depletion von GSH durch 100 uM RES durch Neusynthese wieder
kompensiert wurde. Die alternative Hypothese der kovalenten Modifikation von Zielproteinen

als moglicher Mechanismus wird in der Diskussion unter Abschnitt 4.2 naher erlautert.

3.3 Physiologische Bedeutung von SF als Signalmolekiil

Neben dem Erkennungs-und Signaltransduktionsmechanismus fiir RES ist auch die biologische
Bedeutung von RES fiir die Vermittlung einer Stresstoleranz noch weitgehend unklar. Griinde
hierfiir sind zum einen, dass eine Vielzahl an strukturell verschiedenen RES in Pflanzen existiert
und zum anderen, dass kein Sensor-Protein bekannt ist. Es stellt sich die Frage, ob nach Stress
relevante RES-Konzentrationen erreicht werden kénnen und inwieweit die RES-induzierte

Genregulation zur Re-Programmierung der Genexpression nach Stress beitragt.
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SF eignet sich in der vorliegenden Arbeit als Model-RES, um die Beteiligung von SF an der
stressinduzierten Genregulation zu untersuchen, da bei Stresseinwirkung ITCs in hohen
Konzentrationen vorliegen (Andersson et. al., 2015). Zudem existieren unterschiedliche GS-
Biosynthese Mutanten, welchen die Fahigkeit fehlt aliphatische ITCs zu generieren. Der
myb28myb29-Mutante fehlen die Myeloblastosis-TF (MYB) MYB28 und MYB29. Sie kann somit
keine aliphatischen GL und folglich SF synthetisieren (Beekwilder et al., 2008; Sgnderby et al.,
2010). Eine weitere Mutante, die tggltgg2 Mutante, zeigt einen Defekt in den beiden
Myrosinase-Genen. lhr fehlt somit die Thioglykosidase-Aktivitat um SF und andere GS
Abbauprodukte herzustellen (Barth and Jander, 2006).

3.3.1 Charakterisierung der SF-Induktion durch Verwundung

Zur Charakterisierung der SF-Induktion durch Verwundungsstress wurden zunachst in
Kooperation mit Julian Gerhards im Rahmen der von mir betreuten Bachelorarbeit Basalwerte
von SF in intakten Pflanzen bestimmt. Zudem wurde Uberpriift, ob der Gehalt an SF vom
Entwicklungsstadium der Pflanze abhangig ist. Dazu wurden Arabidopsis-Pflanzen auf Erde
angezogen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Die Analyse von zwei und drei
Wochen alten Keimlingen erfolgte mit Keimlingen in Flussigkultur (10 Keimlinge in 500 ul MS-
Medium mit 3 % Zucker). Die Extraktion von SF erfolgte wie unter 2.10.1.1 beschrieben. Die SF-
Gehalte wurden anschlieBend mittels UPLC-MS/MS quantifiziert. Wie in Abbildung 21 zu
erkennen ist, liegt der basale Gehalt von SF in zwei bzw. drei Wochen alten Arabidopsis-
Keimlingen bei 0,1 bis 0,4 nmol/g FG. Altere Arabidopsis-Pflanzen (vier bis acht Wochen alt)
zeigten einen noch hoheren endogenen Gehalt an SF von 2-3 nmol/g FG (Gerhards, 2015).
Diese Ergebnisse (iberraschen, da laut der Hypothese der Senfél-Glykosid-Bombe eine
Generierung von SF erst durch einen vorangegangenen Verlust der Zellintegritat moglich ist
(Wittstock and Burow, 2010). Aufgrund mangelnder addquater Kontrollen kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass durch die Ernte oder Aufarbeitung der Proben eine Hydrolyse von

Glucoraphanin und dementsprechend SF-Bildung stattfand.
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Abbildung 21: Basaler, endogener Gehalt an SF in Col-0-Pflanzen in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien. Zur Analyse der zwei sowie drei-Wochen alten Pflanzen wurde das Keimlingssystem
verwendet, Pflanzen im Alter von vier bis acht Wochen wurden auf Erde angezogen (MWz+SD, n=3).
Daten entnommen aus Gerhards, 2015.

Wie unter 1.1.4 beschrieben, fiihrt eine Gewebezerstérung und ein Verlust der zelluldren
Integritat zur Bildung von SF. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Stress der
Verwundung als Stressbedingung gewadhlt, um endogen eine deutliche Bildung von SF in
Arabidopsis zu induzieren. Um den zeitlichen Verlauf der SF Generierung nach Verwundung zu
charakterisieren, wurden die Rosettenblatter von sechs Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen wie
unter 2.8.3 beschrieben einmal langs der Mittelrippe mittels einer Pinzette verwundet und zu
zwei Zeitpunkten (0,5 und 4 Stunden) geerntet. Als Kontrolle wurden unverwundete Blatter
geerntet. Neben Col-0 wurden zudem myb28myb29 und tggltgg2 Mutanten untersucht, welche
in der Synthese von SF defizient ist. Zum Vergleich wurden weiterhin die cyp79b2cyp79b3-
Mutante, welche keine indolischen GS produzieren kann, sowie die Quadrupel-Mutante
myb28myb29/cyp79b2cyp79b3, welche weder aliphatische als auch indolische GS bilden kann,
getestet. Weiterhin wurden zur Charakterisierung der Wundreaktion die Phytohormone JA und
OPDA analysiert. Diese Jasmonate spielen eine bedeutende Rolle bei der pflanzlichen Abwehr
von Herbivoren. lhr Gehalt kann innerhalb von Sekunden nach Verwundung auf das 500-Fache

des Basalwertes ansteigen (Buseman et al., 2006; Acosta and Farmer, 2010).
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Die Analyse der Gehalte an SF sowie der Phytohormone JA und OPDA sind in Abbildung 22
dargestellt. Bereits 30 Minuten nach Verwundung war ein deutlicher Anstieg des SF Gehalts in
Col-0 und cyp79b2cyp79b3 auf jeweils 15 nmol/g FG zu verzeichnen. Das ist im Wildtyp eine
Akkumulation um das 6-Fache des Basalwertes, in der Mutante sogar um das 12-Fache. In
beiden Genotypen war der Gehalt an SF nach weiteren 3,5 Stunden wieder leicht gesunken. So
betrug der SF Gehalt in Col-0 Pflanzen nach vier Stunden 7,2 nmol/g FG und in der
cyp79b2cyp79b3 Mutante 5,5 nmol/g FG. Da die gemessenen SF-Gehalte die Gehalte integriert
Uber das gesamte Blatt wiederspiegeln, SF aber am Ort der Verwundung gebildet wird, missen
dort lokal noch deutlich héhere SF-Konzentrationen nach Verwundung vorliegen. In den andern
untersuchten Genotypen konnte wie erwartet sowohl basal als auch nach Verwundung kein SF

detektiert werden.

Die Analyse der Phytohormone zeigte in allen Genotypen wie erwartet eine deutliche Induktion
der JA- und OPDA-Gehalte und blieb auch nach vier Stunden auf diesem hohen Niveau. Im
Vergleich zum SF-Gehalt war die Menge der akkumulierten Phytohormone jedoch deutlich
geringer, so erreichte JA Werte von 4-8 nmol/g FG und OPDA 3-7 nmol/g FG. Dies deutet
darauf hin, dass in allen Genotypen eine Verwundungsreaktion von &ahnlicher Starke

stattgefunden hat.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass bereits 30 Minuten nach Verwundung der Gehalt an SF
den 3-fachen Gehalt von OPDA erreichte. Dagegen wies OPDA nach vier Stunden immer noch
erhohte Werte auf, wohingegen SF in der gleichen Zeit wieder auf die Halfte des induzierten
Wertes gesunken war. Ziel dieses Experiments war, relevante SF-Konzentrationen zu erreichen,
welche zur Genregulation fihren kénnen (50-100 puM). In der vorliegenden Arbeit wurden
maximal 15 nmol/g FG erreicht, was deutlich geringer ist, als die bei Andersson et al., (2015)
gemessenen Werte von 180 nmol/g FG nach Pathogen-Infektion. Eine mogliche Erklarung
hierfiir kdnnte zum einen sein, dass zum getesteten Zeitpunkt ein groRer Teil des gebildeten SF
bereits weiter verstoffwechselt worden ist. Zum anderen konnten in Kooperation mit Julian
Gerhards in der von mir betreuten Masterarbeit SF-Werte von bis zu 50 nmol/g FG erreicht
werden. Dies deutet darauf hin, dass abhangig von den Verwundungsbedingungen auch hohere
SF-Werte erreicht werden kdnnen.
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Abbildung 22: Endogene Gehalte an SF sowie JA und OPDA in sechs Wochen alten Col-0-Pflanzen sowie
tggltgg2, cyp79b2cyp79b3, myb28myb29 Mutanten und der Quadrupel-Mutante myb28myb29-
cyp79b2cyp79b3 nach Verwundung. Die Rosettenblatter wurden mit einer Pinzette verwundet und nach
30 Minuten bzw. vier Stunden in fllssigen Stickstoff eingefroren. Als Kontrolle (KON) wurden
unverwundete Blatter analysiert (MWSD, n=6).
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Zusatzlich wurden in Col-0 Pflanzen die Auswirkungen des Stimulus Verwundung auf das Redox-
Potential Uberprift. Die Analyse der Glutathion-Gehalte und des daraus berechneten Redox-
Potentials ist in Abbildung 23 dargestellt. Durch die Verwundung konnte keine Erniedrigung des
GSH-Gehaltes beobachtet werden. Auch das berechnete Redox-Potential zeigte keine Anderung

und blieb Gber den Zeitraum der Beobachtung hinweg konstant bei ca. =370 mV.
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Abbildung 23: Endogener Gehalt an reduziertem (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG) sowie das
berechnete Redox-Potential von sechs Wochen alten Col-0-Pflanzen nach Verwundung. Die
Rosettenblatter wurden mit einer Pinzette verwundet und nach 30 Minuten bzw. vier Stunden in
flissigen Stickstoff eingefroren. Als Null-Stunden-Zeitpunkt wurden unverwundete Blatter analysiert
(MW4SD, n=6).

3.3.2 Beteiligung von SF an der stressinduzierten Genregulation

Die Behandlung von Keimlingen mit SF fiihrte zu einer klaren Induktion von Genen, welche an
Entgiftungsprozessen, bei Hitzestress und bei der generellen Antwort von Arabidopsis auf Stress
beteiligt sind (siehe Tabelle 13). Daher wurde eine mogliche Beteiligung von induziertem SF an
der Regulation RES-induzierbarer Gene nach Verwundung Uberpriift. Dazu wurden
Genexpressionsanalysen an verwundeten Pflanzen (siehe 3.3.1) durchgefiihrt. Nach RNA-
Isolierung und reverser Transkription in cDNA erfolgte die quantitative Analyse der Expression
ausgewahlter Markergene. In Abbildung 24 sind die Expressionsspiegel der Gene dargestellt. Die

relative Expression von HSFA2, HSP17.61/1 und HSP26-5 wurden 30 Minuten nach Verwundung
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der Pflanzen bestimmt, da diese Gene eine schnelle und transiente Expression zeigen.

CYP81D11 sowie GSTU25 wurden vier Stunden nach Verwundung analysiert.

Wie man erkennen kann, zeigte sich sowohl im Wildtyp als auch in der SF bildenden
cyp79b2cyp79b3 Mutante eine deutliche Akkumulation der CYP81D11 Transkripte. In tggltgg2
und myb28myb29 hingegen ist eine sehr geringe Induktion zu erkennen. Ein dhnliches Muster
mit jedoch geringerer Starke zeigte sich ebenfalls bei GSTU25. Auch hier war nach Verwundung
eine Akkumulation der GSTU25-Transkripte deutlich in Col-0 und in der cyp79b2cyp79b3-
Mutante zu erkennen, jedoch unterschied sich die Induktion der Genexpression von Col-0 zu

tgg2tgg2 oder myb28myb29 nicht signifikant.

Die Genexpression von HSFA2, HSP26-5 sowie HSP17.61l wurde sowohl in Col-0 als auch in der
cyp79b2cyp79b3-Mutante nach Verwundung deutlich induziert. In der Myrosinase-Mutante
tggltgg2 zeigte sich keine (HSP26-5 und HSP17.6ll) bzw. eine deutlich niedrigere (HSFA2)
Induktion. Allerdings konnten fiir diese Gene in der myb28myb29-Mutante ebenfalls erhdhte
Expressionslevel festgestellt werden. Da diese Mutante aufgrund fehlender aliphatischer GS
ahnlich zur tggltgg2 Mutante kein SF bilden kann, wurde erwartet, dass sich die differenzielle
Regulation der Genexpression in den beiden Mutanten dhnlich verhalt. Da die myb28myb29
Mutante jedoch (iber eine intakte Myrosinase verfligt, kdnnen moglicherweise andere GS-

Hydrolyse Produkte als SF bei der Genregulation eine Rolle spielen.
Die Genexpression von HSP101 wurde durch Verwundung in Col-0-Pflanzen nicht induziert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in der SF-defiziten tgg1tgg2-Mutante die Induktion
der Expression von Cyp81D11, HSP17.71l, HSP26.5 sowie HSFA2 durch Verwundung entweder
deutlich erniedrigt ist bzw. tiberhaupt nicht stattfindet. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die
durch Verwundung induzierten ITCs als Signal fungieren kénnen, welches die Expression von

einigen Genen in verwundeten Blattern regulieren.
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Abbildung 24: Genexpressionsanalyse von CYP81D11, HSP26-5, GSTU25, HSP101, HSFA2 sowie HSP17.611
bezogen auf Actin2/8 mittels quantitativer real-time PCR in sechs Wochen alten Col-0-Pflanzen sowie
tggl/tgg2-, cyp79b2/cyp79b3- und myb28/myb29-Mutanten nach Verwundung. Die Blatter wurden mit
einer Pinzette verwundet und nach 30 Minuten (Hitzegene) bzw. vier Stunden (Detoxifizierungsgene) in
flissigen Stickstoff eingefroren. Als Kontrolle (KON) wurden unverwundete Blatter analysiert (MW+SD,
n=6, T.Test unabhangiger Stichproben *pValue<0,05; **pValue<0,01).
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3.3.3 Bestimmung der Toxizitat von SF und BITC

Untersuchungen zur biologischen Aktivitat verschiedener RES-Oxylipine zeigten zytotoxische
Effekte und eine hemmende Wirkung auf die Photosynthese (Mueller and Berger, 2009). Die
Photosyntheseaktivitat kann durch Messung der Chlorophyllfluoreszenz untersucht werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde als Parameter die maximale Quantenausbeute des PSIl (Fv/Fm)
betrachtet. Das Fv/Fm-Verhéltnis stellt einen robusten Parameter zur Bestimmung der
Fluoreszenz des PSII dar und fungiert als sensibler Indikator flir die photosynthetische Effizienz
der Pflanze (Bjorkman and Demmig, 1987; Krause and Weis, 1991). Noch bevor sichtbare
Schaden an den Pflanzen erkennbar sind, liefert die Messung der Chlorophyllfluoreszenz

Hinweise auf eine durch Stress ausgeldste Schadigung des PSIl und somit auf toxische Effekte.

Zur Untersuchung der Toxizitat der ITC SF und BITC wurden Keimlinge in Flussigkultur (10
Keimlinge in 500 pul MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf
zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Nach zehn Tagen wurden die Keimlinge fiir zwei Stunden
mit verschiedenen Konzentrationen der ITCs (in Methanol/Wasser geldst, Endkonzentration
Methanol im Medium: < 2 %) versetzt. Der photosynthetische Parameter Fv/Fm wurde
anschlieBend vier und 24 Stunden nach dem chemischen Stress bestimmt. Zudem wurde nach
weiteren sieben Tagen die Uberlebensrate der Keimlinge ausgezihlt. Wie in Abbildung 25 zu
sehen ist, liegt der Fv/Fm-Wert von nicht-gestressten Pflanzen bei ca. 0,65. Wie erwartet, wurde
der Parameter Fv/Fm durch sub-toxische ITC-Konzentrationen von 100 uM nicht erniedrigt. Bei
hoheren Konzentrationen konnte sowohl fir SF als auch fiir BITC eine konzentrationsabhangige
Abnahme des Fv/Fm-Verhéltnisses beobachtet werden. Hierbei wiesen die ITC deutliche
Differenzen in ihrer Toxizitat auf. Wahrend der Parameter Fv/Fm nach Behandlung der
Keimlinge mit 200 puM SF nach vier Stunden kaum erniedrigt wurde, fiihrte dieselbe
Konzentration an BITC zu einer drastischen Abnahme auf das 0,36. Ab einer Konzentration von
300 uM BITC sowie 800 uM SF lag die maximale Quantenausbeute des PSIl unter der
Detektionsgrenze. Eine erneute Messung des Parameters Fv/Fm nach 24 Stunden zeigte das
gleiche Bild, wobei bei fast allen getesteten Konzentrationen ein leichter Anstieg der maximalen
Quantenausbeute des PSIl im Vergleich zum vier Stunden-Wert zu beobachten war. Die

Uberlebensrate, welche nach sieben Tagen bestimmt wurde, wies einen dhnlichen Verlauf wie
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der Parameter Fv/Fm auf. Es bestatigt sich, dass die Behandlung mit 100 uM der ITCs fir die
Keimlinge nicht toxisch ist. Nach Behandlung mit 200 uM BITC Uberlebten 44 % der Keimlinge.
Ab einer Konzentration von 300 uM BITC waren die Blatter aller Keimlinge chlorotisch und es
konnte kein Wachstum — also keine Ausbildung von griinen Folgeblatter — mehr festgestellt
werden. Wahrend die Behandlungen mit SF Konzentrationen von 100-600 uM kaum bis leicht
toxisch fir die Keimlinge waren, zeigte bei einer Behandlung mit 800 uM SF nur noch ein Drittel
der Keimlinge ein Wachstum und konnte als lebend gezahlt werden. Insgesamt ist in Abbildung
25 zu erkennen, dass bei beiden ITCs (SF sowie BITC) die Messung der Chlorophyllfluoreszenz
und hierbei die Bestimmung der maximalen Quantenausbeute am PSIl einen Hinweis auf die

Uberlebensrate liefert und beide ITCs diese konzentrationsabhingig beeinflussen.
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Abbildung 25: Chlorophyll-Fluoreszenz sowie Uberlebensrate von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen.
Keimlinge wurden fir zwei Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an SF oder BITC mit einem
Anteil von 1 % MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker behandelt. Der Parameter Fv/Fm wurde vier sowie
24 Stunden nach der Behandlung bestimmt. Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH in MS-
Medium mit 0 % Zucker verwendet (MW+SE, n=8 fiir SF, n=24 fiir BITC). Die Uberlebensrate wurde
sieben Tagen nach der Behandlung mit Hilfe des x2 Test ausgewertet (n>35 fir SF, n>103 fir BITC).

3.3.4 Chemisches Priming induziert Resistenz gegeniiber BITC Intoxikation

Eine Gewebezerstorung fihrt lokal zur Generierung hoher toxischer Konzentrationen von ITCs,
welche in  das umliegende gesunde Gewebe diffundieren und somit einen
Konzentrationsgradienten um die Stelle der Verwundung aufbauen kénnen. Es ist bekannt, dass
RES zu einer Induktion von Abwehr- und Detoxifizierungsgenen flihren (Mueller et al., 2008).
Diese induzierte Erhohung der Widerstandsfahigkeit der Pflanzen durch unbedenkliche
Substanzen wird im Pflanzenschutz in der Landwirtschaft als ,,Priming“ bezeichnet. Es stellt sich
nun die Frage, ob die Geninduktion durch ITCs die Pflanze vor einer Selbstintoxikation schiitzen

konnte.
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Um dies zu testen, wurden Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit
3 % Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Nach
neun Tagen wurden die Keimlinge fiir 24 Stunden mit subtoxischen Konzentrationen der ITCs (in
Methanol/Wasser gelost, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) versetzt.
AnschlieBend wurden die Keimlinge mit toxischen Konzentrationen an BITC (200 uM und
300 uM), welche unter 3.3.3 bestimmt wurden, fiir zwei Stunden behandelt. Anschliefend
wurde der Parameter Fv/Fm sowie die Uberlebensrate bestimmt. Neben SF und BITC wurden
50 uM Radicicol, ein Inhibitor des Hitzeschock-Proteins 90 (HSP90), als ,Priming-Substanz”
untersucht. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Radicicol zu einer Induktion von Genen der
Hitzeschockantwort und einer erhéhten Thermotoleranz in Arabidopsis thaliana fihrt (Yamada

et al., 2007).

In Abbildung 26 kann man sowohl bei der maximalen Quantenausbeute am PSII als auch bei der
Uberlebensrate einen signifikanten Unterschied zwischen RES-vorbehandelten- und Kontroll-
Keimlingen erkennen. Wahrend eine Behandlung mit 200 puM BITC 40 % der Keimlinge
Uberleben, verbesserte eine Vorbehandlung mit 100 pM BITC sowie 100 puM SF die
Uberlebensrate auf 100 %. Eine Vorbehandlung mit BITC konnte die Uberlebensrate nach
Behandlung mit der toxischen Dosis von 300 uM BITC auf 22 % erhéhen. Die Vorinkubation mit
SF fiihrte bei der gleichen toxischen Behandlung mit BITC zu einer Erhéhung der Uberlebensrate
von 18 % auf 36 %. Dieser Effekt zeigte sich schon in der Bestimmung des Fv/Fm-Parameters
vier Stunden nach dem chemischen Stress. Nach Gabe von 200 uM BITC lag der Parameter
Fv/Fm von vorbehandelten Keimlingen bei 85 % (BITC) bzw. 66 % (SF) im Vergleich zu 33 % der

Kontrollbehandlung.

Ahnlich zur Vorbehandlung mit den ITCs verhielt sich das RES Radicicol, welches aufgrund seiner
a,B,y,6-ungesattigten  Carbonylgruppe starke elektrophile Aktivitaiten besitzt. Eine
Vorbehandlung der Keimlinge mit Radicicol erniedrigte den Parameter Fv/Fm nach 300 uM BITC
ebenso lediglich auf 85 %. Im Vergleich dazu fiihrte die Kontrollbehandlung zu einer Senkung
um 23 %. Die Uberlebensrate war bei vorbehandelten Keimlingen im Vergleich zu Kontroll-

Keimlingen ebenfalls signifikant erhoht (0,8-fach vs. 0,1-fach).
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Keimlinge, welche zuvor mit niedrigen Konzentrationen
der RES SF, BITC oder Radicicol behandelt wurden, sowohl eine héhere Uberlebensrate als auch
eine geringere Schadigung des PSIl nach BITC-Behandlung aufweisen als nicht-vorbehandelte
Keimlinge. Somit kann aus diesen Ergebnissen gefolgert werden, dass ITCs und moglicherweise
weitere Thiol-reaktive RES Pflanzen vor selbst-produzierten, toxischen ITC Konzentrationen, wie

sie lokal bei Gewebszerstorungen vorkommen, schiitzen kénnen.
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Abbildung 26: Uberlebensrate sowie Chlorophyll-Fluoreszenz von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen nach
zweistiindiger Behandlung mit BITC. Zuvor inkubierten die Keimlinge fiir 24 Stunden in Lésungsmittel-
Kontrollen oder in 100 uM BITC, 100 uM SF oder 50 uM Radicicol. Als Kontrollbehandlung (KON) wurde
1 %-iges MeOH fiir BITC, 1 %-iges EtOH fiir SF oder 1,8 %-iges DMSO fiir Radicicol in MS-Medium mit 0 %
Zucker verwendet. Nach 4 Stunden wurde der Parameter Fv/Fm in dunkeladaptierten Keimlingen
bestimmt. (MW4+SE, n=12, T.Test unabhangiger Stichproben *pValue<0,05; **pValue<0,01;
***p\alue<0,005). Die Uberlebensrate wurde sieben Tagen nach der Behandlung mit Hilfe des x2 Test
ausgewertet (n>53, T.Test unabhangiger Stichproben *pValue<0,05; **pValue<0,01; ***pValue<0,005).

3.3.5 Arabidopsis HSFA1-TF sind wichtig bei der Vorbeugung vor einer Intoxikation mit BITC

Die Transkriptom-Analyse von SF behandelten Keimlingen zeigte neben der Induktion von
Genen, welche in Detoxifizierungsprozessen von Xenobiotika beteiligt sind, ebenfalls eine
Vielzahl an Genen der Hitzeschockantwort (Englisch: heatshockresonse, HSR) (siehe 3.1.3). Die

Induktion der HSR konnte ein weiterer Mechanismus sein, welcher Pflanzen vor Selbst-
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Intoxikation schiitzen kann. Zur Untersuchung dieser Hypothese eignet sich die hsfalabde
Mutante, in welcher die vier Masterregulatoren der HSR, die Hitzeschock-
Transkriptionsfaktoren A1l (HSFA1) a, b, d und e, fehlen und so die Induktion 21 weiterer HSF
und damit der meisten Hitzeschock-Genen beeintrachtigt ist (Yoshida et al., 2011; Liu and
Charng, 2012). So wurde die Widerstandsfahigkeit von Wildtyp-Keimlingen (Col-0, WS) mit der

hsfalabde Mutante gegeniber toxischen BITC-Konzentrationen verglichen.

Dazu wurden Keimlinge (Wildtyp und hsfalabde) in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 ul MS-
Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium
umgestellt. Nach zehn Tagen wurden die Keimlinge mit verschiedenen Konzentrationen von
BITC (in Methanol/Wasser geldst, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) fir zwei
Stunden versetzt. AnschlieRend wurden vier Stunden nach der Behandlung der Parameter

Fv/Fm sowie sieben Tage nach Behandlung die Uberlebensrate bestimmt.

Wie in Abbildung 27 zu sehen ist, zeigten Col-0 Keimlinge die gleiche Reaktion wie bereits unter
3.3.3 beschrieben. Die Gabe von 200 pM BITC reduzierte die Uberlebensrate auf 41 %, nach
Behandlung mit 300 uM BITC war kein Wachstum mehr festzustellen. Wahrend in Wildtyp-
Keimlingen (Col-0 und WS) die Behandlung mit 100 uM BITC keinen negativen Effekt hatte, war
die hsfalabde Mutante deutlich sensitiver gegeniiber BTIC. Hier war nach Behandlung mit
100 uM BITC der Parameter Fv/Fm bereits auf das 0,6-Fache gesunken. Die Uberlebensrate war
auf 94 % erniedrigt. Die Behandlung mit 200 uM BITC war fir die hsfalabde-Mutante bereits

derartig toxisch, dass alle Keimlinge als ,tot” gezahlt werden mussten.

Die Ergebnisse zeigten, dass die hsfalabde Mutante deutlich sensitiver gegeniber BITC-
Intoxikation ist als die Wildtypen. Dies lasst vermuten, dass die Induktion der HSR
moglicherweise in Arabidopsis-Keimlingen eine Rolle spielt, um sich vor Selbst-Intoxikation

durch hohe ITC-Konzentrationen zu schiitzen.
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Abbildung 27: Chlorophyll-Fluoreszenz sowie Uberlebensrate von zehn Tage alten Col-0, WS und
hsfalabde-Keimlingen. Die Keimlinge wurden flr zwei Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen
an BITC mit einem Anteil von 1 % MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker behandelt. Der Parameter Fv/Fm
wurde vier Stunden nach der Behandlung bestimmt. Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH MS-
Medium mit 0 % Zucker verwendet (MW+SE, n=8, T.Test unabhdngiger Stichproben *pValue<0,05;
**pValue<0,01; ***pValue<0,005). Die Uberlebensrate wurde sieben Tagen nach der Behandlung mit
Hilfe des x2 Test ausgewertet (n>55, T.Test unabhangiger Stichproben *pValue<0,05; **pValue<0,01;
***pValue<0,005).

3.3.6 Hitze Priming induziert keine Resistenz gegeniiber BITC Intoxikation

In der vorliegenden Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass sich unter den am
starkstenhochregulierten Genen durch RES viele HSPs befinden (siehe 3.1.3). Und zum anderen,
dass das Fehlen einer Hitzeschockantwort in hsfalabde-Keimlingen zu einer erhohten
Sensitivitat gegeniber BITC-Intoxikation flihrt. Weiterhin ist fiir Arabidopsis-Keimlingen bereits

bekannt, dass moderate Hitze (37 °C, eine Stunde) HSPs starker induziert als 100 uM SF
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(Muench, 2016). Es stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob die Induktion von
Hitzeschockgenen durch eine Vorbehandlung der Keimlinge mit moderater Hitze (37 °C) vor

BITC-Intoxikation schitzen kann.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein in der Literatur publiziertes Hitzeprotokoll zur
kurzfristig erworbenen Thermotoleranz (englisch: short-time aquired thermotolerance, SAT)
verwendet, bei welchem sich Keimlinge durch moderate Hitze (37 °C, zwei Stunden)
akklimatisiert haben und so einen lethalen Hitzestress (45 °C) (iberleben konnten (Yeh et al.,
2012). In Anlehnung an dieses Protokoll wurden in der vorliegenden Arbeit Keimlinge in
Flussigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und nach sieben
Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Nach zehn Tagen wurden die Keimlinge fir zwei
Stunden in einem Warmeschrank mit 37 °C Hitze-akklimatisiert. AnschlieRend inkubierten die
Keimlinge zwei Stunden bei 22 °C, damit sich die Hitzeschockresponse aufbauen kann bevor sie
dann fur weitere zwei Stunden mit toxischen BITC-Konzentrationen (in Methanol/Wasser gelost,
Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %), welche unter 3.3.3 bestimmt wurden,
behandelt wurden. Nach weiteren vier Stunden wurde der Parameter Fv/Fm bestimmt und nach
sieben Tagen das Uberleben ausgezihlt. Als Kontrolle (KON) inkubierten Keimlinge durchgehend

bei 22 °C.

Wie man in Abbildung 28 erkennen kann, zeigt sich zwischen den Kontroll-Keimlingen sowie den
Hitze-behandelten Keimlingen kein signifikanter Unterschied. Die Vorbehandlung mit moderater
Hitze konnte weder die maximale Quantenausbeute am PSIl noch die Uberlebensrate der

Keimlinge nach toxischen BITC-Konzentrationen erhéhen.

Obwohl nach Muench 2016 die Induktion der Hitzeschockgene durch moderate Hitze deutlich
starker ist als durch 100 uM SF, konnte keine erhdhte Toleranz der Keimlinge gegeniiber der
BITC-Intoxikation festgestellt werden. Zusammen mit den Ergebnissen von 3.3.5 kann man
vermuten, dass die Induktion der Hitzeschockgene durch HSFA1 zwar wichtig, allerdings nicht

ausreichend flr eine erhdhte Resistenz gegentiber BITC-Intoxikation ist.
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Abbildung 28: Uberlebensrate sowie Chlorophyll-Fluoreszenz von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen nach
zweistiindiger Behandlung mit BITC. Zuvor wurden die Keimlinge zwei Stunden entweder mit 22 °C (KON)
oder 37 °C behandelt. Nach weiteren zwei Stunden bei 22 °C wurden die Keimlinge fir zwei Stunden mit
den gezeigten BITC-Konzentrationen behandelt. Nach vier Stunden wurde der Parameter Fv/Fm in
dunkeladaptierten Keimlingen bestimmt (MW+SE, n=6). Die Uberlebensrate wurde sieben Tagen nach
der Behandlung mit Hilfe des x2 Test ausgewertet (n>52).

3.4 Metabolische Reaktion auf RES

3.4.1 Toxische ITC-Konzentrationen fiihren zu einer spezifischen TAG-Akkumulation in
Arabidopsis-Keimlingen
Wie unter 3.3.3 bestatigt, haben RES in toxischen Konzentrationen eine schadigende Wirkung
auf das PSII, welches zu Teilen aus Galactolipiden besteht und fiir die Photosynthesereaktion
von elementarer Bedeutung ist (Alméras et al., 2003; Berger et al., 2007; Li and Yu, 2018). TAG
Akkumulation im vegetative Gewebe ist ein Phanomen, was bereits bei Hitzestress, Exposition
gegenilber Ozon, Trockenstress und Stickstoff-Mangel beobachtet wurde (Sakaki et al., 1990;
Gaude et al.,, 2007; Mueller et al., 2017) und moglicherweise Teil eines Membran-Lipid-
Remodeling-Prozesses ist. Es stellt sich die Frage, ob eine Anderung des Lipidmetabolismus mit
einer Akkumulation an TAGs ebenfalls eine mogliche Reaktion auf chemischen Stress in Form

von toxischen RES-Konzentrationen sein konnte.

Zur Untersuchung der TAG-Spiegel wurden in Kooperation mit Julia Doller im Rahmen der von
mir betreuten Masterarbeit Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit

3 % Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Im Alter
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von zehn Tagen wurden die Keimlinge fir sechs Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an
RES (in Methanol/Wasser gelost, Endkonzentration Methanol im Medium: <2 %) versetzt und
anschlieend in flissigem Stickstoff eingefroren. Nach Lipid-Extraktion, wie unter 2.10.1.3
beschrieben, wurden die TAGs mittels UPLC-TOF analysiert. Die in Arabidopsis nachgewiesenen
Hauptverbindungen enthalten hauptsachlich drei C18 Fettsduren (TAG54) oder zwei C18 und
einer C16 Fettsauren (TAG52) mit bis zu drei Doppelbindungen pro Acyl-Kette, also maximal
neun Doppelbindungen pro TAG. Zur Quantifizierung aller TAG-Spezies wurde als IS TAG30:0
(Anzahl Kohlenstoffatome:Anzahl Doppelbindungen) verwendet. Da sich dieser allerdings
deutlich in der Kettenlange und der Anzahl der Doppelbindungen zu den TAG-Spezies
unterscheidet, war deshalb nur eine relative Quantifizierung méglich. Zur besseren Ubersicht
wurden alle gemessenen TAG54 sowie TAG52 unabhdngig von der Anzahl an Doppelbindungen
(1-9) aufsummiert und graphisch dargestellt. Wie in Abbildung 29 zu erkennen ist, konnte nach
Behandlung mit sub-toxischen SF- und BITC-Konzentrationen (0-100 uM) keine Erh6hung der

TAG-Gehalte festgestellt werden.

Dagegen filihrten die Behandlungen mit 500 uM BITC in Arabidopsis-Keimlingen zur starksten
Akkumulation der Haupt-TAG-Spezies auf 190 nmol/g FG. Dies ist eine Induktion um das 5,3-
Fache im Vergleich zur Kontrollbehandlung (Doller, 2018). Die Behandlung mit 500 uM SF zeigte
ebenfalls einen deutlichen Anstieg der Haupt-TAGs um das 6,9-Fache im Vergleich zur
Kontrollbehandlung. Die Behandlungen mit den Oxylipinen PGA; und Hexenal zeigten bei den
getesteten Konzentrationen (500 uM bzw. 1000 uM) keine signifikante Veranderung der TAG-

Gehalte.

Zusammenfassend zeigte sich nach Behandlung der Keimlinge mit den ITCs SF und BITC eine
konzentrationsabhdngige Akkumulation der Haupt-TAGs. Dabei zeigten die beiden ITCs einen
vergleichbaren Anstieg bei einer Konzentration von 500 uM. Nach der Behandlung hingegen mit
den Oxylipinen PGA; sowie Hexenal konnte keine Anderung der TAG-Gehalte festgestellt

werden.
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Abbildung 29: Summe der endogenen Gehalte der TAG-Spezies C54 und C52 in zehn Tage alten
Arabidopsis-Keimlingen. Keimlinge wurden fiir sechs Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an
SF, PGA,, BITC (Doller, 2018) oder Hexenal mit einem Anteil von 1 % MeOH in MS-Medium mit 0 %
Zucker behandelt. Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker
verwendet (MW4SD, n=4). BITC-Daten entnommen aus Doller, 2018, (MWzSD, n=4).

Zur detaillierteren Charakterisierung der TAG-Akkumulation wurden weitere Konzentrationen
von SF, PGA; sowie BITC getestet. Dazu wurden in Kooperation mit Julia Doller im Rahmen der
von mir betreuten Masterarbeit Keimlinge in FlUssigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium
mit 3 % Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt.
Nach zehn Tagen wurden die Keimlinge fiir sechs Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
an RES (in Methanol/Wasser gel6st, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) versetzt
und anschlieBend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Profil der einzelnen TAG-Spezies ist in
Abbildung 30 dargestellt. Zunachst fallt auf, dass sich die basalen Gehalte zwischen der
Behandlung mit SF und PGA; mit der von BITC unterscheiden. Wahrend die basalen Gehalte der
Haupt-Spezies aufsummiert bereits bei 35 nmol/g FG lagen (Doller, 2018), war die Summe der
Gehalte der TAG-Spezies bei der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Messung sehr viel

niedriger (7,2 nmol/g FG).

Nach Behandlung mit sub-toxischen BITC-Konzentrationen (0—200 uM; ermittelt unter 3.3.3)

konnte keine bzw. nur eine leichte Erhéhung einiger TAGs beobachtet werden. 500 uM BITC
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flihrte zu einer Akkumulation der meisten TAG-Spezies. Bei TAG52:9 war eine besonders starke
Akkumulation festzustellen. Dabei konnte im Vergleich zum basalen Gehalt ein Anstieg um das
100-Fache auf 36,2 nmol/g FG gemessen werden. Am zweitstarksten war TAG52:8 mit einem
Anstieg um das 36-Fache erhdht. Alle anderen C54- und C52 TAG-Spezies waren dazu im
Vergleich nur gering erhoht. Sie zeigten eine Akkumulation im Schnitt um das 3,5-Fache im
Vergleich zum basalen Wert (Doller, 2018). Nach der Behandlung mit 500 uM SF zeigten
ebenfalls TAG52:9 und TAG52:8 den deutlichsten Anstieg. TAG52:8 zeigte eine Induktion um das
134-Fache im Vergleich zur Kontrollbehandlung. Zudem konnte eine Akkumulation der TAG54-
Spezies mit 6—9 Doppelbindungen um durchschnittlich das 7-Fache detektiert werden. Nach
Behandlung mit den unterschiedlichen PGA; Konzentrationen war zwar ein Anstieg sichtbar

(maximal 3,5-fach), im Vergleich zu SF war dieser allerdings deutlich geringer.

Insgesamt kann man in Abbildung 30 erkennen, dass besonders die Behandlung mit 500 uM
BITC und 500 uM SF zu einer deutlichen Akkumulation einiger TAG-Spezies fihrte. Hierbei
waren besonders die TAG-Spezies mit mehrfach ungesattigten FS (52:9, 52:8, 54:9, 54:8) stark
induziert. Es zeigte sich, dass die Akkumulation sowohl von der Konzentration als auch von der

Art des RES abhangig ist.
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Abbildung 30: Endogene Gehalte der TAG-Spezies C54 und C52 in zehn Tage alten Arabidopsis-
Keimlingen. Die Keimlinge wurden fiir sechs Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an BITC, SF
oder PGA; mit einem Anteil von 1 % MeOH in 0 %-igem Zucker-MS-Medium behandelt. Fir die
Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH in 0 %-igem Zucker-MS-Medium verwendet. Die Keimlinge
wurden nach 6 Stunden geerntet (MWSD, n=4). BITC-Daten entnommen aus Doller, 2018, (MW<SD,
n=4).

Unter 3.3.3 konnte fiir die ITCs SF und BITC 500 uM als toxische Konzentration ermittelt werden.
In der Literatur konnte bei Hitzestress beschrieben werden, dass eine TAG-Akkumulation eine

Folge eines Membran-Lipid-Remodeling-Prozesses ist (Mueller et al., 2017). Daher kdnnte im
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vorherigen Experiment die flir PGA; und Hexenal getesteten Konzentrationen zu gering und
folglich nicht toxisch gewesen sein. Um dies zu testen wurde die Toxizitat der Oxylipine
ebenfalls mit Hilfe des Fv/Fm-Parameters sowie durch Bestimmung der Uberlebensrate
Uberprift. Dazu wurden Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 pl MS-Medium mit 3 %
Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Nach zehn
Tagen wurden die Keimlinge fiir sechs Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an PGA; und
Hexenal (in Methanol/Wasser gel6st, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) versetzt

und die Fv/Fm-Werte bestimmt. Nach weiteren sieben Tagen wurde das Uberleben ausgezihlt.

Wie Abbildung 31 zeigt, konnte weder eine Abnahme des Fv/Fm-Wertes noch der
Uberlebensrate bei den getesteten Konzentrationen beobachtet werden. Die verwendeten
Konzentrationen der Oxylipine sind also fiir die Arabidopsis-Keimlinge nicht toxisch. Da keine
Erniedrigung der maximalen Quantenausbeute am PSIl beobachtet werden kann, kann zudem

gefolgert werden, dass die Membran des PSII nicht beschadigt wurde.

Zusammen mit den Ergebnissen von SF und BITC konnte die TAG-Akkumulation eine Folge einer
Intoxikation, welche einen Membranumbau induziert, sein. Um dies zu testen, misste Gberprift
werden, ob hohere Konzentrationen von PGA; und Hexenal zu einem Membranabbau fiihren.
AnschlieBend miisste dann von den neu ermittelten Konzentrationen erneut der TAG-Gehalt
analysiert werden. Allerdings wiirden diese Konzentrationen vermutlich deutlich auBerhalb des
physiologischen Bereichs fliir endogene RES liegen, weswegen zudem weitere unbekannte

Faktoren eine Rolle spielen dirften.

95



Ergebnisse

1 Othmeh| -
0.8 - X 100 -
3
é 0,6 - Z
Z 04 - 8 50 -
©
0,2 g
D
0 0 -
0 ‘ 100 ‘ 500 | O ‘ 100 ‘1000
PGA, (uUM) Hexenal (uLM) PGA; (UM) | Hexenal (uM)

Abbildung 31: Chlorophyll-Fluoreszenz sowie Uberlebensrate von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen.
Keimlinge wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an PGA; oder Hexenal mit einem Anteil von
1 % MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker behandelt. Der Parameter Fv/Fm wurde eine sowie sechs
Stunden nach der Behandlung bestimmt. Als Kontrollbehandlung wurde 1 %-iges MeOH in MS-Medium
mit 0 % Zucker verwendet (MW4+SE, n=8). Die Uberlebensrate wurde sieben Tagen nach der Behandlung
mit Hilfe des x2 Test ausgewertet (n>35).

3.4.2 TAG-Akkumulation ist keine allgemeine Reaktion auf chemische Intoxikation und
unabhangig von der Toxizitat der Chemikalien
Zur Uberpriifung, ob die beobachtete TAG-Akkumulation nach Behandlung mit toxischen ITC-
Konzentrationen ein genereller Mechanismus fir eine chemische Intoxikation ist, wurden
weitere Chemikalien getestet. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit unter anderem
Herbizide getestet, welche die Lichtreaktion der Pflanze beeinflussen. Die PSll-Herbizide Diuron
(Wirkstoff DCMU) sowie Metribuzin wirken durch Inhibierung des Elektronentransfers vom
primaren Elektronenakzeptor, einem Chinon (Qg), zum Plastochinon-Pool (PQ) (Dayan et al.,
2010), woraufhin dessen Redox-Status in einen stark oxidierten Zustand tbergeht (Dayan et al.,
2010; Pfalz et al, 2012). Als weiteres Herbizid wurden Glyphosat, welches die
Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase (EPSP) inhibiert und somit die
Aminosaurebiosynthese beeinflusst (Amrhein et al., 1980) sowie das Auxin-Analogon Dicamba
getestet. In Analogie zu 3.3.3 wurde zunachst die Toxizitat der Herbizide ermittelt. Dazu wurden
Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500ul MS-Medium mit 3 % Zucker) angezogen und
nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Nach zehn Tagen wurden die

Keimlinge mit verschiedenen Konzentrationen der Herbizide (in Methanol/Wasser gelGst,
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Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %) versetzt. AnschlieRend wurde der Parameters
Fv/Fm nach einer und nach sechs Stunden bestimmt sowie die Uberlebensrate nach weiteren
sieben Tagen ermittelt. Wie in Abbildung 32 dargestellt, senken die beiden PSll-Herbizide Diuron
und Metribuzin rasch die maximale Quantenausbeute am PSII. 1500 uM Glyphosat erniedrigte
ebenfalls den Parameter Fv/Fm. Das Auxin-Analogon Dicamba senkte den Parameter Fv/Fm
nicht. Diuron erwies sich bei den getesteten Konzentrationen als duRerst toxisch. Nach weiteren
sieben Tagen nach der Behandlung lag die Uberlebensrate sowohl fiir 250 pM als auch 2500 uM
bei 0 %. 100 uM Metribuzin senkte die Uberlebensrate auf 38 %, nach der Behandlung mit
1500 uM waren alle Keimlinge tot. Dem gegeniiber hatten selbst die hohen Konzentrationen der
Herbizide Glyphosat sowie Dicamba keinen Effekt auf die Uberlebensrate. Sieben Tage nach der
Behandlung waren alle Keimlinge noch am Leben und zeigten Wachstum. Zusammenfassend
lassen sich die Herbizide unter den getesteten Bedingungen in drei Gruppen unterteilen: (i)
Herbizide, welche die Photosynthese inhibieren und letal fiir Arabidopsis-Keimlinge sind
(Diuron, Metribuzin), (ii) Herbizide, welche die Photosynthese der Keimlinge nicht beeinflussen
aber dennoch letal sind (Glyphosat) und (iii) Herbizide, welche weder die Photosynthese noch

die Uberlebensrate beeintrichtigen (Dicamba).
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Abbildung 32: Chlorophyll-Fluoreszenz sowie Uberlebensrate von zehn Tage alten Col-0-Keimlingen.
Keimlinge wurden mit unterschiedlichen Herbiziden mit einem Anteil von 1 % MeOH in MS-Medium mit
0 % Zucker behandelt. Der Parameter Fv/Fm wurde eine sowie sechs Stunden nach der Behandlung
gemessen. Als Kontrollbehandlung (KON) wurde 1 %-iges MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker
verwendet (MW+SE, n=8). Die Uberlebensrate wurde sieben Tagen nach der Behandlung mit Hilfe des
x2 Test ausgewertet (n>35).

Die anschliefende Analyse der Hauptverbindungen TAG54 und TAG52 ist in Abbildung 33
dargestellt. Hierfiir wurden Keimlinge in Flissigkultur (10 Keimlinge in 500 ul MS-Medium mit
3 % Zucker) angezogen und nach sieben Tagen auf zuckerfreies MS-Medium umgestellt. Im Alter
von zehn Tagen wurden die Keimlinge fiir sechs Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
der Herbizide (in Methanol/Wasser gel6st, Endkonzentration Methanol im Medium: < 2 %)
versetzt und anschlieend in flissigem Stickstoff eingefroren. Unter all den getesteten
Behandlungen zeigt nur die Behandlung mit 1500 uM Dicamba einen sichtbaren Einfluss auf die
TAG-Spiegel mit einer Induktion um das 3,3-Fache des basalen Gehalts. Bei den restlichen
Behandlungen konnte keine Induktion der TAG-Akkumulation beobachtet werden. Allerdings ist

anzumerken, dass es sich bei den Experimenten um Vorversuche handelt und die Ergebnisse
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lediglich als Hinweise zu betrachten sind. Um eine valide Aussage treffen zu konnen, missten

diese wiederholt werden.
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Abbildung 33: Summe der endogenen Gehalte der TAG-Spezies C54 und C52 in zehn Tage alten Col-0-
Keimlingen. Keimlinge wurden fiir sechs Stunden mit Herbiziden in unterschiedlichen Konzentrationen
mit einem Anteil von 1 % MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker behandelt. Als Kontrollbehandlung
(KON) wurde 1 %-iges MeOH in MS-Medium mit 0 % Zucker verwendet (MWSD, n=4).

Neben den oben beschriebenen Herbiziden wurden als weiterer chemischer Stress verschiedene
Thiol-Reagenzien getestet. Hierfiir wurden die gleichen Verbindungen verwendet wie bereits
unter 3.2.4 beschrieben. In zwei unabhangigen Experimenten wurde zunachst die Toxizitat in
Arabidopsis-Keimlingen mittels des Fv/Fm-Parameters nach einer und vier bzw. sechs Stunden
bestimmt sowie die Uberlebensrate nach weiteren sieben Tagen ermittelt. Wie in Abbildung 34
dargestellt, zeigte das RES IA eine deutliche Erniedrigung des Parameters Fv/Fm. Nach bereits
einer Stunde war der Fv/Fm-Wert nach der Behandlung mit 100 uM IA auf das 0,87-Fache und
mit 1000 uM IA auf das 0,47-Fache erniedrigt. Sechs Stunden nach Behandlung mit 1000 uM IA
konnte keine Photosynthese-Effizienz mehr bestimmt werden. Im Vergleich zu IA zeigte NEM
einen schnelleren Effekt. Die Behandlung mit 1000 uM NEM fiihrte bereits nach einer Stunde
zum kompletten Erliegen der Photosynthese. Die Behandlung mit MMTS senkte lediglich bei
einer Konzentration von 1000 puM den Parameter Fv/Fm nach vier Stunden. Das
Oxidationsmittel DA zeigte Uber den gemessenen Zeitraum keinen Einfluss auf die maximale

Quantenausbeute. Die Bestimmung der Uberlebensrate sieben Tagen nach der Behandlung
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zeigte, dass die Behandlung mit IA, NEM sowie MMTS mit hohen Konzentrationen jeweils fir die
Keimlinge letal war. Bei DA hingegen hatte die Keimlinge selbst bei 1000 puM eine
Uberlebensrate von 100 %. Die Analyse der TAG-Spezies zeigte, dass sowohl 100 pM als auch
1000 puM IA zu einer TAG-Akkumulation fiihrten. So konnte ein Anstieg um das 4,3-Fache und
um das 6,2-Fache detektiert werden. Die gleiche Induktion bewirkte die Behandlung mit
1000 uM NEM, hier konnte ebenfalls eine Akkumulation um das 6-Fache detektiert werden.
MMTS bewirkte bei 1000 uM lediglich eine Verdopplung der TAG-Gehalte und die Behandlung

mit DA fiihrte zu keiner Anderung.

Zusammenfassend zeigten die Keimlinge auf die Thiol-Reagenzien IA und NEM eine dhnliche
Reaktion wie auf die ITCs. Konzentrationen, welche die Photosynthese-Effizienz
beeintrachtigten und zudem toxisch oder sogar letal waren, induzierten eine Akkumulation der

Haupt-TAGs in gleicher Starke (ungefahr 6-fach).

Generell konnte beobachtet werden, dass die basalen TAG-Gehalte sich von Experiment zu
Experiment deutlich unterschieden. So konnten Werte von 7 nmol/g FG fur die Kontroll-
Behandlungen im Experiment mit SF, PGA und den Herbiziden oder auch 69 nmol/g FG fir die
Kontroll-Behandlungen im Experiment mit MMTS und DA detektiert werden. Dies zeigt einmal
mehr, dass der Fokus der TAG-Analyse mehr auf den relativen Anstieg als auf den absoluten

Wert gelegt werden sollte.

Betrachtet man die TAG-Analyse aller getesteten Chemikalien, erfolgt die TAG-Akkumulation
nicht als genereller Mechanismus auf eine chemische Intoxikation. Die Hypothese, dass
Photosynthese-Inhibition und Toxizitdt zu einer erhohten TAG-Akkumulation fihren, konnte

nicht bestatigt werden.
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Abbildung 34: Chlorophyll-Fluoreszenz, Uberlebensrate sowie TAG-Gehalte von zehn Tage alten Col-0-
Keimlingen. Zur Bestimmung der Toxizitat wurden Keimlinge mit unterschiedlichen Thiol-Reagenzien mit
einem Anteil von 1 % MeOH in 0 %-igem Zucker-MS-Medium behandelt. Die Chlorophyll-Fluoreszenz
wurde eine sowie vier bzw. sechs Stunden nach der Behandlung gemessen. Als Kontrollbehandlung
wurde 1 %-iges MeOH in 0 %-igem Zucker-MS-Medium verwendet. (MW+SE, n=12 fiir IA und NEM, n=10
fiir MMTS und DA). Die Uberlebensrate wurde sieben Tagen nach der Behandlung mit Hilfe des x2 Test
ausgewertet (n>30). Fir die TAG-Analyse inkubierten die Keimlinge fiir sechs Stunden in der
Behandlungslésung und wurden anschliefend in flissigem Stickstoff eingefroren (MW4SD, n=3).
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4. Diskussion

Fir Arabidopsis thaliana wurden bereits eine Vielzahl an RES beschrieben, welche unter
anderem sowohl durch enzymatische als auch nicht enzymatische Oxidation von mehrfach
ungesattigten Fettsdauren entstehen. Dazu zdhlen Lipide mit einer a,B-ungesattigten Carbonyl-
Verbindung wie OPDA, Malondialdehyd, Hexenal sowie einige Phytoprostane wie PPA; (Mueller
and Berger, 2009). Eine weitere Gruppe bilden die GS-Hydrolyse-Produkte mit einer ITC-
Verbindung. Unter basalen Bedingungen liegen RES in sehr geringen Konzentrationen in den
Zellen vor, konnen jedoch nach bestimmten biotischen und abiotischen Stressen sehr rasch
gebildet werden. Das ITC SF entsteht in Arabidopsis nach Gewebsverletzung, wobei lokal sehr
hohe Konzentrationen (180 nmol/g FG) entstehen kdnnen (Andersson et al., 2015), die sich mit
zunehmenden Abstand vom Ort des Schadens im Gewebe durch Diffusion verdiinnen kénnen.
ITCs verfigen Uber ein reaktives elektrophiles Kohlenstoff-Atom, welches leicht mit
Nukleophilen (Elektronen-Donoren) reagieren kann. Die in Aminosduren, Peptiden oder
Proteinen enthaltenen Amino-, Thiol- oder Hydroxylgruppen kénnen als solche Elektronen-

Donoren fungieren (Hanschen et al., 2014).

4.1 Biologische Aktivitat der ITCs SF und BITC sowie des Oxylipins PGA;
In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die biologische Aktivitat von SF ermittelt. Dabei
wurde der Konzentrationsbereich von SF in Arabidopsis-Keimlingen bestimmt, welcher zur
Aktivierung typischer Markergene von RES flihrt. Tatsachlich fihrten 100 uM SF sowohl in der
Analyse der GST6::Luc-Linie als auch in der Expressionsanalyse verschiedener Markergene zu
einer Genaktivierung. Fir alle getesteten Gene konnte eine deutliche Induktion der

Genexpression beobachtet werden (Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 12).

Die Ursache der Zytotoxizitat sowie der biologischen Aktivitdt von strukturell unterschiedlichen
RES wird in der Literatur mit der Fahigkeit der kovalenten Modifikation von Proteinen auf Grund
der Elektrophilie diskutiert. Der genaue Mechanismus der Signaltransduktion ist allerdings noch
nicht bekannt (Mueller and Berger, 2009). Es ist bekannt, dass strukturell verschiedene RES in
niedrigen Konzentrationen (Substanz-abhangig 1-100 uM) zu der Induktion eines dhnlichen
Satzes von Genen fiihren (Vollenweider et al., 2000; Mueller and Berger, 2009). Allerdings ist

dieser Satz bislang unzureichend definiert. Da die ITCs SF und BITC sowie das Oxylipin PGA; iber
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eine RES-Verbindung verfiligen, liegt die Vermutung nahe, dass diese RES ein &hnliches
Genexpressionsprofil in Arabidopsis-Keimlingen induzieren kdnnen. Weiterhin wird in der
Literatur vermutet, dass dies liber den gleichen Signaltransduktionsmechanismus verlauft
(Mueller and Berger, 2009). Tatsachlich zeigte sich in der Transkriptomanalyse eine grolRe
Uberlappung an induzierten Genen zwischen den RES: 84 % bzw. 81 % der BITC-responsiven
Gene wurden ebenfalls durch SF bzw. PGA; induziert. Mehr als die Halfte aller SF und PGA;
induzierten Gene wurden durch beide RES reguliert (54 % der SF und 60 % der PGA, induzierten
Gene, Abbildung 11). Ein Vergleich mit der publizierten Transkriptomanalyse von AITC (9
Stunden, 0,05 M appliziert (iber Gasphase) (Kissen et al. 2016) zeigte, wie erwartet, ebenso eine
groRe Ubereinstimmung (Daten nicht gezeigt). Insgesamt wurden 42 Gene gemeinsam durch die
Behandlung mit SF, BITC, PGA; sowie AITC induziert. Allerdings ist auffallig, dass nach
Behandlung mit AITC deutlich mehr Gene (2325, Fc > 2) induziert waren als nach SF Behandlung
(557, Fc > 2). Der Unterschied kann zum einen auf die unterschiedliche Behandlung (Art der
Applikation, Dauer und Konzentration der Verbindungen) zurilickgefliihrt werden. Zum anderen
weisen die RES SF und AITC bis auf die ITC-Verbindung (-N=C=S) strukturelle Unterschiede auf.
Bei den Transkriptomanalysen konnten auch Gene identifiziert werden, welche ausschlieBlich

nach Behandlung mit dem jeweiligem RES induziert wurden.

Insgesamt bestatigen diese Vergleiche, dass strukturell unterschiedene RES einen gemeinsamen
Satz an Genen induzieren konnen. Alle diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Strukturahnlichkeit der RES bei der RES-vermittelten Genexpression eine bedeutende Rolle
spielt (Alméras et al., 2003; Taki et al., 2005; Mueller et al., 2008). Im Jahr 2008 konnte ebenfalls
eine groRe Uberlappung der Genexpressionsprofile der beiden Cyclopentenone OPDA und PPA;
gezeigt werden (Mueller et al., 2008). 42 % der PPA;-induzierten Gene wurde ebenfalls durch
OPDA induziert und im Vergleich dazu wurden nur 3 % durch das Cyclopentanon JA, welches
kein RES ist, induziert (Mueller et al., 2008). Allerdings zeigte sich auch stets eine Induktion von
Genen, welche von den unterschiedlichen RES ausschliefllich induziert wurden. Das deutet
darauf hin, dass bei der Genregulation neben der Thiol-Reaktivitat auch weitere strukturelle

Eigenschaften der RES-Molekiile eine wesentliche Rolle spielen.
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Fiir verschiedene RES-Oxylipine mit einer a,B-ungesattigten Carbonygruppe sowie ITCs ist
bekannt, dass sie Stressgene und Gene, die bei der Detoxifizierung beteiligt sind, induzieren
kdnnen (Taki et al., 2005; Mueller et al., 2008; Hara et al., 2010; Hara et al., 2013; Farmer and
Mueller, 2013; Kissen et al., 2016). Sowohl in tierischen als auch pflanzlichen Zellen konnte
gezeigt werden, dass Cyplopentenone HSPs, GSTs, Transkriptionsfaktoren und Kinasen
regulieren kénnen (Maynard et al., 2018). Es ist bereits bekannt, dass GSTs in Pflanzen als
Reaktion auf eine Vielzahl von abiotischen und biotischen Stressoren sowie durch
unterschiedliche Xenobiotika, ROS und RES induziert werden (Marrs, 1996; Chen et al., 1996;
Loeffler et al., 2005). Ebenso konnte in diversen Tierstudien belegt werden, dass ITCs die GST-
Expression induzieren (Dinkova-Kostova, 2013). Folglich sollten die ITCs SF und BITC auch in
Arabidopsis eine Regulation von Stress- und Detoxifizierungsgenen bewirken. In der
vorliegenden Arbeit konnte in verschiedenen Experimenten (GST6::Luc System, qPCR sowie
Transkriptomanalyse) in Arabidopsis-Keimligen nach Behandlung mit SF eine deutliche Induktion
der GST6-Expression beobachtet werden. In den durchgefiihrten Transkriptomanalysen zeigte
sich zusatzlich die Induktion von 9 weiteren GSTs (alle von der Tau-Familie). Weiterhin war auch
nach Inkubation mit PGA; eine deutliche GST6-Induktion (3,0-fach) zu beobachten. Die
Untersuchung der GO-Terme machte ersichtlich, dass Kategorien wie ,response to chemical
stimulus” und ,response to stress” in der vorliegenden Arbeit in allen SF-induzierten Genen
Uberreprasentiert waren. Die genauere Betrachtung der SF-induzierten Genfamilien zeigte GSTs,
Cytochrom P450-Monooxygenasen, Glukosidasen und UDP-Glukosyltransferasen. Diese
Ergebnisse stimmen mit denen der Literatur (berein. Eine im Jahr 2016 durchgefiihrte
Transkriptomanalyse von Arabidopsis-Pflanzen zeigte neuen Stunden nach exogener Gabe von
AITC die Induktion von 17 GSTs (Kissen et al., 2016). AITC besitzt wie SF eine ITC-Verbindung und
dessen Vorldufer-GS Sinigrin kommt ebenfalls in manchen Arabidopsis-Okotypen vor
(Kliebenstein, 2001). In einer umfangreichen Transkriptomanalyse konnten @verby et al. (2015)
drei Stunden nach Sprih-Applikation von 0,05 M AITC eine 10-fache Induktion von GSTF8 (GST6)
beobachten. In einer anderen Studie konnte fiir niedrige Konzentrationen an Phenyl-ITC (PEITC,
1 mM, appliziert durch Spraytechnik als Wasseremulsion) eine Induktion verschiedener GSTs in
finf Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen festgestellt werden (Hara et al., 2010). BITC hingegen

fliihrte unter den in der vorliegenden Arbeit getesteten Bedingungen zu keiner GST-Induktion.
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Bei Untersuchungen der enzymatischen Aktivitdit von GSTs konnte jedoch bereits gezeigt
werden, dass GSTs die Konjugation von BITC an GSH katalysieren und somit zur Detoxifizierung
von BITC beitragen (Wagner et al., 2002). Mueller et al. (2008) konnten die Oxylipine PPA; und
OPDA als Substrate fiir GST6 nachweisen.

In verschiedenen Publikationen konnten zwei weitere RES-responsive Stressgene (CYP81D11
sowie TOLB) mit noch unbekannten Funktionen identifiziert werden. So fihrt die Behandlung
mit OPDA, PPA; sowie PGA; zur Induktion der beiden genannten Gene (Mueller et al., 2008;
Findling et al., 2018). Fir CYP81D11 sind in der Literatur weitere Induktoren bekannt wie das
Herbizid 2,4-Dichlorphenoxyessigsdaure (2,4-D) (Fode et al., 2008) oder der Herbizid-Safener
Benoxacor (Baerson et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Behandlung von
Arabidopsis-Keimlingen mit SF ebenfalls zu einer Induktion dieser Stressgene (Abbildung 10). In
der Transkriptomanalyse war die Expression von CYP81D11 nach SF-Behandlung um das 5,2-
Fache, nach PGA; sogar um das 8,7-Fache induziert. Kissen et al. (2016) konnten nach exogener
Gabe von AITC ebenfalls eine deutliche Induktion von CYP81D11 (11,3-fach) zeigen. Auch die
Expression von TOLB war deutlich erhéht (5,7-fach) (Kissen et al., 2016). Die zunachst
beobachtete Induktion von TOLB um das 6,8-Fache nach Gabe von 100 uM SF in Abbildung 10
konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit allerdings nicht wiederholt werden. In der
durchgefiihrten Transkriptomanalyse war lediglich eine Akkumulation der TOLB-Transkripte um
das 2,2-Fache zu beobachten und in Abbildung 12 konnte Gberhaupt keine Induktion festgestellt
werden. Obwohl innerhalb der vorliegenden Untersuchung auf stets gleiche Bedingungen
sowohl bei der Anzucht als auch bei der Behandlung geachtet wurde, macht dieser Befund
deutlich, dass biologische Proben stets gewissen Schwankungen unterliegen. Da in der
vorliegenden Arbeit die Kultivierung und Behandlung der Keimlinge in Flissigmedium erfolgte,
spielen beispielsweise die Anzahl (meistens 8-10 Keimlinge pro Probe), das Gewicht der
Keimlinge oder weitere dulRere Faktoren wie Starke der Lichtquelle und Abstand zwischen der
Lichtquelle und Pflanzen eine nicht unerhebliche Rolle. Erschwerend dazu sind Pflanzen

besonders im Keimlingsstatus sehr sensibel und reagieren auf veranderte Kulturbedingungen.

Ferner ist aus den Untersuchungen von Mueller et al. (2008) bekannt, dass eine exogene
Behandlung von Arabidopsis-Keimlingen mit 25 uM OPDA oder PPA; zu einem deutlich
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reduzierten Wurzelwachstum flihrt. Zudem konnten die Autoren in einer Transkriptomanalyse
nach Behandlung mit OPDA und PPA; einige reprimierte Gene Kategorien zuordnen, welche mit
Zellwachstum und Zellzyklus assoziiert sind (Mueller et al., 2008). Um zu Uberpriifen, ob SF in
Arabidopsis-Keimlingen ebenfalls zu einer Inhibierung des Zellwachstums fiihrt, wurden zudem
die reprimierten Gene der Transkriptomanalyse nach SF-Behandlung untersucht. Die Analyse
zeigte auch in der vorliegenden Arbeit, dass Genen, welche bei der Wurzelentwicklung beteiligt

sind, in Arabidopsis-Keimlingen nach Behandlung mit SF reprimiert sind.

4.2 RES-vermittelte Genregulation
Mehrere Hinweise deuten darauf hin, dass RES-Molekile durch einen/mehre fiir alle RES-
Molekile &hnlichen/dhnliche Signalmechanismen und Signaltransduktionskomponenten
erkannt werden (Mueller and Berger, 2009). Zur RES-vermittelten Genregulation werden
hauptsachlich zwei mégliche Mechanismen diskutiert. Einer davon ist eine Regulation von RES-
induzierten Markergenen durch die Veranderung des zelluldiren Redox-Potentials als Folge
kovalenter Modifikation von GSH durch RES. In der Literatur wird dieser Mechanismus fur die
Wirkung von SF postuliert (Valgimigli and lori, 2009; Andersson et al., 2015). Generell ist
bekannt, dass sich Zellen vor Zytotoxizitat durch die kovalente Konjugation von Xenobiotika und
RES an GSH schiitzen konnen (Mueller and Berger, 2009; Nakamura et al., 2017). Die
Konjugation an GSH verhindert zudem einen Ausstrom der RES aus der Zelle (Nakamura et al.,
2017). In murinen Hepatomzellen konnte nach exogener Gabe von hohen Dosen an SF und BITC
eine schnelle und deutliche Depletion des intrazelluldren GSH-Pools festgestellt werden (Zhang,
2000). Andersson et al. (2015) konnten konzentrationsabhingig eine Senkung der GSH-
Konzentration und gleichzeitig einen Anstieg des Redox-Potentials bei Arabidopsis-Pflanzen

beobachten.

Zur ldentifizierung des RES-Signaltransduktionsmechanismus wurde in der vorliegenden Arbeit
zunachst untersucht, inwieweit SF das GSH/GSSG-Gleichgewicht sowie das Redox-Potential
verindern kann, und ob gegebenenfalls diese Anderung mit der in Kapitel 3.1 beobachteten
Geninduktion korreliert. Zunachst konnte vier Stunden nach exogener Applikation von SF zu
Arabidopsis-Keimlingen endogen keine Akkumulation von SF beobachtet werden. Stattdessen
konnte als einer der Haupt-Metaboliten von SF das Glutathion-Addukt detektiert werden
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(Abbildung 14). Da auch im Behandlungszeitraum kein SF mehr im Medium nachgewiesen
werden konnte, deutet dies auf eine Aufnahme und Verstoffwechselung von SF in den
Keimlingen hin. Die Aufnahme in die Zellen erfolgt vermutlich durch Diffusion (Zhang, 2012).
Dueckershoff et al. (2008) konnten ebenso fir PPA; und OPDA in vivo eine chemische sowie

enzymatisch katalysierte Konjugation an GSH zeigen.

Die Untersuchung des Glutathiongehalts in Arabidopsis-Keimlingen nach Behandlung mit SF,
BITC und PGA; zeigte, dass die fiir die Transkriptomanalyse gewahlten Konzentrationen von
100 uM bzw. 75 pM zu keiner Veranderung des GSH-Pools fihrt (Abbildung 15). Weiterhin
konnte keine Anderung des berechneten Redox-Potentials beobachtet werden (Abbildung 16).
Andersson et al. (2015) konnten eine drastische Erniedrigung der GSH-Konzentration bereits ab
10 uM SF nachweisen, 100 uM SF flhrte zu einer fast vollstandigen Depletion von GSH. Eine
mogliche Erklarung fir die unterschiedlichen Konzentrationen zur Senkung des GSH-Gehalts
konnte im Versuchsaufbau liegen. Andersson et al. (2015) applizierten SF mittels
Vakuuminfiltration in Blattscheiben von 4-6 Wochen alten Pflanzen und bestimmten bereits
30 Minuten nach Applikation den GSH-Gehalt. In der vorliegenden Arbeit wurden zehn Tage alte
Keimlinge verwendet, welche in Flissigmedium kultiviert wurden und denen SF (iber das
Behandlungsmedium zugegeben wurde. GSH wurde anschlieBend nach vier Stunden aus den
Keimlingen extrahiert. SF muss im Flissigmedium tGber Wurzeln und Spaltéffnungen zunachst in
die Zellen der Keimlinge aufgenommen werden. Eine Vakuuminfiltration Uberwindet diese
natirliche Barriere. SF kann dabei direkt in den Apoplasten injiziert werden und muss nur noch
passiv in die Zellen diffundieren. Dies konnte erklaren, warum im Keimlingssystem fiir eine
drastische GSH-Depletion deutlich héhere Konzentrationen an SF benétigt wurden. In einer
weiteren Publikation konnte ebenfalls eine konzentrations- und zudem zeitabhangige Depletion
des GSH-Pools nach exogener Gabe eines weiteren ITCs beobachtet werden (@verby et al.,
2015). Hierbei fihrte die Behandlung mit 0,1 M AITC zu einer Erniedrigung des GSH-Pools auf
67 % der Kontrollbehandlung, 0,05 M sogar auf 9 %. Allerdings ist es schwierig, die absolute
Menge von AITC abzuschatzen, welche die Keimlinge aufnahmen, da @verby et al. (2015) elf

Tage alte Arabidopsis-Keimlinge mit 0,1-1 mM AITC Uber die Gasphase (mittels eines
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Filterpapiers getrankt mit 200 pl AITC-Verdinnung) behandelten. Dies erschwert einen

Vergleich zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen.

Eine drastische Verschiebung des GSH/GSSG-Gleichgewichts sowie des Redox-Potentials konnte
in der vorliegenden Arbeit fir die RES SF, BITC und PGA; sowie fir weitere Thiol-reaktive
Substanzen wie NEM und IA substanzabhdngig erst bei hoheren Konzentrationen (> 500 uM)
beobachtet werden (Abbildung 17, Abbildung 18). Dass von den getesteten Substanzen
unterschiedliche Konzentrationen fiir eine Depletion des GSH-Gehalts bendtigt worden sind,
konnte zum einen mit der unterschiedlichen Lipophilie der getesteten Substanzen erklart
werden. BITC sollte beispielsweise aufgrund des Benzolrings deutlich membrangangiger sein als
SF oder PGA;. Zum anderen spielen Faktoren wie Reaktivitat, Struktur der Seitenkette sowie die

Geschwindigkeit der Verstoffwechselung in diesem Kontext eine Rolle.

Insgesamt konnte eine konzentrationsabhangige Depletion des GSH-Pools sowie eine Erhdhung
des Redox-Potentials bei RES und einigen Thiol-reaktiven Substanzen beobachtet werden. Die in
der Transkriptomanalyse verwendete Konzentration hingegen zeigte keinen Effekt. Dies deutet
darauf hin, dass die beobachtete RES-vermittelte Geninduktion vermutlich nicht durch die

Anderung des GSH-Gehalts und des Redox-Potentials erkldrt werden kann.

In den Transkriptomanalyse von Schnaubelt et al. (2015) sowie Koprivova et al. (2010) konnten
jeweils eine GSH-abhadngige differentielle Regulierung einer Vielzahl an Genen in Arabidopsis-
Keimlingen gezeigt werden. In beiden Analysen wurde TH8 sowie UGT74E2 als mogliche GSH-
responsive-Gene identifiziert (Koprivova et al.,, 2010; Schnaubelt et al.,, 2015). In der
vorliegenden Arbeit stellte sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob die publizierten
GSH/GSSG-abhangigen Redox-Markergene bzw. das Transkriptom auch durch SF sowie BITC
reguliert werden konnen. Dazu wurden Arabidopsis-Keimlinge mit unterschiedlichen
Konzentrationen mit den RES behandelt. Bei niedrigen Konzentrationen (100 uM) konnte weder
eine Veranderung der GSH-Konzentrationen noch eine Induktion der ausgewdhlten Markergene
beobachtet werden. Bei hoheren Konzentrationen, welche eine Depletion des GSH-Gehalts
sowie eine Anderung des Redox-Potentials bewirkten (Abbildung 17), konnte fiir die

ausgewahlten Gene jedoch auch keine eindeutige Regulation beobachtet werden, die eindeutig
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auf den GSH-Gehalt zuriickgefiihrt werden kann (Abbildung 20). Eine mogliche Erklarung zum
einen ware, dass zu geringe ITC-Konzentrationen verwendet wurden. Folglicherweise waren die
Senkung des GSH-Spiegels sowie ein Zusammenbruch des Redox-Potentials nicht ausreichend
fir eine deutliche Induktion der Gene. Zum anderen kdnnte der Beobachtungszeitpunkt nach
Behandlung mit RES zu spdt gewesen sein. Moglicherweise fihrte 100 uM der RES zu einer
Depletion des GHS-Gehalts, welcher nach vier Stunden jedoch durch Neusynthese wieder

kompensiert wurde.

In der Literatur konnte fur das Gen, welches fiir die Ascorbatperoxidase (APX2) kodiert, sowie
einige Gene, welche in ihrem Promoter das Hitzeschockelement (HSE) enthalten, gezeigt
werden, dass deren Expression durch den Redox-Status des PQ-Pools in Arabidopsis kontrolliert
werden kann (Pogson et al, 2008; Jung et al, 2013). PQ befindet sich in der
Elektronentransportkette der Photosynthese zwischen PSIl und PSI und fungiert als Akzeptor
der Elektronen aus dem PSIl. Das Herbizid Diuron (Wirkstoff DCMU) fiihrt zu einem stark
oxidierten PQ-Pool, das Herbizid Dibromthymochinon (DBMIB) blockiert den weiteren
Elektronentransfer vom PQ-Pool zum Cytochrom-b6f-Komplex und fihrt somit zu einem
reduzierten Status. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die RES-vermittelte
Geninduktion von einer Anderung des Redox-Status des PQ-Pools abhingig ist. Dazu wurden die
Arabidopsis-Keimlinge unter denselben Bedingungen wie in der Transkriptomanalyse behandelt.
AnschlieBend wurde mittels Chlorophyll-Fluoreszenz-Messung der Parameter gL bestimmt. Mit
diesem kann der Anteil der offenen PSlI-Zentren abgeschatzt werden und somit auf den Zustand
des PQ-Pools geschlossen werden (Kramer et al., 2004). Die Analyse von gL nach Behandlung
mit niedrigen RES-Konzentrationen zeigte keine Anderung im Vergleich zu Kontrollbedingungen
(eigene Daten nicht gezeigt). Eine mogliche Beteiligung des PQ-Pools an der Regulation der RES-
vermittelten Geninduktion kann deshalb unter den getesteten Bedingungen ausgeschlossen

werden.

Entsprechend einer weiteren Hypothese vermitteln RES ihre Wirkung durch kovalente Bindung
an Zielproteine, die die Transkription beeinflussen (Farmer and Mueller, 2013). Dieser
Mechanismus ist in Tieren sehr gut belegt. Durch Studien in tierischen Systemen ist bekannt,
dass das RES PGA; kovalent an Keapl sowie an Thioredoxin-Reduktase binden kann (Cernuda-
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Morolldn et al., 2001; Moos et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass diese RES-Modifikation
am Cystein von Keapl erfolgt (Rudolph and Freeman, 2009). Der Cystein-Rest kann somit als
,Sensor” fir Molekile mit Thiol-Reaktivitdat fungieren. Bisher wurden solche Sensoren in
Pflanzen noch nicht beschrieben, aber der Mechanismus der Thiol-Modifikation konnte in
Pflanzen moglicherweise ebenfalls bei der RES-vermittelten Signaltransduktion beteiligt sein.
Die Reaktivitat und Lipophilie der RES zusammen mit der Fahigkeit, passiv Uber Membranen zu
diffundieren, sowie die Affinitat und sterische Kompatibilitat der RES zum Zielprotein
bestimmen die Effizienz einer Thiol-Modifikation in der Zelle. Bei Arabidopsis konnte eine
kovalente Bindung von PGA;-Biotin an den Transkriptionsfaktor TGA2 beobachtet werden. Die
Modifikation erfolgte primar am einzigen Cystein-Rest (Findling et al., 2018). Dem Mechanismus
der Modifikation von Zielproteinen stehen zwei Probleme gegeniiber: Zum einen sind GSH und
andere Proteine deutlich abundanter in den Zellen als mogliche Zielproteine, und zum anderen
konnte gezeigt werden, dass GSH zum groBten Teil nicht modifiziert wird. Findling et al. (2018)
nannten drei Eigenschaften von Zielproteinen, damit eine Modifikation von Zielproteinen
gegeniber einer wahllosen Modifikation von Thiol-Gruppen in Proteinen in den Zellen
favorisiert wird. Erstens wirden Proteine mit einer exponierten Cystein-Gruppe an deren
Oberflache leichter fur RES zuganglich sein und dadurch eher zu einer schnelleren Modifikation
durch RES fuhren als Cystein-Reste im Proteininneren. Zweitens beeinflusst die Mikroumgebung
der Cystein-Gruppe die Reaktivitat der Thiol-Gruppe. Wie bereits unter 1.2.2 beschrieben, weist
das Thiolat-Anion gegeniiber Thiol-Gruppen eine deutlich hohere Reaktivitdt auf. Dessen
Bildung wird bevorzugt, wenn benachbarte Aminosauren den pKs-Wert senken. Drittens spielt
die Affinitdat der RES gegeniber bestimmter Zielproteine ebenfalls eine Rolle. So fiihren
beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen zu einer Anreicherung der RES an der

Proteinoberflache (Findling et al., 2018).

Weiterhin unterteilten Findling et al. (2008) die Modifikation der Thiol-Gruppe an Zielproteinen
in zwei geschwindigkeitsabhangige Schritte. Zundchst wiirde eine schnelle reversible Addukt-
Bildung des RES mit dem Zielprotein erfolgen. Dabei wiirde es zu einer Anreicherung der RES an
der Proteinoberfliche kommen. In einer zweiten, langsameren Reaktion wiirde anschlieRend

die kovalente Addition erfolgen. Sowohl die nicht kovalente als auch die kovalente Bindung der
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RES an ein Zielprotein kann eine Konformationsanderung des Proteins bewirken und somit zu

einer Aktivierung oder Hemmung des Proteins flihren (Findling et al., 2018).

4.3 SF als Signal-Molekiil
GS sind sehr stabile, nicht-reaktive Substanzen. Zusammen mit dem Enzym Myrosinase, von
welchem sie rdaumlich getrennt sind, bilden sie ein Verteidigungssystem der Pflanze gegen
Pathogene und Herbivore (Wittstock and Burow, 2010). Erst durch Verwundung oder
Gewebeverletzung kann es zum Kontakt der GS mit der Myrosinase kommen, was zu einer
lokalen Generierung von reaktiven ITCs fiihrt. Uberraschenderweise konnte in der vorliegenden
Arbeit bereits in nicht verwundeten Arabidopsis-Keimlingen (2—3 Wochen alt) und in den
Blattern von Arabidopsis-Pflanzen (4—8 Wochen alt) das ITC SF gemessen werden (Abbildung
21). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass auch unter basalen Bedingungen zu einem geringen
Teil eine Hydrolyse der GS stattfinden kann. Da allerdings diese Reaktion sehr schnell erfolgt,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass SF wahrend der Probenahme oder Extraktion gebildet
wurde. GS dienen in Pflanzen aufgrund der zwei Schwefelatome als Schwefelspeicher (Wittstock
and Burow, 2010). Ein kontrollierter Abbau der GS zur Freisetzung des Schwefels wiirde
allerdings nicht zur Generierung toxischer Nebenprodukte wie ITCs flihren. Daher eignet sich

dieser Prozess vermutlich nicht als Erklarung fiir die basalen SF-Gehalte.

Andersson et al. (2015) beobachteten nach Infiltration von Arabidopsis-Blattern mit dem
avirulenten Stamm Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 180 nmol/g FG an SF. In der
vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob nach Verwundungsstress relevante SF-
Konzentrationen erreicht werden und inwieweit die SF-induzierte Genregulation zur Re-
Programmierung der Genexpression nach Stress beitragt. Der Nachweis Uber eine Beteiligung
von SF an der stressinduzierten Genregulation wurde mit Hilfe von SF-Biosynthesemutanten
gefuhrt. In der vorliegenden Arbeit konnte nach Verwundung sowohl im Wildtyp als auch in der
cyp79b2cyp79b3-Mutante, die keine indolischen GS bilden kann, eine deutliche Akkumulation
an SF beobachtet werden (Abbildung 22). In den anderen Genotypen (tggltgg2, myb28myb29,
myb29myb29cyp79b2cyp79b3) konnte wie erwartet kein SF detektiert werden.
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Da die Verwundung mittels einer Pinzette durchgefiihrt wurde, kdnnte der Grad der
Verwundung unterschiedlich gewesen sein. Daher wurden als Kontrolle ebenfalls die
wundresponsiven Phytohormone JA und OPDA analysiert. Dabei zeigte sich zwischen den
getesteten Genotypen kein Unterschied (Abbildung 22). Dies bedeutet, dass bei allen Pflanzen
ein vergleichbarer Verwundungsstress durchgefiihrt wurde. Die detektierten Oxylipin-Gehalte
sind zudem mit Werten aus der Literatur vergleichbar. So wurden beispielsweise ca. 10 nmol/g
FG JA nach Verwundung beschrieben (Acosta and Farmer, 2010). Stintzi et al. (2001)
beobachteten drei Stunden nach Verwundung ein Maximum von OPDA und JA von ca. 6 nmol/g

FG in Arabidopsis-Pflanzen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Verwundungsstress auch eine rasche Bildung von ROS
beinhaltet (Orozco-Cardenas et al., 2001; Ledn et al., 2001) und somit zu einer Verschiebung des
GSH-Redox-Potentials zu einem starker oxidierten Zustand fihrt (Orozco-Cardenas et al., 2001;
Meyer and Hell, 2005). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der Glutathion-Gehalt sowie
das GSH-Redox-Potential im Wildtyp analysiert. Beides zeigte nach Verwundungsstress keine
Anderung (Abbildung 23). Da die Bestimmung von GSH jedoch aus dem gesamten Blattmaterial
erfolgte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass lokal eine Anderung des GSH-Gehalts sowie

des Redox-Potentials erfolgte.

Im Vergleich zu dem in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Verwundungsstress konnte in
der Literatur nach Pathogeninfektion in Arabidopsis-Blattern eine deutlich hohere SF-
Konzentration bestimmt werden. Nach Infiltration mit dem avirulenten Stamm P. syringae pv
tomato DC3000 wurden 180 nmol/g FG an SF detektiert (Andersson et al., 2015). Im Vergleich
dazu akkumulierte SF nach Verwundungsstress in der vorliegenden Arbeit sowie der von mir
betreuten Masterarbeit von Julian Gerhards auf maximal 15-50 nmol/g FG. Diese Unterschiede
konnten zum einen an den unterschiedlichen Stressbedingungen und zum anderen am
gewdhlten experimentellen Aufbau liegen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Blatter von
sechs Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen mittels einer Pinzette langs der Mittelrippe
verwundet. AnschlieBend wurde der SF-Gehalt in dem geernteten Blattmaterial bestimmt.
Andersson et al. (2015) hingegen infiltrierten Blattscheiben von Arabidopsis-Blattern mit dem

Pathogen und bestimmten anschlieBend SF in der Behandlungsloésung. In der vorliegenden
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Arbeit hingegen wurde das verwundete Blattmaterial erst nach den getesteten Zeitpunkten
geerntet und anschlieBend SF analysiert. SF konnte im Zeitraum zwischen Verwundung und
Analyse daher auch schon zu einem groRRen Teil an GSH konjugiert worden sein und nicht mehr
frei in den Zellen vorliegen. In Kooperation mit Julian Gerhards im Rahmen der von mir
betreuten Bachelorarbeit konnten beispielsweise bereits 5 Minuten nach Verwundung SF-
Gehalte von ca. 40 nmol/g FG sowie nahezu dieselbe Menge an GS-SF-Addukten detektiert
werden (Gerhards, 2015).

Wie bereits erwahnt, wurden die gemessenen SF-Gehalte liber das gesamte Blatt ermittelt,
womit die Konzentration lokal vermutlich deutlich héher ist. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass in den direkt benachbarten Zellen zur Verwundungsstelle toxische SF-
Konzentrationen erreicht wurden. Da SF die Fahigkeit hat, passiv Gber Membranen zu
diffundieren, sollten in dem umliegenden Gewebe relevante SF-Konzentrationen fiir eine Gen-
Regulation erreicht worden sein. Die Beteiligung von SF an der stressinduzierten Genregulation
wurde mittels Genexpressionsanalyse einiger Hitze-, Stress- und Detoxifizierungsgene nach
Verwundung untersucht. Tatsdchlich waren in Arabidopsis-Blattern einige Hitze- und
Detoxifizierungssgene deutlich induziert (Abbildung 24). Besonders im Vergleich zwischen
Wildtyp-Pflanzen und der tgglitgg2 Mutante zeigten sich einige Gene mit einer differenziellen
Regulation. So war die Induktion von HSFA2, HSP17.61l, GSTU25 und CYP81D11 in der tggltgg2
Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich erniedrigt bis gar nicht vorhanden. Beim Betrachten
der myb28myb29-Mutante, die wie tgg1tgg2 kein SF bilden kann, waren allerdings HSFA2 sowie
HSP17.6ll nach Verwundung deutlich induziert. Obwohl beide Mutanten kein SF generieren
konnen, wurden bei der Expressionsanalyse der getesteten Gene gegenteilige Ergebnisse
sichtbar. Eine mégliche Erklarung fir diesen Unterschied kann bei naherer Betrachtung der SF-
Biosynthese-Mutanten gefunden werden. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass in der
myb28myb29-Mutante (ber den indolischen GS-Biosyntheseweg das Fehlen der aliphatischen
GS kompensiert wird und bei Verwundungsstress beispielsweise andere reaktive Substanzen
vergleichbar zu SF gebildet werden. Da TGG1 und TGG2 die einzigen in Arabidopsis-Blattern

vorliegenden Myrosinasen sind — abgesehen von der atypischen Myrosinasen PEN2 fir
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indolische GS — ist die tggltgg2-Mutante deutlich spezifischer, was die Inhibierung der ITC-

Synthese betrifft.

Bei der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalyse nach Behandlung mit SF
zeigte HSP101 eine deutliche Induktion (Abbildung 10, Tabelle 13). Folglich wurde erwartet,
dass die Bildung hoher lokaler SF-Konzentrationen nach Verwundungsstress ebenfalls zu einer
HSP101 Induktion fiihrt. Jedoch konnte nach Verwundung keine Akkumulation an HSP101
Transkripten beobachtet werden (Abbildung 24). Dieses Ergebnis ist zur Literatur kongruent
(Taki et al., 2005; Devoto et al., 2005; Muench, 2016). Mdoglicherweise sind die wund-

induzierten SF-Konzentrationen flir eine HSP101-Induktion nicht ausreichend.

Zusammenfassend konnten diese Ergebnisse Hinweise auf eine SF-vermittelte Genregulation
nach Verwundung liefern. Flr eine Bestatigung der Hypothese kénnten weitere Gene, welche
starker nach exogener SF-Gabe induziert werden, ebenfalls nach Verwundungsstress in den SF-
Mutanten tggltgg2 und myb28myb29 getestet werden. Da Hitzestressgene nach exogener
Behandlung mit RES bereits zu den hochstinduzierten Genen zdhlen (Tabelle 13), wére eine
Induktion weitere Gene durch wund-induzierte RES womoglich kaum feststellbar. Zudem
konnten die Gene, welche in den SF-Mutanten nach Verwundungsstress im Vergleich zum
Wildtyp differenziell reguliert wurden, mit einem weiteren SF-induzierenden Stress wie

beispielsweise einer Pathogen Infektion tGberprift werden.

4.4 RES als Schutz vor chemischer Intoxikation
RES induzieren in niedrigen Konzentrationen (50-100 uM) Gene, welche an Abwehrreaktionen
und Detoxifizierungsprozessen beteiligt sind. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb
untersucht, ob diese Geninduktion die Pflanzen vor Selbstintoxikation schiitzen kann.
Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass Keimlinge, welche mit SF, BITC oder Radicicol
vorbehandelt wurden, sowohl hdhere Uberlebensraten als auch Fv/Fm-Werte nach BITC-
Intoxikation im Vergleich zu Kontroll-Keimlingen hatten (Abbildung 26). Andersson et al. (2015)
konnten zeigen, dass eine Vorbehandlung mit SF vor dem virulenten Pilzisolat Hyaloperonospora
arabidopsidis Hpa Cala2-Isolat schiitzt und dass dies moglicherweise auf eine Beteiligung von SF

bei der Regulation von Abwehrgenen zurlickzufiihren ist (Andersson et al., 2015). Allerdings
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kann bei deren Ergebnissen nicht ausgeschlossen werden, dass die Wirkung von SF aufgrund
einer moglichen Genregulation erfolgte oder dass SF einen direkten inhibierenden Effekt auf das
Hpa-Isolat hatte (oder eine Kombination aus beidem). In der vorliegenden Arbeit zeigten die RES
SF, BITC sowie Radicicol Eigenschaften als Priming-Reagenzien. RES stellen eine
vielversprechende Gruppe an Chemikalien mit protektiver Wirkung dar, welche sich als Priming-
Reagenzien im Pflanzenschutz eignen konnten (Farmer and Mueller, 2013). In einer kiirzlich
erschienen Publikation konnte SF ebenfalls als Priming-Reagenz identifiziert werden (Schillheim
et al., 2018). SF fiihrte zu einer verringerten Empfindlichkeit gegeniiber dem Falschen Mehltau
(Hyaloperonospora arabidopsidis). Weiterhin konnte ein direkter toxischer Effekt auf H.
arabidopsidis beobachtet werden (Schillheim et al., 2018). SF stellt ein potentes
Pflanzenschutzmittel dar, da es sowohl die Abwehrmechanismen in der Wirtspflanze induzieren
kann, als auch direkt toxisch gegeniber Mikroorganismen ist. Generell wurden bereits einige
sekundare Pflanzenstoffe wie Salizylsdure (SA), SA-Analoga, JA, Systemin, Azelainsdure und
Pipecolinsaure identifiziert, welche die pflanzliche Abwehrreaktion induzieren und somit die
Pflanze resistenter gegenliber verschiedenen biotischen und abiotischen Stressstimuli machen

konnen (Conrath et al., 2006; Conrath et al., 2015).

4.5 Beteiligung der HSR bei chemischer Intoxikation
HSPs haben bei Hitzestress protektive Eigenschaften fiir die Zellen, da sie als molekulare
Chaperone bei der Faltung von denaturierten Proteinen helfen und zudem die Aggregation
bereits denaturierter Proteine verhindern kénnen. Andere HSPs wie Ubiquitin und bestimmte
Proteasen konnen fremde Proteine zur Degradation markieren (Gurley, 2000). HSP101 kodiert
fiir ein molekulares Chaperon, welches sowohl bei der basalen Thermotoleranz als auch beim
Aufbau einer erworbenen Thermotoleranz eine bedeutende Rolle in Arabidopsis spielt (Hong
and Vierling, 2000). Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass Gene der
Hitzeschockantwort (HSF und HSP) neben Hitze auch durch verschiedene RES induziert werden
konnen (Mueller et al.,, 2008; Muench, 2016; Kissen et al.,, 2016; Hara et al., 2013). Die
Transkriptomanalyse von Kissen et al. (2016) zeigte eine Induktion zahlreicher HSFs und HSPs
nach Behandlung mit AITC. Unter den induzierten Genen befand sich ebenfalls HSP101, dessen

Expression im Vergleich zur MOCK-Kontrolle nach neun Stunden deutlich erhéht (60-fach) war.
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Es konnte ebenfalls fiir die RES-Oxylipine PPA;, PGA; und OPDA eine Induktion von HSP101
beobachtet werden (Mueller et al., 2008; Muench et al., 2016). Allerdings fallt dabei auf, dass
die Induktion der HSPs durch verschiedene RES bei weitem nicht so stark wie durch Hitze ist
(Muench, 2016). Tatsachlich konnte auch in der vorliegenden Arbeit nach Behandlung von
Arabidopsis-Keimlingen mit den RES SF, BITC und PGA; eine deutliche Induktion von HSP101
beobachtet werden. Bei allen drei RES befand sich HSP101 unter den 50 am hdchsten
induzierten Genen (Tabelle 13). Weiterhin bestatigte ein in der vorliegenden Arbeit
durchgeflihrter Vergleich der Transkriptomdaten nach SF-Behandlung Transkriptomdaten von
Arabidopsis-Keimlingen nach Hitzebehandlung (37 °C, eine Stunde) (Nguyen et al., 2015), dass
ca. ein Drittel der insgesamt durch SF induzierten Gene ebenfalls durch Hitze induziert werden
kénnen (Abbildung 13). Bei Betrachtung der 50 am hdchsten induzierten Gene ist fast die Halfte
der Gene hitzeresponsiv und kdnnen mit dem GO-Term ,response to heat” assoziiert werden.
Bei Kissen et al. (2016) waren nach der exogenen Gabe von AITC ebenfalls GO-Kategorien
Uberreprasentiert wie ,,response to heat” oder ,response to thermal stress” sowie Kategorien,
welche mit der pflanzlichen Antwort auf Stress und Stimuli sowie Signaltransduktion assoziiert
sind. Weiterhin wurde eine Induktion von Genen der Hitzeschockreaktion beobachtet. Von den
42 gemeinsam induzierten Genen durch SF, BITC, PGA; sowie AITC zeigten sich 28 Gene (67 %)

als hitzeresponsiv.

Als mogliche Erklarung flr diese starke Regulierung hitzeresponsiver Gene nach RES-Gabe
vermuten Farmer und Miiller (2013), dass besonders die Induktion der HSPs, welche als
Chaperone fungieren, protektive Wirkungen fiir die Zellen nicht nur bei Hitzestress, sondern
auch vor chemischer Intoxikation in Form von toxischen Lipid- bzw. RES-Konzentrationen haben
konnen. ITCs konnen in die hydrophobe Bindetasche von teilweise entfalteten Proteinen
gelangen und diese irreversibel durch kovalente Bindung an zuganglichen Thiol-Gruppen
modifizieren. Chaperone konnen unter normalen Bedingungen diese hydrophoben Stellen
schiitzen und somit eine Aggregation von Proteinen sowie eine Modifikation der Proteine durch
ITCs verhindern. Unter Bedingungen mit hohen ITC-Konzentrationen bedarf es allerdings
deutlich mehr Chaperone, um eine Modifikation und Aggegation der Proteine zu verhindern und

somit die Zellintegritat zu bewahren. Tatsachlich konnte in der vorliegenden Arbeit beobachtet
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werden, dass die hsfalabde-Mutante, der die Masterregulatoren HSFA1 a,b,d und e der HSR
fehlen und bei der entsprechend die Induktion 21 weiterer HSFs und damit der meisten HS-
Genen beeintrachtigt ist (Yoshida et al.,, 2011; Liu and Charng, 2012), deutlich sensitiver
gegenilber BITC-Intoxikation als die Wildtypen Col-0 und Ws ist (Abbildung 27). Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die Induktion einiger HSPs und hierbei insbesondere die Fahigkeit,
Chaperone zu bilden, in Arabidopsis bei chemischer Intoxikation eine bedeutende Rolle spielen
kdnnte. Eine Induktion der HSP-Expression durch moderate Hitze allein war allerdings unter den
getesteten Bedingungen nicht ausreichend fiir einen Schutz gegeniliber BITC-Intoxikation
(Abbildung 28). Eine mogliche Erklarung hierfiir kdnnte sein, dass sich unter den SF- bzw. RES-
induzierten Genen weitere Gene befinden, welche in der Detoxifikation von Xenobiotika
beteiligt sind. Es ware daher interessant, diese Gene zu identifizieren. Dazu misste eine Analyse
der GO-Terme der Gene durchgefiihrt werden, welche exklusiv durch SF und nicht durch Hitze

induziert werden.

Darlber hinaus stellt sich die Frage, ob RES-induzierte Gene vor einem letalen Hitzestress
dhnlich wie moderate Hitze schiitzen kdnnen. Hara et al. (2013) konnten beobachten, dass eine
Vorbehandlung von Keimlingen mit verschiedenen ITCs (AITC, PEITC, Methyl-ITC) zu einer
erhohten Thermotoleranz flihrte. Bei Muench (2016) hingegen konnte eine chemisch induzierte
Akklimatisierung von Arabidopsis-Keimlingen durch verschiedene RES wie PGA;, OPDA oder

Radicicol, nicht vor Hitzestress schiitzen.

4.6 Metabolische Reaktion von Arabidopsis bei chemischer Intoxikation
Nach verschiedenen Stresssituationen wie Hitzestress, Exposition gegeniliber Ozon,
Trockenstress und Stickstoff-Mangel konnte eine TAG-Akkumulation beobachtet werden,
welche Teil eines moglichen Membran-Lipid-Remodeling-Prozesses ist (Sakaki et al., 1990;
Gaude et al., 2007; Mueller et al.,, 2015; Mueller et al., 2017). Vielen der aufgezahlten
abiotischen Stressoren gemeinsam ist eine Hemmung der Photosynthese. Die Starke der TAG-
Akkumulation wird unter anderem von Faktoren wie dem Fluss und der Verteilung von Energie
aus der Photosynthese beeinflusst (Chapman and Ohlrogge, 2012). In einem Zustand der
Energieverarmung durch reduzierte Photosyntheseleistung bei Hitze kdnnten Pflanzen
moglicherweise durch den Abbau von TAGs mittels Lipasen Fettsauren freisetzen und aus diesen
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Uber R-Oxidation im Peroxisom Energie gewinnen (Eastmond, 2006; Graham, 2008; Theodoulou
and Eastmond, 2012). Fan et al. (2014) konnten nachweisen, dass PDAT1 und die Lipase SUGAR-
DEPENDENT1 (SDP1) in der Ubertragung der Fettsduren aus Membranlipiden tiber den TAG-Pool
hin zur B-Oxidation beteiligt sind. TAGs konnten so zum einen als Energielieferant fungieren,
wahrend die Photosynthese nach einem Hitzeschock eingeschrankt ist. Zum anderen stellen
TAGs einen transienten Puffer vor (berschissigen freien Fettsduren aus dem Abbau von
Membranlipiden dar. In hohen Konzentrationen wirken freie Fettsdauren und andere Lipid-
Intermediate toxisch auf Zellen und kénnen zum Tod der Zelle fihren. Untersuchungen in Hefen
und tierischen Zellen weisen darauf hin, dass eine TAG-Akkumulation eine groRe Rolle beim
Abfangen von freien Fettsduren in Lipid-Tropfchen spielt und so vor Lipotoxizitat schiitzen kann
(zhang et al., 2003; Listenberger et al., 2003; Ducharme and Bickel, 2008; Kohlwein, 2010). Fan
et al. (2013a) folgerten, dass auch in Arabidopsis eine intakte TAG Synthese Zellen vor einem
Zelltod, welcher durch eine Uberladung mit freien Fettsduren induziert wurde, schiitzen
konnen. Daher kdnnte es sein, dass verschiedene Stressoren eine Freisetzung von Fettsduren im
Zuge eines Membranumbaus induzieren kénnen und diese Fettsauren durch Einbau in TAGs

detoxifiziert werden mussen.

Es stellte sich die Frage, ob eine Anderung des Lipidmetabolismus mit einer Akkumulation an
TAGs ebenfalls bei chemischem Stress in Form von verschiedenen Substanzen wie RES,
Thiolreagenzien oder Herbizide erfolgt. Zudem sollte in der vorliegenden Arbeit Gberprift
werden, ob eine mogliche TAG-Akkumulation mit einer Reduktion der Photosynthese-Effizienz
sowie einer Erniedrigung der Uberlebensrate korreliert. Tatsichlich konnte nach exogener Gabe
von toxischen Konzentrationen von SF und BITC in Arabidopsis-Keimlingen zum einen eine
deutliche Reduktion des Fv/Fm-Wertes sowie der Uberlebensrate beobachtet werden
(Abbildung 25). Zum anderen war eine deutliche Akkumulation der Hauptverbindungen TAG54
sowie TAG52 zu verzeichnen (Abbildung 29). Dabei zeigten sich insbesondere die TAG-Spezies
mit mehrfach ungesattigten FS, wie 52:9, 52:8, 54:9, 54:8 als besonders erhoht (Abbildung 30).
Miiller et al. (2015) konnten bei der Analyse der TAG-Gehalte in zwei Wochen alten Arabidopsis-
Keimlingen nach Hitzestress (90 Minuten, 45 °C) ebenfalls eine deutliche Akkumulation der

TAG54- sowie TAG52-Spezies mit mehrfach ungeséttigten Fettsduren (9—6 Doppelbindungen)
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detektieren. Die Behandlung mit PGA; sowie Hexenal flihrte unter den getesteten Bedingungen
allerdings zu keiner TAG-Akkumulation (Abbildung 29). Da jedoch weder die Uberlebensrate
noch der Parameter Fv/Fm erniedrigt waren (Abbildung 31), kbnnte eine mogliche Erklarung
hierflr sein, dass die applizierten Konzentrationen der beiden Oxylipine zu gering waren. Um
eine mogliche Korrelation der TAG-Akkumulation mit der Uberlebensrate und der
Photosynthese-Aktivitdt zu Gberprifen, misste das Experiment mit hoheren Konzentrationen
wiederholt werden. Allerdings ldagen diese Konzentrationen vermutlich nicht mehr im
physiologischen Bereich. Die Untersuchung verschiedener Thiol-Reagenzien wie IA, NEM sowie
MMTS flihrten konzentrationsabhdngig zu einer Senkung des Fv/Fm-Wertes und der
Uberlebensrate und zu einer erhéhten TAG-Akkumulation (Abbildung 34). Das Oxidationsmittel
DA hingegen zeigte unter den getesteten Bedingungen in den Keimlingen keinen Effekt. Das
Herbizid Glyphosat, welches zwar zu einer Senkung des Fv/Fm-Wertes fiihrte, aber fir die
Keimlinge unter den Testbedingungen nicht toxisch war, hatte ebenfalls keinen Effekt auf die
TAG-Spiegel. Einzig hohe Konzentrationen des Auxin-Analogons Dicamba bewirkten eine TAG-
Akkumulation. Allerdings wurde hier weder eine Erniedrigung der Photosynthese-Effizienz noch
der Uberlebensrate beobachtet. Zusammenfassend konnte eine Akkumulation der Haupt-TAG-
Spezies nach exogener Gabe von 500 uM SF (6,9-fach), 500 uM BITC (5,3-fach), 1000 uM IA (6,6-
fach), 1000 uM NEM (6-fach), 1500 uM Dicamba (3,3-fach) sowie 1000 uM MMTS (1,9-fach) in

Arabidopsis-Keimlingen beobachtet werden.

Um zu Uberprifen, ob die beobachtete TAG-Akkumulation bei chemischem Stress eine Folge
einer reduzierten Photosyntheseleistung ist, wurden in der vorliegenden Arbeit Herbizide
getestet, welche auf unterschiedlicher Weise die Photosynthese inhibieren. Die Analyse der
TAG-Gehalte nach Gabe zweier PSll-Inhibitoren (Diuron und Metribuzin), welche zu einer
deutlichen Erniedrigung der Photosynthese-Effizienz sowie der Uberlebensrate fiihrte

(Abbildung 32), zeigte jedoch keine Unterschiede (Abbildung 33).

Der vermutete Zusammenhang zwischen Fv/Fm-Werten, Uberlebensrate und TAG-
Akkumulation konnte nur bei SF, BITC, IA, NEM und MMTS nachgewiesen werden. Die
vermutete Erklarung der TAG-Akkumulation nach chemischem Stress wiirde demnach nur fir
die Chemikalien gelten, die neben einer TAG-Akkumulation gleichzeitig eine Inhibierung der
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Photosynthese zeigten. Die bisherigen Untersuchungen bestatigen jedenfalls nicht, dass es eine
strikte Korrelation von chemisch-induzierter Hemmung der Photosynthese und der TAG-

Akkumulation gibt.

Zusammenfassend induzieren hohe Konzentrationen an BITC sowie SF eine metabolische
Antwort, bei welcher in Arabidopsis-Pflanzen ein Schutz gegen abiotischen Stress (Hitze) gezeigt
werden konnte (Mueller et al., 2017). Es stellt sich anschlieRend die Frage nach der Bedeutung
der TAG-Akkumulation nach chemischem Stress durch ITCs. Zudem wadre interessant, ob die
beobachtete TAG-Akkumulation wichtig fiir die Resistenz gegen chemischen Stress ist. In
Kooperation mit Julia Doller im Rahmen der von mir betreuten Masterarbeit zeigten sich
Hinweise darauf, dass die Enzyme PDAT1 sowie SFR2 an der TAG-Akkumulation nach BITC-
Intoxikation beteiligt sind (Doller, 2018).

Die Erforschung neuer Mechanismen, um Nutzpflanzen resistenter gegeniiber Stress zu machen,
ist in der heutigen Zeit hochaktuell. Es bleibt zu untersuchen, ob eine Erhohung der TAG-Spiegel

Pflanzen resistenter gegeniiber chemischen Stress machen konnte.
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5. Zusammenfassung

In Brassicaceae werden bei einer Gewebszerstorung unreaktive Glukosinolate durch das Enzym
Myrosinase hydrolysiert. Es entstehen reaktive Substanzen wie Isothiocyanate (ITCs). Da diese
Reaktion sehr schnell erfolgt wird sie auch als Senfél-Glukosid-Bombe bezeichnet. In Arabidopsis
thaliana erfolgt nach Verwundung und Pathogeninfektion eine massive Akkumulation des ITCs
Sulforaphan (SF), welches eine reaktive elektophile Spezies (RES) darstellt. Zu der Gruppe der
RES zadhlen auch einige Oxylipine mit einer a,B-ungesattigten Carbonylgruppen wie 12-oxo-
Phytodiensaure (OPDA) oder Phytoprostan A; (PPA;). Die Fahigkeit der kovalenten Modifikation
von Peptiden und Proteinen gilt als essentiell sowohl fiir die toxischen als auch die Gen-
induzierenden Eigenschaften der RES. Neben ihrer Reaktivitdt spielt auch die Lipophilie eine

Rolle flr die Fahigkeit iiber Membranen zu diffundieren und unspezifisch an Proteine zu binden.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalysen an Arabidopsis-Keimlingen
mit sub-toxischen Konzentrationen von SF, Benzylisothiocyanat (BITC) und dem Oxylipin
Prostaglandin A; (PGA;) zeigten, dass strukturell sehr verschiedene RES einen gemeinsamen Satz
von 55 Genen induzieren. Unter diesen befanden sich verschiedene Hitzeschock-,
Stressassoziierte- und Detoxifizierungsgene. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Aktivierung Uber eine Muster-spezifische Erkennung der RES erfolgt. Als einen moglichen
Mechanismus der RES-vermittelten Geninduktion wird die Regulation durch die Verdnderung
des zellularen Redox-Potentials als Folge kovalenter Modifikation von GSH durch RES diskutiert.
Die Untersuchung der GSH-Gehalte sowie des Redox-Potential nach Behandlung mit sub-
toxischen RES-Konzentrationen in Arabidopsis-Keimlingen zeigte jedoch unter den getesteten

Bedingungen keine Veranderung.

Neben dem Erkennungs- und Signaltransduktionsmechanismus ist auch die biologische
Bedeutung von RES fiir die Vermittlung einer Stresstoleranz noch weitgehend unklar. Durch die
Untersuchung der Genexpression in Arabidopsis-Pflanzen nach Verwundung konnte gezeigt
werden, dass eine wundinduzierte Akkumulation von SF zur Induktion einiger Gene der
Hitzeschockreaktion (HSR) im Wildtyp, jedoch nicht in der myrosinase-defiziten tggltgg2-
Mutante fiihrte. Auch in der Transkriptomanalyse war nach RES-Gabe ebenfalls eine starke

Induktion hitze-responsiver Gene, deren Regulation tiber den Masterregulator dem Hitzeschock-
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TF Al vermittelt wird, zu beobachten. Besonders die Induktion der HSPs, welche als Chaperone
fungieren und damit Thiolgruppen von Proteinen vor Modifikation schiitzen kdnnen, haben
vermutlich bei chemischer Intoxikation protektive Eigenschaften fiir die Zellen. Tatsachlich
zeigte sich unter den gewadhlten Bedingungen die hsfala,b,d,e-Mutante empfindlicher
gegeniiber ITCs als der Wildtyp. Die Fahigkeit, eine HSR ausbilden zu kénnen, scheint in
Arabidopsis bei chemischer Intoxikation eine bedeutende Rolle zu spielen. Eine Vorbehandlung
mit RES wie SF, BITC oder dem HSP90-Inhibitor Radicicol in Arabidopsis-Keimlingen konnte eine
Schutzwirkung vor chemischer Intoxikation vermitteln. Dies erfolgte jedoch nicht nach
Behandlung mit moderater Hitze (zwei Stunden, 37 °C). Somit scheint die HSR alleine nicht

ausreichend fur den Aufbau eines effektiven Schutzes vor BITC-Intoxikation zu sein.

Als metabolische Antwort von Arabidopsis-Keimlingen auf Intoxikation mit RES konnte eine
konzentrationsabhangige Senkung der maximalen Quantenausbeute am Photosystem Il (PSll),
sowie gleichzeitig eine Akkumulation an TAG-Spezies beobachtet werden. Diese metabolische
Reaktion ist in der Literatur bereits als Schutz gegen Hitzestress beschrieben. Die Bedeutung der

TAG-Akkumulation nach chemischem ITC-Stress ist noch unklar.
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6. Summary

In Brassicaceae, unreactive glucosinolates are hydrolyzed by the enzyme myrosinase during
tissue destruction. Reactive substances such as isothiocyanates (ITCs) are formed. Since this
reaction takes place very quickly, it is also called mustard oil bomb. In Arabidopsis thaliana,
after wounding and pathogen infection, a massive accumulation of the ITC Sulforaphan (SF)
occurs, which is a reactive electophilic species (RES). The group of RES also includes some
oxylipins with a a,B-unsaturated carbonyl group such as 12-oxo-phytodienoic acid (OPDA) or
phytoprotane A; (PPA;). The ability to covalently modify peptides and proteins is considered
essential for the toxic and gene inducing properties of RES. In addition to their reactivity,
lipophilia also plays a role in the ability to diffuse across membranes and bind unspecifically to

proteins.

The transcriptome analyses performed on Arabidopsis-seedlings with sub-toxic concentrations
of SF, benzylisothiocyanate (BITC) and oxylipin prostaglandin A; (PGA;) showed that structurally
very different RES induce a common set of 55 genes. Among the induced genes were several
heat shock, stress associated and detoxification genes. These observations suggest that
activation is via pattern-specific recognition of RES. As a possible mechanism of RES-mediated
gene induction, regulation by alteration of the cellular redox potential as result of covalent
modification of GSH by RES is discussed. However, the study of GSH levels and redox potential
after treatment with sub-toxic RES concentrations in Arabidopsis-seedlings showed no change

under the tested conditions.

In addition to the recognition and signal transduction mechanism for RES, the biological
significance of RES for the mediation of stress tolerance is still largely unclear. By studying the
gene expression of Arabidopsis-plants after wounding, it was shown that wound induced
accumulation of SF led to the induction of some genes of heat shock response (HSR) in the wild
type, but not in the myrosinase-deficient tggltgg2-mutant. Also in transcriptome analysis a
strong induction of heat-responsive genes could be observed after RES administration, whose
regulation is mediated by the master regulator of the heatshock-TF A1 (HSFA1). In particular,
the induction of HSPs, which act as chaperones and can thus protect thiol groups of proteins

from modification, presumably have protective properties for the cells during chemical
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intoxication. In fact, under the conditions tested, the hsfala,b,d,e-mutants were more sensitive
to ITCs than the wild type. The ability to form HSR seems to play an important role in chemical
intoxication in Arabidopsis. Pretreatment with RES such as SF, BITC or the HSP90 inhibitor
radicicol in Arabidopsis-seedlings could mediate a protective effect against chemical
intoxication. However, this was not done after treatment with moderate heat (two hours,
37 °C). Thus, HSR alone does not seem to be sufficient to provide effective protection against

BITC intoxication.

As a metabolic response of Arabidopsis-seedlings to intoxication with RES, a concentration-
dependent reduction of the maximum quantum yield at the photosystem Il (PSIl), as well as an
accumulation of TAG species could be observed. This metabolic reaction is already described in
the literature as protection against heat stress. The significance of TAG accumulation after

chemical stress in the form of ITC intoxication is still unclear.
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