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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Sphingobasen bilden das Grundgerüst und die Ausgangsbausteine für die Biosynthese von

Sphingolipiden. Während komplexere Sphingolipide einen wichtigen Bestandteil von eu-

karyotischen Membranen bilden, sind Sphingobasen, die auch als long-chain bases (LCBs)

bezeichnet werden, als Signalmoleküle bei zellulären Prozessen in Eukaryoten bekannt. Im

tierischen System wurden antagonistische E�ekte von nicht-phosphorylierten Sphingoba-

sen (LCBs) und ihren phosphorylierten Gegenstücken (LCB-Ps) bei vielen Zellfunktionen,

insbesondere der Apoptose, nachgewiesen und die zugrundeliegenden Signalwege umfas-

send aufgeklärt. Im Gegensatz dazu sind in P�anzen weniger Belege für einen antagonis-

tischen E�ekt und mögliche Signaltransduktionsmechanismen bekannt. Für eine regulato-

rische Funktion von Sphingobasen beim programmierten Zelltod (PCD) in P�anzen exis-

tieren mehrere Hinweise: (I) Mutationen in Genen, die den Sphingobasen-Metabolismus

betre�en, führen zum Teil zu spontanem PCD und veränderten Zelltodreaktionen. (II)

Die Gehalte von LCBs sind bei verschiedenen Zelltod-auslösenden Bedingungen erhöht.

(III) Nekrotrophe Pathogene produzieren Toxine, wie FumonisinB1 (FB1), die mit dem

Sphingolipid-Metabolismus der Wirtsp�anze interferieren, was wiederum die Ursache für

den dadurch ausgelösten PCD darstellt. (IV) Die Behandlung von P�anzen mit LCBs,

nicht aber mit LCB-Ps, führt zu Zelltod.

In dieser Arbeit wurde die Rolle von Sphingobasen in der p�anzlichen Zelltodreaktion

untersucht, wobei der Fokus auf der Überprüfung der Hypothese eines antagonistischen,

Zelltod-hemmenden E�ekts von LCB-Ps lag. Anhand von Leitfähigkeit-basierten Messun-

gen bei Blattscheiben von Arabidopsis thaliana wurde der durch Behandlung mit LCBs

und separater oder gleichzeitiger Zugabe von LCB-Ps auftretende Zelltod bestimmt. Mit

dieser Art der Quanti�zierung wurde der an anderer Stelle publizierte inhibierende Ef-

fekt von LCB-Ps auf den LCB-induzierten Zelltod nachgewiesen. Durch parallele Messung

der Spiegel der applizierten Sphingobasen im Gewebe mittels HPLC-MS/MS konnte die-

ser Antagonismus allerdings auf eine reduzierte Aufnahme der LCB bei Anwesenheit der

LCB-P zurückgeführt werden, was auch durch eine zeitlich getrennte Behandlung mit den

Sphingobasen bestätigt wurde. Darüber hinaus wurde der Ein�uss einer exogenen Zugabe

von LCBs und LCB-Ps auf den durch Pseudomonas syringae induzierten Zelltod von A.

thaliana untersucht. Für LCB-Ps wurde dabei kein Zelltod-hemmender E�ekt beobach-

tet, ebenso wenig wie ein Ein�uss von LCB-Ps auf den PCD, der durch rekombinante

Expression und Erkennung eines Avirulenzproteins in Arabidopsis ausgelöst wurde. Für

LCBs wurde dagegen eine direkte antibakterielle Wirkung im Zuge der Experimente mit

P. syringae gezeigt, die den in einer anderen Publikation beschriebenen inhibierenden

E�ekt von LCBs auf den Pathogen-induzierten Zelltod in P�anzen relativiert.

In weiteren Ansätzen wurden Arabidopsis-Mutanten von Enzymen des Sphingobasen-

Metabolismus (LCB-Kinase, LCB-P-Phosphatase, LCB-P-Lyase) hinsichtlich veränderter

in-situ-Spiegel von LCBs/LCB-Ps funktionell charakterisiert. Der Phänotyp der Mutan-



2 Summary

ten gegenüber FumonisinB1 wurde zum einen anhand eines Wachstumstests mit Keim-

lingen und zum anderen anhand des Zelltods von Blattscheiben bestimmt und die dabei

akkumulierenden Sphingobasen quanti�ziert. Die Sensitivität der verschiedenen Linien

gegenüber FB1 korrelierte eng mit den Spiegeln der LCBs, während hohe Gehalte von

LCB-Ps alleine nicht in der Lage waren den Zelltod zu verringern. In einzelnen Mutanten

konnte sogar eine Korrelation von stark erhöhten LCB-P-Spiegeln mit einer besonderen

Sensitivität gegenüber FB1 festgestellt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellen die Hypothese eines antagonistischen Ef-

fekts von phosphorylierten Sphingobasen beim p�anzlichen Zelltod in Frage. Stattdes-

sen konnte in detaillierten Analysen der Sphingobasen-Spiegel die positive Korrelation

der Gehalte von LCBs mit dem Zelltod gezeigt werden. Die hier durchgeführten Ex-

perimente liefern damit nicht nur weitere Belege für die Zelltod-fördernde Wirkung von

nicht-phosphorylierten Sphingobasen, sondern tragen zum Verständnis der Sphingobasen-

Homöostase und des Sphingobasen-induzierten PCD in P�anzen bei.

Summary

Sphingobases are the building blocks for the biosynthesis of sphingolipids. While complex

sphingolipids form a major part of eukaryotic membranes, sphingobases, which are also

called long-chain bases (LCBs), are well-known signaling molecules of cellular processes in

eukaryotes. In the animal system, antagonistic e�ects of nonphosphorylated sphingobases

(LCBs) and their phosphorylated counterparts (LCB-Ps) have been reported in many cell

functions, with a particular focus on apoptosis, and the underlying signaling pathways

have been elucidated in detail. In contrast, few records of an antagonistic e�ect and the

potential signal transduction mechanisms have been established in plants. Several lines of

evidence point to a regulatory function of sphingobases in plant programmed cell death

(PCD): (i) Mutations in genes related to sphingobase metabolism may cause spontaneous

PCD and altered cell death reactions. (ii) Levels of LCBs are increased under di�erent cell

death conditions. (iii) Necrotrophic pathogens produce toxins, like fumonisinB1 (FB1),

interfering with sphingolipid metabolism of the host plant and, thus, causing PCD. (iv)

Treatment of plants with LCBs, but not LCB-Ps, induces cell death.

In the present study the role of sphingobases in plant cell death reactions, with a fo-

cus on the examination of the hypothesis of an antagonistic cell death-inhibitory e�ect

of LCB-Ps, has been investigated. Using conductivity-based measurements of Arabidopsis

thaliana leaf discs, cell death induced by treatment with LCBs and separated or combined

feeding of LCB-Ps was determined. That kind of quanti�cation allowed the veri�cation of

an inhibitory e�ect of LCB-Ps on LCB-induced cell death, which was published elsewhe-

re. However, by simultaneous measurement of the applied sphingobase levels in the tissue

with HPLC-MS/MS, this antagonism could be explained by a reduced uptake of the LCB

in the presence of the LCB-P, which was also con�rmed by a separated treatment with
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the sphingobases. In addition to that an impact of exogenous applied LCBs and LCB-Ps

on cell death in A. thaliana induced by Pseudomonas syringae has been investigated. For

LCB-Ps no cell death inhibitory e�ect was observed. Similarly, there was no impact for

LCB-Ps on the cell death induced by recombinant expression of an avirulence protein in

Arabidopsis. For LCBs, a direct antibacterial e�ect against P. syringae was shown in this

work. This puts previous �ndings of an inhibitory e�ect of LCBs on pathogen-induced

cell death in plants into a new perspective.

In further approaches, Arabidopsis mutants of enzymes of the sphingobase metabolism

(LCB kinase, LCB-P phosphatase, LCB-P lyase) were functionally characterized with re-

gard to altered in situ levels of LCBs/LCB-Ps. The phenotype of the mutants in response

to fumonisinB1 was determined in a growth assay with seedlings, and by cell death mea-

surements in leaf discs, which were accompanied by quanti�cation of sphingobase levels.

The sensitivity of di�erent lines to FB1 was closely correlated with the levels of LCBs,

while high contents of LCB-Ps alone were not able to reduce cell death. Some mutants

even showed a correlation of highly enhanced LCB-P levels with a pronounced sensitivity

to FB1.

The results of the present study challenge the hypothesis of an antagonistic e�ect of phos-

phorylated sphingobases on plant cell death. Instead, a detailed analysis of sphingobase

levels revealed a positive correlation of LCB contents with cell death. The conducted

experiments not only provide further evidence for a cell death-promoting e�ect of non-

phosphorylated sphingobases, but also contribute to the comprehension of sphingobase

homeostasis, as well as of the sphingobase-induced PCD in plants.



4 Einleitung

1 Einleitung

Für mehrzellige Organismen ist von besonderer Wichtigkeit welche Zellen im Laufe eines

Lebenszyklus sterben oder überleben. Die Möglichkeit bestimmte Zellen gezielt absterben

zu lassen ist dabei essentiell für die Entwicklung und das Überleben des gesamten jeweili-

gen Organismus. Der programmierte Zelltod (PCD), als genetisch regulierter Prozess zur

Eliminierung bestimmter Zellen, wurde deshalb auch in allen mehrzelligen eukaryotischen

Organismen beschrieben (Ameisen, 2002). Mittlerweile wurde programmierter Zelltod zur

Populationsregulation auch in einzelligen Eukaryoten und Prokaryoten nachgewiesen, so-

dass PCD-ähnliche Prozesse in allen Taxa zu �nden sind (Allocati et al., 2015). Die For-

men und die Regulation des Zelltods sind dabei sehr unterschiedlich und in den meisten

Organismen bisher nicht im Detail verstanden. Das beste Verständnis der molekularen

Grundlagen der Apoptose, als Form des programmierten Zelltods, wurde in Säugetierzel-

len erreicht. Die regulatorischen Hintergründe mit pro- und antiapoptotisch wirksamen

Proteinen, der Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien ins Zytosol, der fol-

genden Aktivierung von Caspasen mit Degradierung der zellulären Makromoleküle und

DNA-Fragmentierung sind dabei genau untersucht (Nagata, 2018). Neben weiteren Un-

terteilungen der Apoptose in genauer de�nierte Signalwege ist programmierter Zelltod,

basierend auf den bekannten molekularen Mechanismen und morphologischen Unterschei-

dungen, in Tieren genau klassi�ziert (Galluzi et al., 2018).

In P�anzen, bei denen weniger über die genauen molekularen Mechanismen und Signal-

wege bekannt ist als in tierischen Zellen, kann programmierter Zelltod morphologisch

in zwei Formen, den vakuolären Zelltod (autolytischer Zelltod) auf der einen Seite und

die Nekrose (nicht-autolytischer Zelltod) auf der anderen Seite, unterteilt werden (van

Doorn et al., 2011). Im ersten Fall ist der Zelltod gekennzeichnet durch die Bildung und

Volumenzunahme von lytischen Vakuolen mit anschlieÿendem Zerreiÿen des Tonoplasts

und Freisetzung von Hydrolasen, was zur Degradierung der Bestandteile des Zytoplasmas

führt. Obwohl dabei Enzyme mit Caspase-ähnlicher Funktion, wie beispielsweise VPE

(Vacuolar Processing Enzyme), eine Rolle spielen, ist dieser Prozess klar gegenüber der

in tierischen Zellen vorkommenden Apoptose abzugrenzen (Hara-Nishimura und Hatsu-

gai, 2011). Bei der Nekrose hingegen kommt es zum Zerreiÿen der Plasmamembran zu

einem frühen Zeitpunkt und zum Schrumpfen des Protoplasten, während die Bestand-

teile des Zytoplasmas weitestgehend nicht degradiert werden (van Doorn et al., 2011).

Der nekrotische Zelltod kommt hauptsächlich unter abiotischen oder biotischen Stress-

bedingungen vor, im Gegensatz zum vakuolären Zelltod, der an Entwicklungsprozessen,

wie beispielsweise Gewebebildung (Aerenchymbildung, eingeschlechtliche Blütenbildung,

Blattform) oder Xylogenese beteiligt ist (Fukuda, 1996; Gunawardena, 2008). Je nach

Prozess können bei dieser Form des programmierten Zelltods die Reste der Strukturen

von abgestorbenen Zellen mit der Zellwand erhalten bleiben.

Trotz der grundlegenden Einteilung des p�anzlichen PCD in die beiden Formen, vakuolä-
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rer und nekrotischer Zelltod, anhand morphologischer Kriterien gibt es einige Beispiele,

die nicht eindeutig in diese zwei Kategorien fallen. Diese Prozesse können Merkmale bei-

der Zelltodformen aufweisen. Hierbei ist besonders die hypersensitive Antwort als Form

des programmierten Zelltods zu nennen, die bei Interaktion von P�anzen mit biotrophen

Pathogenen auftritt. Die hypersensitive Antwort (HR, hypersensitive response) führt nach

Erkennung der Pathogene durch die P�anze zu PCD, wobei die meisten Charakteristika

des nekrotischen Zelltods zu erkennen sind. Gleichzeitig wird PCD im Zuge der HR oft

auch von Merkmalen des vakuolären Zelltods begleitet, wie der Volumenzunahme von

lytischen Vakuolen und Zerstörung des Tonoplasts (van Doorn et al., 2011). Ob die hy-

persensitive Antwort die Ausbreitung der Pathogene im Wirtsgewebe vermindert oder ob

es sich um eine Konsequenz des Befalls handelt, ist seit langem umstritten (Coll et al.,

2011; Király et al., 1972). Trotzdem ist auf molekularer Ebene die hypersensitive Antwort

die am genauesten charakterisierte Form des programmierten Zelltods in P�anzen.

1.1 P�anzen-Pathogen-Interaktion

Aufgrund der ortsgebundenen Lebensweise, dem Fehlen eines zirkulären Systems und der

Begrenzung von Zellen durch eine Zellwand hat sich in der Evolution von P�anzen ein

Zell-autonomes Immunsystem entwickelt (Coll et al., 2011). Als potenzielles Reservoir

von Nährsto�en sind P�anzen dabei den Mikroorganismen in der Umgebung ausgesetzt,

die diese besiedeln und in einer mutualistischen, parasitären oder destruktiven Weise in-

teragieren. Mikroorganismen können dabei je nach Interaktion mit der Wirtsp�anze als

biotroph, hemibiotroph oder nekrotroph klassi�ziert werden. Während biotrophe Para-

siten Nährsto�e aus lebenden Zellen beziehen und dabei wenig Schaden bei der P�anze

anrichten, sind nekrotrophe Organismen darauf ausgerichtet durch Sekretion von Toxinen

die Wirtszellen zu töten und die Energie aus deren freigesetzten Komponenten zu ge-

winnen (Oliver und Ipcho, 2004). Hemibiotrophe Phytopathogene, wie zum Beispiel das

Bakterium Pseudomonas syringae, zeichnen sich hingegen durch eine anfängliche biotro-

phe Phase mit späterem Wechsel zur Nekrotrophie aus.

P�anzen sind gegen diese Mikroorganismen durch zwei physische Barrieren geschützt, die

vor einer Infektion überwunden werden müssen (Bigeard et al., 2015). Zum einen bietet

die der Epidermis von Blättern au�iegende, aus Wachsen und Cutin bestehende Cuti-

cula ein Hindernis für manche Mikroorganismen. Zum anderen vermittelt auch die jede

P�anzenzelle umgebende Zellwand aus Zellulose, Pektin, Hemizellulose, Proteinen und in

manchen Fällen Lignin einen Schutz vor biotischem Stress (Hamann, 2012). Zwar kön-

nen die meisten phytopathogenen Pilze diese Strukturen durchdringen, Bakterien sind

jedoch für die Infektion von Blättern auf das Eindringen durch Ö�nungen, wie beispiels-

weise Stomata, angewiesen. Auÿerdem produzieren P�anzen kontinuierlich Sekundärme-

tabolite mit antimikrobieller Aktivität (sogenannte Phytoanticipine), die eine Infektion

durch Phytopathogene verhindern können (Osbourn, 1996). Selbst wenn diese konstituti-
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ven Schutzmechanismen überwunden werden und es zu einer Infektion der P�anze kommt,

bleibt die p�anzliche Immunantwort für eine Bekämpfung der Pathogene, um ernsthafte

Schäden abzuwenden. Im Gegensatz zu Tieren fehlen bei P�anzen mobile Immunzellen

und ein somatisches, adaptives Immunsystem, sodass jede Zelle selbst auf die Infektion

reagieren muss. Durch evolutionären Druck auf P�anzen und Pathogene mit wechselsei-

tiger Resistenzbildung hat sich ein System mit mehreren unterscheidbaren Phasen der

Immunantwort entwickelt (Jones und Dangl, 2006).

1.1.1 PAMP/MAMP-abhängige Immunität

Unterschiedliche Phytopathogene verwenden verschiedene Methoden zur Infektion von

P�anzen. Wie erwähnt, dringen Bakterien durch Stomata oder Wunden in Blätter ein

und kolonisieren den apoplastischen Raum im Gewebe, während Pilze und Oomyceten in

einigen Fällen mittels Hyphen in oder zwischen Epidermiszellen eindringen können und

spezialisierte Strukturen (Haustorien) ausbilden, um die Wirtszellen zu in�ltrieren. Ne-

matoden und Blattläuse können sich dagegen durch das Einstechen von Fortsätzen in die

Zellen ernähren (Jones und Dangl, 2006). Die Möglichkeit zur Induktion einer Immunant-

wort von P�anzen bietet die Erkennung von sogenannten Pathogen-assoziierten moleku-

laren Mustern (PAMP, pathogen-associated molecular pattern). Stammen die erkannten

Faktoren hingegen von Mikroorganismen, die nicht zwangsläu�g pathogen sind, spricht

man auch von Mikroben-assoziierten molekularen Mustern (MAMP, microbe-associated

molecular pattern; Ausubel, 2005). Bei PAMPs/MAMPs handelt es sich um evolutio-

när konservierte Moleküle der Mikroorganismen, wie zum Beispiel bakterielle Proteine

(Flagellin), Peptidoglycane, Polysaccharide (Chitin) oder Lipopolysaccharide (Bigeard et

al., 2015). Auÿerdem können auch Fragmente oder Abbauprodukte von anderen P�an-

zenzellen wahrgenommen werden, die durch Pathogeninfektion freigesetzt und dement-

sprechend als Beschädigungs-assoziierte molekulare Muster (DAMP, damage-associated

molecular pattern) benannt werden. P�anzen können PAMPs/MAMPs/DAMPs durch

Muster-erkennende Rezeptoren (PRR, Pattern Recognition Receptor) wahrnehmen (Bol-

ler und Felix, 2009). Diese Transmembranrezeptoren bestehen aus einer extrazellulären

Domäne für die Bindung des Liganden und meistens aus einer intrazellulären Kinase-

Domäne. Das am besten untersuchte Paar aus MAMP/PRR in P�anzen bildet dabei ein

aus 22Aminosäuren bestehendes Motiv des Flagellins (�g22), das in Arabidopsis thaliana

von dem Rezeptor FLS2 (Flagellin Sensing 2 ) erkannt wird, der daraufhin mit dem als

Korezeptor fungierenden Protein BAK1 (Brassinosteroid receptor 1�Associated Kinase)

heteromerisiert (Boller und Felix, 2009).

Die Bindung von PAMPs (oder MAMPs, DAMPs) durch PRRs führt zu basaler Im-

munität in P�anzen, die als PAMP-abhängige Immunität (PTI, PAMP-triggered immu-

nity) bezeichnet wird. Als Folge der Erkennung kommt es zur Ö�nung von Ionenkanä-

len mit schnellem Einstrom von extrazellulären Calcium-Ionen, Bildung von reaktiven
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Sauersto�spezies, Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kaskaden (MAPK-

Kaskaden), Transkription von spezi�schen Abwehrgenen, Zellwandverdickung und Bil-

dung von antimikrobiellen Sekundärmetaboliten, die Phytoalexine genannt werden (Bi-

geard et al., 2015; Boller und Felix, 2009).

1.1.2 E�ektor-abhängige Immunität

Da es sich bei PTI um eine basale Immunantwort von P�anzen handelt, hat sich bei einigen

Pathogenen die Fähigkeit entwickelt diese Form der Resistenz zu umgehen oder zu unter-

drücken. Dazu übertragen erfolgreiche Pathogene E�ektormoleküle in die extrazelluläre

Matrix oder in den meisten Fällen direkt in die Wirtszelle. So werden bei Bakterien E�ek-

toren über das Typ-III-Sekretionssystem übertragen, die in der Wirtszelle mit zellulären

Prozessen, wie beispielsweise der Proteindegradierung über das Proteasom, Phytohormon-

Signalleitung, Inhibierung der MAPK-Kaskaden oder Genexpression interferieren und so

die basale Immunantwort hemmen (Büttner, 2016). Die Virulenz von Pathogenen hängt

davon ab, ob P�anzen in der Lage sind diese E�ektoren zu erkennen und die dadurch

entstehende Suszeptibilität zu verhindern. So hat sich bei P�anzen eine Gruppe von R-

Proteinen (Resistenz-Proteinen) entwickelt, die E�ektoren entweder direkt binden oder

indirekt die Modi�kationen der Wirtsproteine durch E�ektoren erkennen (van der Hoom

und Kamoun, 2008) und so zu E�ektor-abhängiger Immunität (ETI, e�ector-triggered

immunity) führen (Jones und Dangl, 2006). Die R-Proteine sind in den meisten Fällen

intrazellulär lokalisiert und bestehen oft aus einer Nukleotid-Bindedomäne (NB) und aus

Leucin-reichen Wiederholungsmotiven (LRR, Leucine-Rich Repeat ; Lukasik und Takken,

2009). Die Koevolution mit gegenseitigem Selektionsdruck auf Pathogene und P�anzen

mit E�ektoren oder R-Proteinen und die daraus entstehende Resistenz/Suszeptibilität

lässt sich durch das von Jones und Dangl (2006) eingeführte �Zick-Zack-Modell� der P�an-

zenimmunität beschreiben. ETI führt zu einer beschleunigten und verstärkten PTI, was

sich üblicherweise in programmiertem Zelltod in Form der hypersensitiven Antwort am

Infektionsort zeigt (Jones und Dangl, 2006). Damit kann ETI nur bei (hemi)biotrophen

Pathogenen als Resistenzmechanismus wirken, da nekrotrophe Pathogene vom Absterben

des Wirtsgewebes pro�tieren und dieses kolonisieren (Glazebrook, 2005).

Ein Beispiel für ein E�ektorprotein aus einem phytopathogenen Bakterium ist AvrRpm1.

Dieses Protein wurde ursprünglich als Avirulenzfaktor aus Pseudomonas syringae pv. ma-

culicola isoliert, der die hypersensitive Antwort in P�anzen (Arabidopsis thaliana) auslöst,

die den genetischen Lokus des R-Proteins RPM1 (zum Beispiel Ökotyp Col-0) besitzen

(Debener et al., 1991). AvrRpm1 interagiert intrazellulär mit dem Wirtsprotein RIN4

(RPM1-Interacting protein 4 ), das einen negativen Regulator der Immunantwort darstellt

(Mackey et al., 2002). Durch diese Interaktion kommt es zur Phosphorylierung von RIN4

und diese Veränderung führt zur Aktivierung des R-Proteins RPM1 und somit zur ETI

(Chung et al., 2011; Gao et al., 2011). Sowohl das Wirtsprotein RPM1 als auch die Ak-
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tivierung desselben durch den E�ektor/Avirulenzfaktor AvrRpm1 sind dabei für die ETI

in Form der hypersensitiven Antwort notwendig. Trotzdem ist auch die Aktivierung von

RPM1 durch andere E�ektoren (AvrB) sowie die Erkennung von AvrRpm1 unter Umstän-

den durch weitere R-Proteine (RPS2) möglich (Grant et al., 1995; Kim et al., 2009). Dies

verdeutlicht das komplexe Verhältnis der molekularen Mechanismen, die zur HR führen

(Belkhadir et al., 2004).

Die morphologischen Merkmale der hypersensitiven Antwort, als besondere Form des pro-

grammierten Zelltods, wurden weiter oben bereits beschrieben. Hingegen überschneiden

sich die molekularen Mechanismen der HR bei der E�ektor-abhängigen Immunität mit

denen, die auch mit der PTI in Verbindung gebracht werden. In vielerlei Hinsicht handelt

es sich also um die beschleunigten und verstärkten Reaktionen einer basalen Immuni-

tät (Coll et al., 2011; Jones und Dangl, 2006). So kommt es neben der Transkription

von Abwehrgenen und der Aktivierung von MAPK-Kaskaden auch zum Anstieg von

Calcium-Ionen im Zytoplasma. Das wiederum hat Ein�uss auf die Produktion von Sa-

licylsäure, Sticksto�monoxid und die Akkumulation von reaktiven Sauersto�spezies (Mur

et al., 2008; Ogasawara et al., 2008). Das am besten untersuchte Merkmal der HR ist der

sprunghafte Anstieg (auch oxidative burst) von reaktiven Sauersto�spezies (zum Beispiel

Wassersto�peroxid, Hydroxyl-Radikal, Hyperoxid-Anion, Singulett-Sauersto�) mit deren

Bildung durch Peroxidasen und NADPH-Oxidasen an der Plasmamembran oder in den

Chloroplasten und Mitochondrien als Nebenprodukt der Elektronentransportketten (Bax-

ter et al., 2014). Der Zelltod könnte als Folge davon durch Lipidperoxidation ausgelöst

werden (Mur et al., 2008). Trotz der umfangreichen Untersuchungen zur Regulation der

hypersensitiven Antwort und des programmierten Zelltods im Allgemeinen sind die genau-

en Mechanismen, besonders hinsichtlich der Zelltod-auslösenden Substanzen, in P�anzen

nach wie vor unbekannt. Hinweise für eine wichtige Rolle bei der Regulation des program-

mierten Zelltods existieren auch für die Gruppe der Sphingolipide, die im nachfolgenden

Abschnitt genauer beschrieben werden.

1.2 Sphingolipide in P�anzen

Sphingolipide formen eine wichtige Gruppe von Membran-bildenden Lipiden und Signal-

molekülen in eukaryotischen Zellen. Der Name leitet sich vom Begri� der Sphinx ab,

aufgrund ihrer zum Zeitpunkt der Entdeckung im Jahr 1884 rätselhaften Natur (Thudi-

chum, 1884). Inzwischen ist bekannt, dass Sphingolipide in allen Eukaryoten und auch in

einigen Prokaryoten vorkommen, auch wenn die Anzahl der Bakterienphyla, in denen sich

diese Lipide �nden, stark eingeschränkt ist (Heaver et al., 2018). Trotz einer Grundstruk-

tur aller Sphingolipide, die im nachfolgenden Abschnitt dargestellt wird, unterscheidet

sich die genaue Zusammensetzung teilweise stark zwischen den einzelnen Organismen.

Dank des Einsatzes von analytischen Methoden, wie besonders Hochleistungs�üssigkeits-

chromatographie mit Tandemmassenspektrometrie (HPLC-MS/MS), wurden viele ver-
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schiedene Sphingolipide nachgewiesen und weitere sind aufgrund der groÿen Diversität

von Einzelkomponenten denkbar (Pata et al., 2010). So können in Tieren mindestens

500 unterschiedliche Spezies beschrieben werden und in Arabidopsis thaliana wurden 168

Sphingolipide gemessen (Futerman und Hannun, 2004; Markham und Jaworski, 2007).

1.2.1 Unterteilung und Struktur

Um die Vielfalt der Sphingolipide zu verstehen, muss man sich die Struktur dieser Gruppe

der Lipide ansehen. Die Gemeinsamkeit besteht dabei in der Grundstruktur eines Amino-

alkohols, der als Sphingobase oder long-chain base (LCB) bezeichnet wird. Natürlicher-

weise in P�anzen vorkommende Sphingobasen bestehen in der Regel aus 18C-Atomen

und können an der C4- oder C8-Position eine Doppelbindung aufweisen, die sich an der

zweiten Stelle hinsichtlich der (Z )-(E )-Isomerie unterscheiden kann (Abbildung 1).

Abbildung 1: Struktur und Bestandteile von Sphingolipiden in P�anzen. Komplexe Sphingo-
lipide setzen sich aus der Grundstruktur einer Sphingobase, die auch als long-chain base
(LCB) bezeichnet wird, einer Fettsäure (FA, fatty acid) und einer Kopfgruppe zusam-
men. Dementsprechend bilden die vier Klassen der Sphingolipide in P�anzen (I) die freien
Sphingobasen (LCB/LCB-P), (II) die Ceramide (Cer/Cer-P), (III) die Glycosylcerami-
de (GlcCer) und (IV) die Inositolphosphoceramide (IPC) beziehungsweise durch weitere
Glycosylierung die Glycosylinositolphosphoceramide (GIPC). Die strukturelle Vielfalt er-
gibt sich zum einen durch die unterschiedliche Glycosylierung der Kopfgruppe und zum
anderen durch Modi�kationen der LCB oder FA, die in rot gekennzeichnet sind. So kann
die FA hinsichtlich Länge, Sättigung und/oder Hydroxylierung variieren. Die Sphingobase
mit 18C-Atomen kann an der C4-Position hydroxyliert oder ungesättigt sein und auch an
der C8-Position eine Doppelbindung aufweisen, die in unterschiedlicher (Z )-(E )-Isomerie
(hier in (E )-Anordnung) resultieren kann. Abbildung nach Berkey et al. (2012); Pata et
al. (2010).

In Tieren ist Sphingosin (4-Sphingenin) mit einer Doppelbindung an der C4-Position

die häu�gste LCB, die auch als erste isoliert wurde (Spiegel und Milstien, 2003). Da-

gegen bildet in P�anzen und Pilzen Phytosphingosin (4-Hydroxysphinganin) mit einer

Hydroxygruppe an der C4-Position die vorherrschende freie Sphingobase (Dickson, 1998;

Markham und Jaworski, 2007; Shi et al., 2007). Zur besseren Unterscheidung und Ver-

einfachung können Sphingobasen auch mit einer Abkürzung benannt werden, wobei ein
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Buchstabe die Anzahl der Hydroxygruppen und zwei Zahlen, die durch einen Doppelpunkt

getrennt werden, die Anzahl der C-Atome und Doppelbindungen angibt. Somit wird ei-

ne LCB ohne Modi�kation an C4- oder C8-Position Dihydrosphingosin (Sphinganin) als

d18:0 bezeichnet, während Phytosphingosin als t18:0 und Sphingosin als d18:1 (genauer

d18:144E) bezeichnet werden. Diese Art der Benennung wird auch im weiteren Verlauf

dieser Arbeit angewendet.

Durch Acylierung der LCB an der Aminogruppe mit einer Fettsäure (FA, fatty acid)

entsteht ein Ceramid. Die Fettsäure kann dabei in der Länge variieren und zusätzlich

hydroxyliert (Hydroxyceramide) oder ungesättigt sein (Merrill, 2011). Besitzt die FA eine

Länge von mehr als 20Kohlensto�atomen wird diese auch als VLCFA (very long-chain

fatty acid) bezeichnet. Für Ceramide kann eine Abkürzung durch Angabe der LCB sowie

der Kettenlänge und Anzahl der Doppelbindungen der Fettsäure verwendet werden (zum

Beispiel t18:0-c16:0 als N-Palmitoyl-Phytosphingosin). Sowohl Ceramide als auch freie

Sphingobasen können an der C1-Hydroxygruppe phosphoryliert sein (LCB-P oder Cer-P,

Abbildung 1). Andere Modi�kationen der Kopfgruppe an der C1-Position bei Ceramiden

beinhalten die Glycosylierung mit zumeist Glucose oder Mannose (Glycosylceramid, Glc-

Cer) und das Anfügen von (Glycosyl)inositolphosphat ([Glycosyl]inositolphosphoceramid,

[G]IPC; Pata et al., 2010; Lynch und Dunn, 2004; Michaelson et al., 2016). (G)IPCs

kommen ausschlieÿlich bei P�anzen und Pilzen vor, während bei Tieren andere komplexe

Sphingolipide, wie beispielsweise Sphingomyelin, zu �nden sind (Merrill, 2011; Pata et al.,

2010). Komplexe Ceramide bilden einen wichtigen Teil von eukaryotischen Membranen,

wobei die groÿe Vielfalt aus den Kombinationen der im jeweiligen Organismus vorhan-

denen LCBs, FAs/VLCFAs und Kopfgruppen resultiert. Die Sphingolipid-Spezies können

auch zwischen den einzelnen phylogenetischen Gruppen der P�anzen, besonders bezüg-

lich des Sphingobasen-Bestandteils, stark variieren (Islam et al., 2012; Pata et al., 2010).

GIPCs sowie GlcCers liegen in P�anzenzellen im Vergleich zu freien LCBs und Cerami-

den in weitaus höherer Konzentration (mindestens zehnfach) vor (Markham et al., 2006;

Markham und Jaworski, 2007) und machen dabei den gröÿten Teil der unterschiedlichen

Sphingolipid-Spezies aus. In nachfolgenden Teilen dieser Arbeit wurde der Begri� �Sphin-

golipide� mit den vier Klassen in P�anzen (LCBs, Cers, GlcCers und [G]IPCs) hingegen

oft dazu verwendet, um besonders freie Sphingobasen und Ceramide zusammenzufassen,

weil der Fokus hier nicht auf den komplexen Ceramiden (GlcCers, GIPCs) lag.

1.2.2 Biosynthese und Metabolismus

Die Bildung der Sphingolipid-Klassen und die weiteren Modi�kationen der einzelnen Spe-

zies hängen von einer Vielzahl unterschiedlicher Enzyme ab. Die Hauptschritte der Bio-

synthese und des Metabolismus von Sphingobasen sind zu einem groÿen Teil in Tieren,

Hefen und P�anzen konserviert. Daher konnten viele Erkenntnisse aus der grundlegenden

Forschung zum Sphingolipid-Metabolismus aus Tieren und Hefe auf P�anzen übertragen
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werden (Dickson, 1998; Dunn et al., 2004; Michaelson et al., 2016). Inzwischen wurden

viele der Enzyme, die an Biosynthese und Metabolismus in Arabidopsis thaliana beteiligt

sind, auch funktionell charakterisiert (Berkey et al., 2012; Michaelson et al., 2016). Die

ersten Schritte der de-novo-Biosynthese von Sphingolipiden �nden im endoplasmatischen

Retikulum statt, während die Modi�kation der Ceramide zu komplexen Ceramiden im

Golgi-Apparat fortgesetzt wird (Abbildung 2).

Abbildung 2: Wichtige Schritte des Sphingolipid-Metabolismus in P�anzen. Die de-novo-
Biosynthese von freien Sphingobasen (LCBs) erfolgt durch Kondensation von Serin
und Palmitoyl-CoA und nachfolgende weitere Metabolisierung über Dihydrosphingosin
(d18:0). LCBs können durch vorherige Phosphorylierung an der C1-Position (LCB-Ps)
zu Hexadecanal und Phosphoethanolamin gespalten werden oder durch N-Acylierung mit
einer Fettsäure (FA/VLCFA) zu Ceramiden umgesetzt werden. Ceramide können durch
Modi�kation der C1-Kopfgruppe zu komplexen Ceramiden (GlcCers, [G]IPCs) metaboli-
siert werden. Die vier Klassen der Sphingolipide sind von gestrichelten Linien umgeben.
Die Namen der Enzyme, welche die jeweiligen Reaktionen katalysieren, sind in hellgrau-
en Boxen, genetisch charakterisierte Enzyme von Arabidopsis thaliana in dunkelgrauen
Boxen, dargestellt. Mykotoxine, die bestimmte Enzyme des Sphingolipid-Metabolismus
inhibieren, sind in schwarzen Boxen angegeben. Abbildung nach Berkey et al. (2012);
Michaelson et al. (2016); Pata et al. (2010).
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LCB-Synthese und Metabolisierung

Der erste Schritt der Biosynthese von Sphingolipiden besteht in der Bildung des Grundge-

rüsts der Sphingobasen (3-Ketosphinganin) durch Kondensation von Serin und Palmitoyl-

CoA, die durch das Enzym Serin-Palmitoyl-Transferase (SPT) katalysiert wird (Abbil-

dung 2). Die Bedeutung des Heterodimers SPT als essentielles Enzym und damit auch

die Wichtigkeit der Bildung von Sphingolipiden für die Lebensfähigkeit von Zellen wurden

durch knockout- oder knockdown-Mutanten der Untereinheiten LCB1 und LCB2 demons-

triert, die zum Absterben des Embryos und des männlichen Gametophyten führen (Chen

et al., 2006; Dietrich et al., 2008; Kimberlin et al., 2013; Teng et al., 2008). Auÿerdem wur-

den die Proteine ORM1 und ORM2 als Bindepartner und Regulatoren der SPT-Aktivität

nicht nur in Hefe, sondern auch in Arabidopsis, identi�ziert (Kimberlin et al., 2016).

3-Ketosphinganin wird im zweiten Schritt durch die 3-Ketosphinganin-Reduktase zu Dihy-

drosphingosin umgesetzt, welches die einfachste LCB in P�anzen darstellt. Die Modi�-

kation zu verschiedenen LCBs erfolgt ausgehend von Dihydrosphingosin über LCB-C4-

Hydroxylasen und Desaturasen. Die exakte Abfolge der Modi�kation von freien LCBs

oder des Sphingobasen-Bestandteils in Ceramiden ist nicht genau bekannt. Während die

Hydroxylierung von Dihydrosphingosin zu Phytosphingosin über LCB-C4-Hydroxylasen

vermutlich zum gröÿten Teil direkt bei den freien LCBs erfolgt (Sperling et al., 2001; Peer

et al., 2010), modi�zieren Desaturasen durch Einfügen von Doppelbindungen an C4- oder

C8-Position vermutlich erst den Sphingobasen-Bestandteil von Ceramiden oder komplexen

Ceramiden (Michaelson et al., 2009, 2016; Pata et al., 2010). Als LCB-C4-Hydroxylasen

wurden in Arabidopsis SBH1 und SBH2 (Sphingobasen-Hydroxylase) beschrieben, de-

ren Doppelmutante kein t18:0 bildet und ein stark reduziertes Wachstum und gesteiger-

te Expression von PCD-assoziierten Genen aufweist (Chen et al., 2008). Auÿerdem hat

der kombinierte knockout/knockdown beider Hydoxylasen einen groÿen Ein�uss auf die

Ceramid-Zusammensetzung mit einem starken Anstieg von Ceramiden mit d18:0 als LCB

und kurzkettigen Fettsäuren (C16), wohingegen die Gehalte von Ceramiden mit VLCFAs

abnehmen (Chen et al., 2008). Freie Sphingobasen können an der C1-Hydroxygruppe

phosphoryliert werden. Hierfür sind in Arabidopsis vier LCB-Kinasen identi�ziert (Ab-

bildung 2). Dies sind die Kinasen LCBK1 und LCBK2 (LCB-Kinase) und die Kinasen

SPHK1 und SPHK2 (Sphingosin-Kinase), wobei die unterschiedliche Benennung zum Teil

aufgrund der homologen Enzyme aus Tieren erfolgte und nicht in Zusammenhang mit

der umgesetzten Sphingobase steht. So wurde für LCBK1, SPHK1 und SPHK2 in vitro

die Phosphorylierung der meisten der in P�anzen natürlich vorkommenden Sphingoba-

sen (insbesondere d18:0 und t18:0) nachgewiesen (Coursol et al., 2003, 2005; Dutilleul

et al., 2012; Guo et al., 2011; Imai und Nishiura, 2005). Bei SPHK2 handelt es sich au-

ÿerdem um ein direkt benachbartes Gen von SPHK1 mit hoher Sequenzähnlichkeit. Die

Enzyme werden in unterschiedlichen Geweben der P�anze exprimiert (Guo et al., 2011;

Qin et al., 2017; Worrall et al., 2008). Eine knockdown-Mutante von SPHK1 weist einen

reduzierten, eine Überexpressionsmutante einen erhöhten Abscisinsäure-induzierten Sto-
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mataschluss auf (Coursol et al., 2003, 2005; Worrall et al., 2008). Für knockout-Mutanten

von LCBK2 wurde darüber hinaus von Dutilleul et al. (2012) ein abweichendes Verhalten

bezüglich der Phosphorylierung von Phytosphingosin und der Aktivierung von MPK6 bei

der Antwort von P�anzen auf niedrige Temperaturen beschrieben.

Die Dephosphorylierung von Sphingobasen kann durch eine LCB-P-Phosphatase erfolgen.

Bei Mutanten mit einem knockout von SPP1 (Sphingosin-1-Phosphat-Phosphohydrolase 1)

wurden erhöhte Gehalte von Dihydrosphingosin und ein erhöhter Abscisinsäure-induzierter

Stomataschluss beobachtet (Nakagawa et al., 2012). Eine Phosphorylierung von LCBs er-

möglicht auÿerdem einen Abbau durch die LCB-P-Lyase DPL1 (Niu et al., 2007; Tsegaye

et al., 2007). Obwohl die Gehalte von Sphingobasen in knockout-Mutanten dieses Enzyms

keine groÿen Unterschiede zum Wildtyp unter normalen Bedingungen aufweisen (Magnin-

Robert et al., 2015; Tsegaye et al., 2007), nimmt das Frischgewicht von Blättern nach

Abtrennung von der P�anze im Vergleich zum Wildtyp, genau wie in knockout-Mutanten

von SPP1, langsamer ab (Nakagawa et al., 2012; Nishikawa et al., 2008). Darüber hin-

aus reagiert der kombinierte knockdown von SPP1 und DPL1 mit reduziertem Stomata-

schluss nach Behandlung mit Abscisinsäure (Worrall et al., 2008). Von Magnin-Robert

et al. (2015) wurden knockout-Mutanten von DPL1 als resistenter gegenüber dem nekro-

trophen Pilz Botrytis cinerea, aber sensitiver gegenüber dem hemibiotrophen Bakterium

Pseudomonas syringae beschrieben.

Ceramid-Synthese und Metabolisierung

Ceramide werden über eine Kondensationsreaktion der Aminogruppe einer LCB mit einer

Fettsäure gebildet (Abbildung 2). Diese Reaktion wird durch Ceramid-Synthasen kataly-

siert und ist zumeist Fettsäure-CoA-abhängig, während das Anfügen von freien Fettsäuren

in P�anzen seltener vorkommt (Pata et al., 2010). Ceramide können durch Modi�kation

des LCB-Bestandteils oder des Fettsäure-Bestandteils abgewandelt werden. Neben der

Veränderung des Sphingobasen-Grundgerüsts, die bereits für freie LCBs beschrieben wur-

de, beinhaltet die Modi�kation des FA-Bestandteils häu�g eine α-Hydroxylierung, die in

der Bildung von Hydroxyceramiden resultiert (siehe auch Abbildung 1). In Arabidopsis

sind drei Ceramid-Synthasen bekannt, die als Homologe der entsprechenden Ceramid-

Synthase LAG1 (Longevity Assurance Gene 1 ) aus Hefe als LOH1/2/3 (LAG One Ho-

molog) bezeichnet werden (Markham et al., 2011). LOH1 und LOH3 führen zur Bildung

von Ceramiden mit VLCFAs (C20�C26), wohingegen LOH2 spezi�sch die Synthese von

Ceramiden mit C16-FAs katalysiert. Dementsprechend ist die knockout-Doppelmutante

loh1/loh3 durch einen kleinwüchsigen, letalen Phänotyp mit einem starken Mangel an

Ceramiden mit VLCFAs und einer Akkumulation von freien LCBs (d18:0 und t18:0) ge-

kennzeichnet (Markham et al., 2011). Der alleinige knockout von LOH1 zeigt spontanen

Zelltod bei späten Entwicklungszeitpunkten von adulten P�anzen, was auch mit verstärk-

ter Expression von Pathogen-assoziierten Abwehrgenen einhergeht (Ternes et al., 2011).

Auf der anderen Seite hat die Überexpression von LOH1 und LOH3 gröÿere P�anzen
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mit erhöhter Zellteilungsrate aufgrund einer stärkeren Akkumulation von Ceramiden aus

VLCFAs und t18:0/t18:1 zur Folge. Eine LOH2 -Überexpression führt dagegen zu klein-

wüchsigen P�anzen mit einer Akkumulation von Ceramiden mit C16-FAs (Luttgeharm

et al., 2015). Der E�ekt von knockout-Mutanten der Ceramid-Synthasen auf die Gehalte

von Ceramiden und Sphingobasen ähnelt dem E�ekt einer Behandlung mit FumonisinB1

bei Wildtyp-P�anzen. Viele Untersuchungen zur Funktion von Sphingolipiden wurden mit

Inhibitoren des Metabolismus durchgeführt. Als solche sind Mykotoxine für die Inhibie-

rung von Ceramid-Synthasen aus der Gruppe der Fumonisine aus Pilzen der Gattung

Fusarium und AAL-Toxine (Toxine aus Alternaria alternata f. sp. lycopersici) bekannt

(Pruett et al., 2008). Auÿerdem sind andere Toxine als Inhibitoren (beispielsweise My-

riocin) der Serin-Palmitoyl-Transferase beschrieben. In Studien am häu�gsten verwendet

wird FumonisinB1 (FB1), da es das natürlicherweise mit Abstand abundanteste Myko-

toxin aus dieser Gruppe darstellt. FB1 wirkt in Tieren neurotoxisch, hepatotoxisch und

nephrotoxisch und wird beim Menschen als karzinogen eingestuft (Stockmann-Juvala und

Savolainen, 2008). Aufgrund des gesundheitsschädlichen E�ekts von FB1 und der agrar-

wirtschaftlichen Bedeutung durch Kontamination von Mais und anderen Nutzp�anzen

mit Pilzen der Gattung Fusarium ist der Wirkmechanismus des Mykotoxins im tierischen

System umfangreich untersucht (Merrill et al., 2001). FB1 besitzt eine ähnliche Grund-

struktur wie Sphingobasen, ist jedoch aufgrund weiterer Hydroxygruppen und Tricarbon-

säuren als Nebengruppen polarer und inhibiert Ceramid-Synthasen durch Interaktion mit

der Sphingobasen- und FA-CoA-Bindestelle des Enzyms. Obwohl das Toxin dabei zu-

nächst nicht N-acyliert wird, kann die Entfernung der Tricarbonsäure-Nebengruppen die

Aminogruppe für das Anfügen einer FA zugänglich machen. Das Produkt dieser Metabo-

lisierung von FB1 scheint hingegen ein noch stärkerer Inhibitor der Ceramid-Synthasen zu

sein (Merrill et al., 2001). Die Hemmung der Ceramid-Synthase-Aktivität führt zu einem

starken Anstieg von freien LCBs und deren Metaboliten.

In P�anzen löst FB1 programmierten Zelltod mit Ähnlichkeit zur hypersensitiven Antwort

aus, der mit modi�zierter Expression von Pathogen-assoziierten Abwehrgenen einhergeht

und von der Jasmonat-, Ethylen- und Salicylsäure-Signalleitung abhängig ist (Asai et al.,

2000). Die Behandlung mit FB1 führt zu einem Anstieg der freien LCBs und Ceramide

mit kurzkettigen Fettsäuren (C16), während die Gehalte von Ceramiden mit VLCFAs

(C24-C26) leicht abnehmen (Abbas et al., 1994; Markham et al., 2011; Shi et al., 2007).

In Arabidopsis lässt dies auf eine Inhibierung besonders von LOH1, LOH3 und weniger

von LOH2 durch FB1 schlieÿen, da dies dem E�ekt der beschriebenen knockout-Mutanten

dieser Enzyme ähnelt (Markham et al., 2011). Überexpressionsmutanten von LOH2 und

LOH3 zeigen eine erhöhte Resistenz gegenüber FB1, die mit einer verringerten Akku-

mulation von freien LCBs einhergeht, wohingegen die Überexpression von LOH1 keinen

veränderten Phänotyp aufweist und LOH1 deswegen am stärksten durch das Mykotoxin

gehemmt wird (Luttgeharm et al., 2015).

Ceramide können genau wie freie LCBs an der C1-Position phosphoryliert werden (Abbil-
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dung 2). In Arabidopsis wurde dafür die Ceramid-Kinase ACD5 (Accelerated Cell Death 5 )

beschrieben, deren knockout-Mutante Ceramide akkumuliert, spontanen Zelltod bei spä-

ten Entwicklungszeitpunkten aufweist, suszeptibler gegenüber Pseudomonas syringae und

Botrytis cinerea, aber resistenter gegenüber Echtem Mehltau (Golovinomyces cichoracea-

rum) ist als der Wildtyp (Bi et al., 2014; Liang et al., 2003; Wang et al., 2008). Auÿerdem

wurde von Dutilleul et al. (2015) für acd5 eine stark verminderte Keimungsrate von Samen

bei niedriger Temperatur oder Abscisinsäure-Behandlung nachgewiesen. Über eine weitere

Metabolisierung von Ceramid-1-Phosphat, in Bezug auf einen Abbau wie im Fall von frei-

en LCBs oder eine Veränderung (zum Beispiel eine Spaltung des Ceramid-Grundgerüsts)

ohne vorige Dephosphorylierung, ist wenig bekannt. Auch wurde in P�anzen bisher kei-

ne Ceramid-Phosphorylase charakterisiert. Für eine Spaltung von nicht-phosphorylierten

Ceramiden wurden Ceramidasen beschrieben, die nach ihrem jeweiligen pH-Optimum in

die drei Kategorien der alkalischen, neutralen und sauren Ceramidasen eingeordnet wer-

den (Michaelson et al., 2016). In Arabidopsis wurde bisher eine alkalische (ACER) und

eine neutrale Ceramidase (NCER1) durch Mutanten charakterisiert (Li et al., 2015; Wu et

al., 2015). Eine knockout- und eine knockdown-Mutante von ACER akkumulieren Cera-

mide mit einer leichten Reduktion der Gehalte von freien LCBs, während ncer1 lediglich

eine Akkumulation von Hydroxyceramiden aufweist, sodass von einer unterschiedlichen

Substratspezi�tät der beiden Enzyme ausgegangen werden kann. Auÿerdem besitzen die

knockout/knockdown-Mutanten im Fall von ACER eine erhöhte Sensitivität gegenüber

Salzstress, FB1 und P. syringae und im Fall von NCER1 eine erhöhte Sensitivität gegen-

über oxidativem Stress durch Methylviologen (Paraquat), wohingegen die entsprechenden

Überexpressionsmutanten jeweils eine erhöhte Resistenz zeigen (Li et al., 2015; Wu et al.,

2015).

Komplexe Ceramid-Synthese

Die Synthese von komplexen Ceramiden (GlcCers, [G]IPCs) durch Modi�kation von Cera-

miden an der C1-Position erfolgt nicht mehr, wie die zuvor beschriebenen Schritte, aus-

schlieÿlich im endoplasmatischen Retikulum, sondern am Beginn des Sekretionssystems in

P�anzen bis zum Golgi-Apparat (Melser et al., 2010). Im Genom von Arabidopsis ist nur

eine potenzielle Glucosylceramid-Synthase (GCS) bekannt, deren knockout-Mutante aller-

dings nur im frühen Keimlingsstadium lebensfähig ist, was die Wichtigkeit von GlcCers für

die Entwicklung von P�anzenorganen und die Zelldi�erenzierung betont (Msanne et al.,

2015). Im Gegensatz dazu sind in Arabidopsis drei Inositolphosphorylceramid-Synthasen

(IPCS1/2/3) beschrieben (Mina et al., 2010), wovon allerdings nur eine, nämlich IPCS2

(auch ERH1, Enhancing RPW8-mediated HR-like cell death), mittels Mutanten charak-

terisiert wurde (Wang et al., 2008). Die knockout-Mutante erh1 akkumuliert Salicylsäure

und zeigt verstärkte Transkription des R-Gens RPW8, das in Arabidopsis Resistenz gegen-

über Echtem Mehltau vermittelt. Dementsprechend weist die Mutante einen verstärkten

RPW8 -abhängigen, spontanen HR-ähnlichen Zelltod auf, der mit einem Anstieg der Ge-
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halte von Ceramiden einhergeht (Wang et al., 2008).

Die weitere Glycosylierung von IPCs kann unterschiedlich erfolgen, da GIPCs bezüg-

lich der Kopfgruppe zwischen verschiedenen P�anzenspezies und Gewebearten stark va-

riieren können (Cacas et al., 2013). In Arabidopsis wurde von Rennie et al. (2014) die

Inositolphosphorylceramid-Glucuronosyl-Transferase IPUT1 beschrieben, die Glucuron-

säure mit IPC verknüpft und von der keine homozygoten knockout-Mutanten erhalten

wurden, da das mutierte Allel, trotz scheinbar normaler Entwicklung des Pollens, nicht

durch diesen übertragen werden kann. Selbst der Mangel an einem einzelnen GIPC (Gluc-

uronosyl-IPC) hat in diesem Fall also ernste Auswirkungen auf die Entwicklung von P�an-

zen. Der knockdown von IPUT1 führt darüber hinaus zu einer Akkumulation von IPCs,

Ceramiden und GlcCers (Rennie et al., 2014).

Zusätzlich zu den hier aufgeführten und beschriebenen Enzymen des Metabolismus von

Sphingolipiden aus A. thaliana (Abbildung 2) sind auch vereinzelt manche der homologen

Enzyme in anderen P�anzen funktionell charakterisiert (Berkey et al., 2012; Michaelson

et al., 2016). Da die Gehalte und besonders die einzelnen Spezies von Ceramiden und

komplexen Ceramiden bezüglich des LCB- oder Fettsäure-Bestandteils sowie bezüglich

der Kopfgruppe in verschiedenen P�anzen stark variieren, können sich auch die jeweiligen

Enzyme, hinsichtlich beispielsweise der Anzahl oder der Substratspezi�tät, voneinander

unterscheiden. Die hier beschriebene Biosynthese bietet einen möglichst vollständigen und

grundlegenden Überblick über den Sphingolipid-Metabolismus in P�anzen.

1.2.3 Funktionen

Aus der groÿen strukturellen Vielfalt der einzelnen Sphingolipid-Klassen ergibt sich eine

Vielzahl unterschiedlicher Funktionen in P�anzen. Einige dieser Funktionen lassen sich

durch die bereits im vorherigen Abschnitt (1.2.2) beschriebenen Phänotypen von Mutan-

ten der Enzyme des Sphingolipid-Metabolismus, welche die Homöostase stören und ab-

weichende in-vivo-Gehalte von Substraten oder Produkten der Enzyme zur Folge haben,

ableiten. Andere ergeben sich aus Studien mit heterologer Expression der rekombinan-

ten p�anzlichen Proteine (zum Beispiel in Hefe) oder aus in-vitro-Experimenten mit den

Sphingolipiden. Nicht zuletzt aufgrund der groÿen Unterschiede im Verhältnis der einzel-

nen Sphingolipid-Klassen zueinander mit einem über zehnfach höheren Vorkommen der

komplexen Sphingolipide (GlcCers, GIPCs) gegenüber einfachen Ceramiden und freien

Sphingobasen in P�anzenzellen (Markham et al., 2006; Markham und Jaworski, 2007),

werden erstere allgemein als wichtige Strukturelemente von Membranen betrachtet, wäh-

rend letztere als Ausgangsbausteine und Signalmoleküle diskutiert werden. Im folgenden

werden die Funktionen der Sphingolipid-Klassen in P�anzen zusammengefasst.

Glycosylceramide (GlcCers)

GlcCers sind wichtige Membranlipide bei Eukaryoten. In P�anzen kommt diese Lipidklas-

se in der Plasmamembran, im Tonoplast und in Vesikeln vor und macht zwischen 6 und
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27% der gesamten Lipidmolekülzahl aus (Warnecke und Heinz, 2003). Die Struktur der

GlcCers kann sich vor allem hinsichtlich der Doppelbindungen beim Sphingobasen- und

der Hydroxylierung beim Fettsäure-Bestandteil unterscheiden. Die Kopfgruppe besteht

zumeist aus Glucose (Pata et al., 2010). In zahlreichen Studien wurden Variationen in der

GlcCer-Zusammensetzung mit Auswirkungen auf die Membranstabilität bei verschiedenen

P�anzen hinsichtlich Unterschieden in der Kälteadaption, Frosttoleranz, Trockenadapti-

on oder Toxizität gegenüber Metallionen in Verbindung gebracht (Warnecke und Heinz,

2003). Solche vergleichenden Untersuchungen zur Membrankomposition, in Bezug auf Li-

pidverhältnisse oder die genaue Zusammensetzung der vorhandenen Lipidspezies, mit der

Adaption von P�anzen gegenüber abiotischem Stress zu verknüpfen, ist allerdings schwie-

rig und bietet keine direkten Belege für die Funktion von GlcCers.

Aus Experimenten mit einer knockout- und einer knockdown-Mutante der Glucosylceramid-

Synthase (GCS) in Arabidopsis ist bekannt, dass eine Reduktion von GlcCers nicht direkt

die Lebensfähigkeit von Zellen beein�usst, jedoch die Zelldi�erenzierung und die Organo-

genese verhindert (Msanne et al., 2015). Von Melser et al. (2010) wurde durch in-vitro-

und in-vivo-Hemmung des Enzyms von Nicotiana tabacum mittels Inhibitoren gezeigt,

dass der Mangel von GlcCers die Morphologie von Golgi-Vesikeln verändert und so den

Transport von sekretorischen Membranproteinen zur Zellober�äche stört.

Glycosylinositolphosphoceramide (GIPCs)

Die Sphingolipid-Klasse der GIPCs kommt ausschlieÿlich in P�anzen und Pilzen, nicht je-

doch in Tieren, vor. Während das Ceramid-Grundgerüst in GIPCs zumeist aus t18:0 oder

t18:1 als LCB und einer VLCFA aufgebaut ist, kann sich die Art der Glycosylierung bei

verschiedenen P�anzen, mit bis zu sieben an IPC gebundenen Zuckerresten, stark unter-

scheiden (Cacas et al., 2013). In Arabidopsis besteht der überwiegende Anteil der GIPCs

aus einer über Hexuronsäure an IPC gebundenen Hexose (Buré et al., 2011). Durch die

groÿe polare Kopfgruppe �nden sich GIPCs in der äuÿeren Schicht der Plasmamembran.

Dort sind sie besonders in gegenüber Detergenzien resistenten Membranbereichen, den li-

pid rafts, angereichert und spielen möglicherweise eine wichtige Rolle in der Verankerung

von Membranproteinen (Borner et al., 2005). Der VLCFA-Bestandteil der GIPCs könnte

dabei auch zur Interaktion mit anderen Lipiden (besonders Sterole) zwischen den beiden

Schichten der Membran in lipid rafts beitragen (Cacas et al., 2016). So ist aus Tabak-

Zellkulturen (Nicotiana tabacum cv. BY-2) bekannt, dass GIPCs bis zu 40% der gesam-

ten Lipidmolekülzahl in der Plasmamembran ausmachen und im Vergleich zur restlichen

Membran fün�ach höher in den Detergenzien-resistenten Membranbereichen angereichert

sind (Cacas et al., 2016).

Arabidopsis-Mutanten mit einem Defekt des Enzyms GONST1 (Golgi-Localized Nucleo-

tide Sugar Transporter 1 ), welches Zuckersubstrate in das Golgi-Lumen für die GIPC-

Synthese transportiert, zeigen einen kleinwüchsigen Phänotyp und eine HR-Reaktion, die

mit erhöhten Gehalten von Salicylsäure einhergeht (Mortimer et al., 2013). Zusammen
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mit den Phänotypen der bereits erwähnten Mutanten der Inositolphosphorylceramid-

Synthase IPCS2 (ERH1) und der Inositolphosphorylceramid-Glucuronosyl-Transferase

IPUT1 (Rennie et al., 2014; Wang et al., 2008) ergibt sich für GIPCs nicht nur eine

essentielle Rolle als Strukturelement in der Entwicklung, sondern möglicherweise auch

eine Funktion in der Pathogenabwehr von P�anzen (Michaelson et al., 2016).

Ceramide (Cers/Cer-Ps)

An der Kopfgruppe unmodi�zierte Ceramide bilden das Grundgerüst für komplexe Cera-

mide in der Membran und kommen im Vergleich zu diesen in niedrigeren Konzentrationen

vor. Die häu�gsten LCB-Bestandteile der Ceramide in A. thaliana sind t18:0 und t18:1,

während der Fettsäure-Bestandteil sehr variabel ist (Markham et al., 2006; Markham und

Jaworski, 2007). Bei der Beurteilung einer Funktion von Ceramiden muss immer auch die

Funktion anderer Sphingolipid-Klassen, wie besonders die der freien LCBs, berücksichtigt

werden, da Veränderungen in den Gehalten der Ceramide oft eine Störung der gesamten

Sphingolipid-Homöostase zur Folge haben. Dies gilt besonders für die in Abschnitt 1.2.2

beschriebenen Phänotypen von Mutanten der Ceramid-Synthasen (LOH1/2/3) und der

Ceramidasen ACER und NCER1. Aus Untersuchungen mit letzteren kann möglicherweise

dennoch eine Funktion der Ceramide in der Antwort auf Salzstress und oxidativen Stress

abgeleitet werden, da hierbei besonders die Spiegel der Ceramide/Hydroxyceramide ver-

ändert sind und nur in geringerem Maÿe die der freien Sphingobasen (Li et al., 2015; Wu

et al., 2015). Von Xie et al. (2015) wurde auÿerdem eine Rolle von Ceramiden mit ungesät-

tigten VLCFA-Bestandteilen in der Hypoxie-Toleranz von Arabidopsis beschrieben. Dabei

nehmen die Gehalte von Ceramiden/Hydroxyceramiden bei untergetauchten P�anzen zu,

jedoch ist in knockout-Mutanten der Ceramid-Synthasen (LOH1/2/3) eine Abnahme von

Ceramiden mit ungesättigten VLCFAs zu beobachten, die mit einer erhöhten Sensitivität

von im Dunkeln, in Wasser untergetauchten P�anzen einhergeht (Xie et al., 2015).

Hinweise auf eine Funktion von Ceramiden in der Regulation von programmiertem Zell-

tod stammen aus dem Tierreich, wo ein Zusammenhang zwischen der Produktion dieser

Lipidspezies und dem Einsetzen des PCD hergestellt wurde (Hannun und Obeid, 2018). In

P�anzen ist bekannt, dass die exogene Zufuhr von Ceramiden mit kurzem FA-Bestandteil

(C2) bei Arabidopsis-Zellkulturen und Protoplasten Zelltod induziert, dem ein transienter

Anstieg von Calcium und eine Bildung reaktiver Sauersto�spezies vorausgeht (Liang et al.,

2003; Townley et al., 2005). Dabei verhindert eine Unterdrückung des Calcium-Anstiegs

auch das Auftreten des Zelltods, während gleiches nicht für reaktive Sauersto�spezies gilt.

Auch ist es möglich den durch Ceramide ausgelösten Zelltod teilweise durch Zugabe der

phosphorylierten Form der Ceramide (Cer-Ps) zu verhindern (Liang et al., 2003). Weite-

re Belege für eine Beteiligung von Cers/Cer-Ps an der Regulation des PCD in P�anzen

�nden sich durch die Charakterisierung der Ceramid-Kinase ACD5 und des Sphingolipid-

Transferproteins ACD11 (Accelerated Cell Death), die beide in Tests mit Arabidopsis-

Mutanten auf spontanen PCD identi�ziert wurden (Brodersen et al., 2002; Liang et al.,
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2003). Der Verlust der ACD5-Funktion führt zur Akkumulation von Ceramiden, zur Bil-

dung von reaktiven Sauersto�spezies, zum Zelltod und zu einer beeinträchtigten Abwehr

von Pathogenen (Bi et al., 2014). Für ACD11 wurde von Simanshu et al. (2014) in vitro

eine Transportaktivität von Ceramid-1-Phosphaten über Membranen gezeigt, während

andere Sphingolipid-Klassen (LCBs, GlcCers, GIPCs) nicht oder nur in geringem Maÿe

transportiert wurden. Auÿerdem weist eine knockout-Mutante von ACD11 eine beson-

ders hohe Akkumulation von Ceramiden auf, die mit dem spontanen Zelltod korreliert,

welcher wiederum abhängig von Salicylsäure ist (Simanshu et al., 2014). Einen weiteren

Beleg für die Funktion von Ceramiden im programmierten Zelltod liefert die Mutante

erh1 der Inositolphosphorylceramid-Synthase IPCS2, die eine besonders starke Ceramid-

Akkumulation bei RPW8 -abhängigem, spontanem HR-ähnlichem Zelltod aufweist (Wang

et al., 2008).

Sphingobasen (LCBs/LCB-Ps)

Sphingobasen werden von den vier Klassen der Sphingolipide am eingehendsten auf eine

Funktion als Signalmoleküle in P�anzen untersucht. Dies liegt nicht zuletzt an einer ho-

hen Relevanz der Sphingobasen als Regulatoren von zellulären Prozessen, die aus Tieren

bekannt ist. Dort sind die Zusammenhänge der Sphingolipid-Homöostase, insbesondere

mit Sphingosin (d18:1) als vorherrschender Sphingobase und deren Metabolisierung zu

Sphingosin-1-Phosphat, mit den beteiligten Signalwegen genau untersucht (Hannun und

Obeid, 2018). Für Sphingosin sind dabei Wirkungen wie Apoptose, Stillstand des Zellzy-

klus und Zelldi�erenzierung beschrieben, während Sphingosin-1-Phosphat zum Teil hier-

zu antagonistische Wirkungen wie Zellstabilität, Entzündung, Zellmigration und Zellin-

vasion aufweist. Für diese Funktionen sind fünf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren von

Sphingosin-1-Phosphat mit der darau�olgenden Signalleitung bekannt (Siehler und Man-

ning, 2002). Das tiefgreifende Verständnis der Funktion von Sphingobasen und deren

Bedeutung in Tieren kann an der Entwicklung von Therapeutika demonstriert werden.

Als Beispiel dient hierbei der Wirksto� Fingolimod, der zur Behandlung der Autoimmun-

erkrankung Multiple Sklerose eingesetzt wird. Fingolimod, als Sphinosin-Analogon, wird

nach der Applikation in den Zellen durch Sphingosin-Kinasen phosphoryliert und bindet

als solches an den Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1 auf T-Lymphozyten. Dieser wird da-

durch unterdrückt, was den Verbleib der T-Lymphozyten in den Lymphknoten bewirkt.

So wird der Angri� der T-Lymphozyten auf die Nervenzellen des zentralen Nervensystems

im Verlauf der Multiplen Sklerose gemildert (Brinkmann et al., 2010).

In P�anzen sind ebenfalls mehrere Funktionen der Sphingobasen als Signalmoleküle be-

kannt, auch wenn durch das Fehlen von identi�zierten Rezeptoren die mögliche Signal-

weiterleitung nicht oder nur in sehr geringem Maÿe aufgeklärt ist. Genau wie bei Tieren

sind für P�anzen meist antagonistische Funktionen der nicht-phosphorylierten Sphingo-

base (LCB) und der phosphorylierten Sphingobase (LCB-P) beschrieben. Diese ergeben

sich zum Teil durch die in Abschnitt 1.2.2 erwähnten Phänotypen der Mutanten von En-
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zymen des Sphingobasen-Metabolismus (SPHK1 und LCBK2). So sind LCB-Ps für die

Abscisinsäure-abhängige Schlieÿung der Stomata und für die Antwort auf Trockenheit not-

wendig, da knockout- oder Überexpressionslinien von SPHK1 die Sensitivität von Stomata

gegenüber Abscisinsäure reduzieren beziehungsweise steigern (Worrall et al., 2008) und

die direkte Behandlung mit LCB-Ps zur Stomataschlieÿung führt (Ng et al., 2001; Cour-

sol et al., 2005). Die Schlieÿung der Stomata durch LCB-Ps in Arabidopsis scheint dabei

die einzige prototypische G-Protein-α-Untereinheit GPA1 zu erfordern, da die knockout-

Mutante des Gens, das für dieses Protein kodiert, in Bezug auf die Stomata insensitiv

gegenüber d18:1-P oder t18:0-P ist (Coursol et al., 2003, 2005). Ein Ein�uss von LCB-

Ps bei der Antwort von P�anzen auf Kälte kann sowohl durch die transiente, verstärkte

Bildung von t18:0-P bei Kältestress als auch durch eine schwächere Abnahme des Wur-

zelwachstums bei moderat niedrigen Temperaturen in Mutanten mit einem Defekt von

LCBK2 abgeleitet werden (Dutilleul et al., 2012).

Die meisten Untersuchungen zur Funktion von Sphingobasen in P�anzen existieren mit

Bezug zur Regulation des programmierten Zelltods. Hinweise hierzu stützen sich auch

auf die exogene Zugabe der Sphingobasen. So ist bekannt, dass die direkte Behandlung

mit LCBs Zelltod in Blättern und Zellkulturen (A. thaliana und N. tabacum) verursacht

(Lachaud et al., 2010; Peer et al., 2011; Shi et al., 2007), während LCB-Ps nicht nur in der

Lage scheinen diesen (Shi et al., 2007), sondern auch den durch andere Auslöser auftre-

tenden PCD zu inhibieren oder zu reduzieren. Ein inhibierender E�ekt durch Behandlung

mit LCB-Ps ist für Hitze-induzierten, Ceramid-induzierten (C2-Fettsäure-Bestandteil),

für den nach unzureichender Verdünnung von Kulturzellen auftretenden (Alden et al.,

2011) und durch P. syringae oder B. cinerea induzierten Zelltod beschrieben (Magnin-

Robert et al., 2015). Von Coursol et al. (2015) wurde dagegen ein fördernder E�ekt von

LCB-Ps beim durch den Elicitor Cryptogein induzierten PCD beobachtet mit wiederum

antagonistischem (Zelltod-hemmendem) E�ekt durch LCB-Behandlung. Ein besonders

stark hemmender E�ekt von LCBs (d18:0) wurde auÿerdem von Magnin-Robert et al.

(2015) für den durch P. syringae induzierten Zelltod festgestellt. Eine besondere Rolle

von Sphingobasen in der Regulation von programmiertem Zelltod wurde von Peer et al.

(2010) für die hypersensitive Antwort vorgeschlagen. Dort wurde festgestellt, dass die Ge-

halte von Phytosphingosin (t18:0) in Arabidopsis, im Zuge der HR, bei Erkennung von

P. syringae mit dem Avirulenzfaktor AvrRpm1 durch die P�anze langanhaltender erhöht

sind als nach Infektion mit dem Bakterium ohne Avirulenzfaktor. Der Anstieg von t18:0

resultiert dabei vermutlich aus einer de-novo-Synthese aus Dihydrosphingosin (d18:0),

der nach t18:0 zweithäu�gsten LCB in P�anzen, da sich in einer knockout-Mutante der

Sphingobasen-Hydroxylase SBH1 nur ein Anstieg der Gehalte von d18:0 nach Pseudo-

monas-Infektion feststellen lässt, diese jedoch im Wildtyp gar nicht ansteigen (Peer et

al., 2010). Dieser fehlende Anstieg von d18:0 im Wildtyp könnte bedeuten, dass t18:0 in

P�anzen die relevanteste LCB bei der Regulation der hypersensitiven Antwort darstellt.

Weitere wichtige Erkenntnisse zu einer Funktion von Sphingobasen in der Regulation
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des programmierten Zelltods in P�anzen liefern Untersuchungen mit den Inhibitoren der

Ceramid-Synthese, FumonisinB1 und AAL-Toxin. Der durch diese Toxine in P�anzen aus-

gelöste Zelltod ähnelt dem der hypersensitiven Antwort (Asai et al., 2000). So wurde die

Hemmung der verschiedenen Ceramid-Synthasen von Arabidopsis durch FB1 bereits in

Abschnitt 1.2.2 erwähnt. Dass der Zelltod durch FB1 oder AAL-Toxin direkt mit den Ge-

halten von Sphingobasen zusammenhängt, die durch de-novo-Biosynthese ansteigen, lässt

sich darüber hinaus an einer erhöhten Resistenz von knockout/knockdown-Mutanten der

Untereinheiten der Serin-Palmitoyl-Transferase erkennen (Kimberlin et al., 2013; Saucedo-

García et al., 2011b; Shi et al., 2007). Auÿerdem verringert eine Hemmung der Akti-

vität dieses Enzyms durch Myriocin den Zelltodphänotyp durch AAL-Toxin (Spassieva

et al., 2002). Darüber hinaus sind mehrere Mutanten von Enzymen des Sphingobasen-

Metabolismus mit veränderter Sensitivität gegenüber FB1 beschrieben, wie beispielsweise

Mutanten der LCB-P-Lyase DPL1, die eine starke Suszeptibilität aufweisen (Tsegaye et

al., 2007). Es kann so darauf geschlossen werden, dass Veränderungen des Sphingobasen-

Metabolismus essentiell für eine regulatorische Rolle des programmierten Zelltods sind.

Durch Studien mit FumonisinB1 sind mehrere mögliche Komponenten der Signalleitung

bekannt, die mit einem durch Sphingobasen ausgelösten Zelltod in Verbindung stehen

könnten. Der E�ekt von FB1 ist dabei nicht nur von Jasmonat, Salicylsäure und Ethylen

abhängig (Asai et al., 2000), sondern erfordert die Aktivierung von MAPK-Kaskaden.

Dieser Signalweg, der eine Phosphorylierung von MPK6 einschlieÿt, kann mittels PTI,

die durch �g22 ausgelöst wird, unterdrückt werden (Igarashi et al., 2013). Der durch FB1

ausgelöste PCD wird auÿerdem über die Cystein-Proteasen αβγδVPE und den Serin-

Protease-Inhibitor KTI1 (Kunitz-Trypsin-Inhibitor) reguliert, da entsprechende Mutan-

ten von Arabidopsis eine veränderte Sensitivität gegenüber dem Mykotoxin aufweisen

(Kuroyanagi et al., 2005; Li et al., 2008). Auÿerdem interagieren in Arabidopsis die

Orosomucoid-ähnlichen Proteine ORM1 und ORM2 direkt mit den Untereinheiten der

SPT und unterdrücken deren Aktivität. Da Mutanten von ORM1 und ORM2 auch ver-

änderte FB1-Sensitivität zeigen, spielen diese Proteine ebenfalls eine wichtige Rolle bei

der Regulation der Sphingolipid-Homöostase und des programmierten Zelltods (Kimber-

lin et al., 2016).

Neben den Hinweisen zur Signalleitung des Sphingobasen-vermittelten Zelltods, die sich

aus Untersuchungen mit FB1 ergeben, sind auch direkte Folgen eines Anstiegs von LCBs

bekannt. So kommt es nach externer Zugabe von LCBs zu einem raschen Anstieg der Kon-

zentration von Calcium-Ionen im Zytosol und etwas später auch im Nukleus. In Tabak-

Zellkulturen kann der durch d18:0 ausgelöste Zelltod mittels selektiver Inhibitoren des

Calcium-Einstroms verhindert werden, woraus wiederum geschlossen werden kann, dass

besonders der Anstieg von Calcium im Nukleus notwendig für den PCD ist (Lachaud et

al., 2010). Darüber hinaus wurde von Lachaud et al. (2013) in Arabidopsis-Zellkulturen

gezeigt, dass LCBs (t18:0) die Calcium-abhängige Proteinkinase CPK3 aktivieren, die

wiederum ihre Bindepartner, 14-3-3-Proteine, phosphoryliert und somit PCD auslöst. Ne-
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ben dem Einstrom von Calcium induziert der LCB-vermittelte Zelltod auch einen Anstieg

von reaktiven Sauersto�spezies und Sticksto�monoxid (Da Silva et al., 2011; Lachaud et

al., 2011; Peer et al., 2011; Saucedo-García et al., 2011a; Shi et al., 2007). Im Gegensatz zu

Calcium �nden diese Anstiege aber später statt und sind nicht notwendig für den Zelltod

(Da Silva et al., 2011; Lachaud et al., 2011; Peer et al., 2011). So kann zum Beispiel eine

verstärkte Expression von Abwehrgenen nach LCB-Behandlung durch Inhibierung sowohl

des Calcium- als auch des reaktiven Sauersto�spezies-Anstiegs (Wassersto�peroxid) ver-

hindert werden. Aber nur die Inhibierung des Einstroms von Calcium-Ionen vermeidet

auch das Auftreten des Zelltods, was die Bildung von Wassersto�peroxid durch LCBs

eher mit basalen Abwehrmechanismen als mit PCD in Verbindung bringt (Lachaud et

al., 2011). Von Dutilleul et al. (2012) und Saucedo-García et al. (2011b) wurde auch die

Mitogen-aktivierte Proteinkinase MPK6 als wichtige Signalkomponente der Funktion von

Sphingobasen identi�ziert. Eine Aktivierung des Proteins MPK6 in vitro wurde dabei

entweder durch LCB-Ps (Dutilleul et al., 2012) oder LCBs beschrieben und für Mutan-

ten mit einem Defekt des Enzyms wurde ein verminderter LCB- und FB1-induzierter

Zelltod nachgewiesen (Saucedo-García et al., 2011b). Diese zusammengefassten Erkennt-

nisse in Verbindung mit den bereits genannten Phänotypen der Mutanten von Enzymen

des Sphingobasen-Metabolismus (Abschnitt 1.2.2) beschreiben die vermutete, wichtige

regulatorische Funktion von LCBs/LCB-Ps beim programmierten Zelltod und bei der

hypersensitiven Antwort nach Pathogeninfektion.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Unter den verschiedenen Sphingolipid-Klassen werden insbesondere die freien Sphingoba-

sen mit einer Funktion als Signalmoleküle in Verbindung gebracht. Der Fokus liegt dabei

auf einer regulatorischen Funktion beim programmierten Zelltod in P�anzen. Hierfür gibt

es verschiedene Hinweise (vergleiche Abschnitt 1.2.3): (I) Mutationen von A. thaliana,

die Enzyme des Sphingobasen-Metabolismus betre�en, weisen zum Teil veränderte Zell-

todreaktionen bei unterschiedlichen Auslösern, wie beispielsweise Pathogeninfektion oder

Behandlung mit FumonisinB1, auf (Berkey et al., 2012; Bruggeman et al., 2015). (II) Die

hypersensitive Antwort, welche durch Erkennung von Avirulenzfaktoren aus P. syringae

durch die P�anze ausgelöst wird, korreliert mit erhöhten Gehalten von LCBs (t18:0) in

Arabidopsis-Blättern (Peer et al., 2010). (III) Nekrotrophe Pathogene produzieren To-

xine, wie FumonisinB1 aus Pilzen der Gattung Fusarium, die mit dem Sphingolipid-

Metabolismus interferieren, was wiederum die Ursache für den dadurch ausgelösten PCD

darstellt (Abbas et al., 1994; Pruett et al., 2008). (IV) Die Behandlung von Blättern und

Zellkulturen mit LCBs, nicht aber mit LCB-Ps, führt zu Zelltod (Lachaud et al., 2010;

Saucedo-García et al., 2011b; Shi et al., 2007).

Obwohl verschiedene Elemente einer Signaltransduktion des Sphingobasen-vermittelten

Zelltods in P�anzen existieren und beschrieben wurden, ist wenig über den genauen Me-
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chanismus und die Notwendigkeit der damit einhergehenden zellulären Veränderungen

bekannt. Besonders die Rolle von phosphorylierten Sphingobasen (LCB-Ps) bei einer Re-

gulation von PCD in P�anzen erscheint unklar. Hinweise auf einen antagonistischen E�ekt

von LCBs und LCB-Ps stammen zum einen aus Studien im tierischen System, in dem die

Signalleitung dank der bekannten Rezeptoren für Sphingosin-1-Phosphat ausführlich un-

tersucht ist. Zum anderen deuten in P�anzen Experimente mit Behandlung von LCB-Ps

auf einen Zelltod-hemmenden E�ekt bei verschiedenen Auslösern, wie LCBs, Hitze, Pa-

thogene oder FB1, hin (Alden et al., 2011; Magnin-Robert et al., 2015; Shi et al., 2007).

Somit stellt ein Antagonismus von LCBs und LCB-Ps bei Zelltodprozessen eine der wich-

tigsten Hypothesen im Bereich der Sphingobasen-Forschung in P�anzen dar.

Trotz der Hinweise zur Stützung dieser Hypothese wurden bei den meisten bisher durchge-

führten Studien in P�anzen die genauen Gehalte von phosphorylierten Sphingobasen, bei

den genannten Auslösern von PCD, nicht immer detailliert bestimmt. Dies liegt sowohl

an einer äuÿerst geringen Konzentration von LCB-Ps im Vergleich zu anderen Sphingo-

lipiden als auch an der anspruchsvollen Quanti�zierung dieser Spezies mit analytischen

Methoden, obwohl verbesserte Massenspektrometriemethoden es inzwischen erlauben die

genauen Gehalte von LCBs und LCB-Ps umfassend zu untersuchen (Markham et al.,

2006; Markham und Jaworski, 2007).

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die kritische Überprüfung der Hypothese des anta-

gonistischen E�ekts von LCBs und LCB-Ps in Bezug auf den Zelltod in P�anzen. Dazu

wurde auf eine zuvor etablierte analytische Methodik der HPLC-MS/MS zurückgegri�en

(Peer, 2010), um die Gehalte von LCBs und LCB-Ps im Blattgewebe von Arabidopsis tha-

liana nach Behandlung zu bestimmen. Durch Messungen der Leitfähigkeit bei in Lösung

schwimmenden Blattscheiben und Verknüpfung mit den dabei induzierten Gehalten von

Sphingobasen sollte auf detaillierte Art und Weise die zeitliche Entwicklung des Zelltods

charakterisiert werden. So wurde der Ein�uss bei exogener Applikation von LCBs/LCB-Ps

auf den durch LCB-Zugabe, Bakterieninfektion oder durch Erkennung des Avirulenzfak-

tors AvrRpm1 aus P. syringae ausgelösten Zelltod bestimmt. Auch ein direkter E�ekt

von Sphingobasen auf Bakterien wurde untersucht. Durch Einsatz und Erzeugung von

transgenen Arabidopsis-Linien mit Mutationen in Genen, die Enzyme des Sphingobasen-

Metabolismus kodieren, wurde versucht, die Gehalte von LCBs und LCB-Ps in vivo zu

verändern und diese mit unterschiedlichen Phänotypen gegenüber FumonisinB1 zu ver-

binden. Dies sollte nicht nur die Bewertung der Hypothese des antagonistischen E�ekts

von LCB-Ps auf die Zelltodinduktion ermöglichen, sondern auÿerdem wichtige Erkennt-

nisse zu den Gehalten der LCBs und zur Sphingobasen-Homöostase sowie deren Ein�uss

auf die Regulation von Zelltod in P�anzen liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Wasser

Wenn nicht anders angegeben, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von

den Firmen Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und AppliChem (AppliChem

GmbH, Darmstadt, Deutschland) bezogen. Enzyme stammten von Thermo Fisher (Ther-

mo Fisher Scienti�c Inc., Waltham, MA, USA) oder Promega (Promega Corporation,

Madison, WI, USA). Pu�er und Lösungen wurden mit Reinstwasser aus einer Reinstwas-

seranlage, bestehend aus einem RiOs� Essential 5 und einem Milli-Q® Gradient Was-

serreinigungssystem (Merck KGaA) erstellt. Für molekularbiologische Methoden wurde

Wasser von der Firma AppliChem GmbH genutzt. Im Falle von Arbeiten mit RNA wurde

DEPC-behandeltes H2O verwendet. Dazu wurde Reinstwasser bis zu einer Konzentrati-

on von 0,1% (v/v) mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt und über Nacht gelagert.

Anschlieÿend wurde das Wasser vor Gebrauch zur Inaktivierung des DEPC autoklaviert.

2.1.2 Medien

Medien wurden mit Reinstwasser angesetzt und anschlieÿend für 20min bei 121� in

einem Tuttnauer 5075 ELV Autoklav (Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande) auto-

klaviert. Für Festmedien wurde zuvor die entsprechende Menge Agar zugegeben (Tabelle

1). Zur Selektion wurden den autoklavierten Medien nach Abkühlen auf etwa 50�, je

nach Resistenz, Antibiotika beigefügt (Tabelle 2). Diese wurden vorab in der tausendfa-

chen Endkonzentration in Reinstwasser (DMSO für Rifampicin) gelöst und steril�ltriert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Medien

Komponente Konzentration

Murashige und Skoog (MS) Medium (0,5fach)

Murashige & Skoog Medium Mod. Nr. 1B1 2,29 g/l

Phyto Agar1 (für Festmedium) 8 g/l

pH5,7 (mit KOH)

King's B (KB) Medium

Bacto� Proteose Pepton Nr. 32 20 g/l

Glycerin 10ml/l

K2HPO4 1,5 g/l

MgSO4 1,5 g/l

Agar (für Festmedium) 15 g/l

pH7,2
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Komponente Konzentration

Lysogeny broth (LB) Medium

Trypton 10 g/l

Hefeextrakt 5 g/l

NaCl 10 g/l

Agar (für Festmedium) 15 g/l

pH7,0 (mit NaOH)

Super optimal broth (SOC) Medium

Trypton 20 g/l

Hefeextrakt 5 g/l

NaCl 0,58 g/l

KCl 0,19 g/l

MgCl2 2,03 g/l

MgSO4 2,46 g/l

Glucose 3,6 g/l

pH 7,0 (mit NaOH)

Yeast extract broth (YEB) Medium

Pepton 5 g/l

Hefeextrakt 1 g/l

Fleischextrakt 5 g/l

MgSO4 0,49 g/l

Saccharose 5 g/l

Agar (für Festmedium) 15 g/l

pH7,2

1(Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande)

2(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

Tabelle 2: Antibiotika. Aufgeführt sind die den Medien zugegebenen Antibiotika zur Selektion der
verschiedenen Bakterienstämme und A. thaliana-Transformanten.

Antibiotikum Endkonzentration für Selektion von:
A. thaliana A. tumefaciens E. coli P. syringae

Ampicillin 100µg/ml
Gentamicin 15µg/ml
HygromycinB 40µg/ml
Kanamycin 50µg/ml
Rifampicin 50µg/ml 50µg/ml
Spectinomycin 100µg/ml 100µg/ml
Tetracyclin 5µg/ml
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2.1.3 Organismen

In dieser Arbeit wurde der Ökotyp von Arabidopsis thaliana Columbia 0 (Col-0) ver-

wendet. Alle untersuchten Mutantenlinien basierten auf diesem Hintergrund und wur-

den vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC; http://arabidopsis.info; Tabelle

3) bezogen. Daneben wurde im Laufe dieser Arbeit eine β-Estradiol-induzierbare DPL1

Überexpressionslinie XVE-HA-DPL1 erstellt. Auÿerdem wurde die Linie Dex:AvrRpm1-

HA zur Dexamethason-induzierbaren Expression des bakteriellen Typ-III-E�ektorproteins

AvrRpm1 aus Geng und Mackey (2011) genutzt.

Tabelle 3: Bezogene Mutanten von Arabidopsis thaliana. Angegeben sind die von der jeweiligen
Referenz vergebenen Namen der T-DNA-Insertionsmutanten zusammen mit einer Bezeich-
nung der betro�enen Genloci nach der Arabidopsis Genome Initiative (2000) und einer ur-
sprünglichen Bezeichnung der T-DNA-Insertion (Alonso et al., 2003; McElver et al., 2001;
Kleinboelting et al., 2012).

Name Genlocus (AGI) T-DNA-Insertion Referenz

dpl1-1 At1g27980 SALK_020151 Tsegaye et al., 2007
dpl1-2 At1g27980 SALK_093662 Tsegaye et al., 2007
SPHK1 -KD At4g21540 SAIL_794_B01 Worrall et al., 2008
SPHK1 -OE At4g21540 GK-288D07 Worrall et al., 2008
spp1-1 At3g58490 SALK_035202 Nakagawa et al., 2012
spp1-2 At3g58490 SALK_027084 Nakagawa et al., 2012
SPP1 -OE At3g58490 GK-126D07 diese Arbeit

Die für Experimente oder Klonierungen und Transformation von P�anzen kultivierten

Bakterienstämme sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Bakterienstämme. Aufgeführt sind die verwendeten Bakterienstämme mit der jeweiligen
Resistenz gegenüber den genannten Antibiotika sowie der Bezugsquelle.

Stamm Resistenz Quelle

Agrobacterium tumefaciens
GV3101 (pMP90RK)

Gentamicin, Kanamy-
cin, Rifampicin

Koncz et al., 1994

Escherichia coli DH5α � Thermo Fisher
Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000

Rifampicin Mishina und Zeier, 2007

Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 (AvrRpm1 )

Rifampicin, Tetracyclin Mishina und Zeier, 2007

2.1.4 Primer

Primer für Standard-PCRs wurden von Thermo Fisher (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) mit

dem Reinheitsgrad �entsalzt� synthetisiert, während qPCR-Primer bei der Firma TIBMol-

biol (TIB Molbiol Syntheselabor GmbH, Berlin, Deutschland) bestellt wurden. Primerse-

quenzen für die Überprüfung von T-DNA-Mutanten wurden mit der Online-Software SI-

GnAL T-DNA Express (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, La Jolla, CA, USA;
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http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) erhalten. Für qPCRs (Abschnitt 2.4.6) wur-

den Primer mit Hilfe der Online-Software NCBI Primer designing tool (National Center for

Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA; https://ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast) entworfen. Eine vollständige Au�istung der verwendeten Primer mit Sequenzanga-

ben �ndet sich im Anhang (Tabellen A1 und A2).

2.1.5 Plasmide

Die zur Erzeugung der in Abschnitt 2.1.3 genannten β-Estradiol-induzierbaren Linie XVE-

HA-DPL1 genutzten Plasmide und die zu diesem Zweck erstellten Klonierungsvektoren

sind in Tabelle 5 angegeben.

Tabelle 5: Plasmide. Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten oder klonierten Plasmide mit
der vermittelten Antibiotikaresistenz im Bakterium oder der P�anze sowie die Bezugsquelle.

Name Resistenz Resistenz Quelle
(Bakterium) (P�anze)

Klonierungsvektoren

pGEM®-T Easy Ampicillin � Promega
pGEMdpl1GW Ampicillin � diese Arbeit

Gateway®-Vektoren

pDONR�201 Kanamycin,
Chloramphenicol

� Thermo Fisher

pENTRdpl1 Kanamycin � diese Arbeit
pMDC7ha Spectinomycin,

Chloramphenicol
HygromycinB Curtis und

Grossniklaus, 2003
pMDC7ha-dpl1 Spectinomycin HygromycinB diese Arbeit

2.1.6 Sphingolipide

Sphingolipide und FumonisinB1 wurden von den Firmen Avanti (Avanti Polar Lipids Inc.,

Alabaster, AL, USA) oder Cayman (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) bezogen.

Stammlösungen wurden mit einer Konzentration von 1mg/ml in Methanol mit 0,5%

(v/v) Diethylamin angesetzt und bei −20� gelagert. Für Behandlungslösungen wur-

den Teile der Stammlösungen unter Vakuum getrocknet, in Methanol oder DMSO (für

Koin�ltration mit P. syringae, Abschnitt 2.2.4) durch Ultraschall wieder gelöst und auf

die gewünschte Konzentration mit Reinstwasser, 10mM MgCl2 (für Koin�ltration mit P.

syringae, Abschnitt 2.2.4), 100mM Tris-HCl (pH7,2) oder KB-Medium (für Wachstums-

assays von P. syringae, Abschnitt 2.3.2) verdünnt. In keinem Fall wurden Behandlungslö-

sungen mit mehr als 2% (v/v) Methanol (beziehungsweise DMSO) für Sphingobasen und

1% (v/v) Methanol für FB1 angesetzt. Der pH-Wert der Behandlungslösungen wurde vor

der Verwendung mit einem Seven2Go� S2-Standard pH/mV-Meter mit InLab® Expert

Pro-ISM Elektrode (Mettler-Toledo International Inc., Columbus, OH, USA) gemessen.
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Tabelle 6: Sphingolipide und FB1. Aufgeführt sind die in dieser Arbeit genutzten Sphingolipide und
FB1, mit der geläu�gen Abkürzung (Bezeichnung) des Namens, dem Molekulargewicht (MW,
molecular weight) und der jeweiligen CAS-Nummer (Chemical Abstracts Service, Columbus,
OH, USA).

Substanz Bezeichnung MW CAS-Nummer

C17-D-erythro-Sphingosin d17:1 285,47 6918-48-5
D-erythro-Sphingosin d18:1 299,49 123-78-4
D-erythro-Sphinganin d18:0 301,51 764-22-7
D-ribo-Phytosphingosin t18:0 317,51 554-62-1
C20-D-erythro-Sphingosin d20:1 327,55 6918-49-6
C17-D-erythro-Sphingosin-1-Phosphat d17:1-P 365,45 474923-27-8
D-erythro-Sphingosin-1-Phosphat d18:1-P 379,47 26993-30-6
D-erythro-Sphinganin-1-Phosphat d18:0-P 381,49 19794-97-9
D-ribo-Phytosphingosin-1-Phosphat t18:0-P 397,49 383908-62-1
N-Decanoyl-D-erythro-Sphingosin d18:1-c10:0 453,74 111122-57-7
FumonisinB1 aus Fusarium moniliforme FB1 721,83 116355-83-0

2.2 Methoden für die Arbeit mit Arabidopsis thaliana

2.2.1 P�anzenanzucht

Erdanzucht

Für die überwiegende Anzahl der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurde

Blattmaterial von sechs Wochen alten, in Erde angezogenen, A. thaliana-P�anzen verwen-

det. Vor der Aussaat wurden die Samen üblicherweise in einem Exsikkator mit Chlorgas

ober�ächensterilisiert. Dazu wurde ein Becherglas mit 100ml einer stabilisierten 2,8%igen

Natriumhypochlorit-Lösung direkt vor dem Verschluss des Exsikkators mit 5ml 37%iger

Salzsäure versetzt. Nach etwa zweistündiger Inkubation der Samen im Exsikkator wurden

diese auf Erdsubstrat (Einheits Erde® Spezial, Einheitserde Werkverband e. V., Sinntal,

Deutschland) ausgebracht und für zwei Tage bei 4� strati�ziert.

Die Anzucht der P�anzen erfolgte unter Kurztagbedingungen in Wachstumsschränken

BINDER KBWF 720 (BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland) bei einem Tag/Nacht-

Rhythmus mit 9 h Licht (100�150µmols−1m−2) bei 22� und 15 h Dunkelheit bei 20� und

einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70%. Nach etwa zwei Wochen wurden die einzelnen

P�anzen in separate Töpfe transferiert.

Die Induktion der Blütenbildung zur Ernte von Samen erfolgte unter Langtagbedingungen

(16 h Licht; 8 h Dunkelheit). Die Samen wurden nach Reifung der Schoten in Papiertüten

aufgefangen, von anderen P�anzenteilen getrennt und in Reaktionsgefäÿen bei 4� im

Dunkeln gelagert.

Anzucht unter sterilen Bedingungen

Neben der Anzucht auf Erde wurden P�anzen zur Selektion von Transformanten (Ab-

schnitt 2.2.3) oder für FumonisinB1-Experimente auf 0,5fachem MS-Agar (Abschnitt
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2.1.2, Tabelle 1) angezogen. Bei Bedarf wurde demMedium dafür nach dem Autoklavieren,

aber vor dem Verfestigen die entsprechende Menge FB1-, β-Estradiol- oder HygromycinB-

Stammlösung beigemischt. Die Samen wurden vor der Aussaat durch Flüssigbehandlung

ober�ächensterilisiert. Hierfür wurden sie für 30 s mit 70%igem Ethanol versetzt, zwei-

mal mit sterilem Wasser gewaschen und für 5min in 5%iger Natriumhypochlorit-Lösung

(1% [v/v] Polysorbat 20) inkubiert. Nachfolgend wurde erneut viermal mit sterilem H2O

gewaschen und die Samen nach Aufnahme in 0,1%iger (w/v) Agarose-Lösung auf den

Agarplatten vereinzelt. Nach zweitägiger Kältestrati�kation bei 4� wurden die P�anzen,

wie für das Wachstum auf Erdsubstrat beschrieben, angezogen.

2.2.2 Kreuzung von A. thaliana

Zur Kreuzung wurden etwa vier Wochen alte P�anzen unter Langtagbedingungen kul-

tiviert. Nach der Blütenbildung wurden bei der P�anze, die als Empfänger des Pollens

dienen sollte, bereits vorhandene Schoten, geö�nete Blüten oder zu junge Knospen ab-

getrennt. Mit Hilfe einer spitzen Pinzette wurden bei einigen der noch vorhandenen ge-

schlossenen Knospen Kelch-, Kron- und Staubblätter entfernt, um den Fruchtknoten frei-

zulegen. Auf die Narbe des Fruchtknotens wurden dann Pollen von den Staubblättern

einer geö�neten Blüte der anderen zu kreuzenden P�anze abgestreift. Die so behandelten

Fruchtknoten wurden an ihren Blütenstielen mit einem Band markiert und die P�anzen

bis zur Samenreife weiter unter Langtagbedingungen kultiviert. Dabei wurden neue Trie-

be der P�anze zurückgeschnitten. Nach etwa zwei Wochen wurden die gereiften Samen

aus den markierten Schoten geerntet.

2.2.3 Transformation von A. thaliana

Die durch Agrobakterium vermittelte stabile Transformation von A. thaliana wurde nach

der �Floral dip� Methode (Clough und Bent, 1998) durchgeführt. Hierfür wurde eine

Hauptkultur (Abschnitt 2.3.1) von A. tumefaciens (300ml) bei Raumtemperatur zen-

trifugiert (15min; 5000×g) und die Zellen mit 5%iger (w/v) Saccharose-Lösung auf eine

OD600 von 0,8 resuspendiert. Die Lösung wurde mit 0,2ml/l Silwet® L-77 versetzt und

Sprosse von zu transformierenden P�anzen (Ökotyp Col-0) bis zur Rosette für etwa 30 s in

die Lösung getaucht. Bei den P�anzen wurden zuvor bereits vorhandene Schoten und ge-

ö�nete Blüten entfernt. Anschlieÿend wurden die P�anzen für zwei Tage mit einer Haube

bedeckt und weiter unter Langtagbedingungen zur Samenreife gelagert.

2.2.4 Zelltodmessungen in Blattscheiben

Der nach Behandlung mit Sphingobasen, FumonisinB1 oder Pseudomonas syringae aus-

gelöste Zelltod in A. thaliana wurde mit in Lösung schwimmenden Blattscheiben durch

Messung der Leitfähigkeit bestimmt. Pro Blatt wurden je vier Blattscheiben mit einem
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Durchmesser von 5mm links und rechts der Mittelrippe mittels Biopsiestanzer (Mediwa-

re, Servoprax GmbH, Wesel, Deutschland) gestochen. Hierfür wurden Blätter der gleichen

Gröÿe von sechs Wochen alten P�anzen genommen.

Im Falle der Behandlung mit Sphingobasen oder FumonisinB1 wurden die Blattscheiben

zunächst über Nacht in Reinstwasser gelagert. Anschlieÿend wurden je fünf Blattscheiben

pro Probe für eine Stunde in 300µl Reinstwasser äquilibriert, bevor das Wasser durch Be-

handlungslösung (Abschnitt 2.1.6) ersetzt wurde und die Leitfähigkeitsmessung startete.

Im Gegensatz dazu erfolgte die Behandlung mit Pseudomonas syringae direkt durch In-

�ltration der Blätter von der Blattunterseite mit Bakteriensuspension (Abschnitt 2.3.1).

Die Blattscheiben wurden gestochen und für 30min in Reinstwasser gewaschen, bevor je

fünf Blattscheiben pro Probe in 600µl Reinstwasser transferiert und die Leitfähigkeits-

messung begonnen wurde.

Die Leitfähigkeit der Lösungen wurde mit einem LAQUAtwin EC-11 (HORIBA Ltd.,

Kyoto, Japan) Leitfähigkeitsmessgerät gemessen. Die Proben wurden zwischen den Mes-

sungen im Dunkeln gelagert. Nach der letzten Messung wurden die Blattscheiben in der

Lösung in fest verschlossenen Reaktionsgefäÿen für eine Stunde bei 100� erhitzt und die

100% Zelltod-repräsentierende Leitfähigkeit nach Abkühlung der Proben auf Raumtem-

peratur bestimmt.

Für die Induktion der Genexpression in Blattscheiben der Linien Dex:AvrRpm1-HA und

XVE-HA-DPL1 durch Dexamethason beziehungsweise β-Estradiol und die anschlieÿende

Messung der Leitfähigkeit, erfolgte die Behandlung wie für Sphingobasen und FB1 be-

schrieben. Behandlungslösungen wurden, ausgehend von Methanol-Lösungen von Dexa-

methason und β-Estradiol mit Reinstwasser, gegebenenfalls zusammen mit Sphingobasen

oder FB1, auf die benötigte Konzentration und auf maximal 2% (v/v) Methanol verdünnt.

2.2.5 Trypanblau-Färbung von Blättern

Mit Sphingobasen in�ltrierte Blätter wurden mit Trypanblau zur Sichtbarmachung des

Zelltods gefärbt. 48 h nach der In�ltration wurden behandelte Blätter von der P�anze

abgetrennt, in 200µg/ml Trypanblau-Lösung (Glycerin:H2O:Milchsäure:Phenol:Ethanol

[1:2:1:1:8 v/v/v/w/v]) für eine Minute gekocht und über Nacht in der Färbelösung bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Entfärbung der Blätter wurde durch mehrmaliges Wa-

schen mit 1 g/ml Chloralhydrat-Lösung und Lagerung in H2O erreicht.

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Bakterienkultur

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Medien mit Antibiotika (Abschnitt 2.1.2) zur

Kultivierung der verschiedenen Bakterienstämme (Abschnitt 2.1.3, Tabelle 4) verwendet.

E. coli wurde in LB-Medium bei 37� , A. tumefaciens in YEB- und P. syringae in KB-
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Medium bei 28� in einem Inkubator Multitron (Infors HT AG, Bottmingen, Schweiz)

kultiviert. Die Bakterien wurden als Erhaltungen durch Glycerinkulturen im entspre-

chenden Medium (20% [v/v] Glycerin) bei −80� gelagert. Aus Erhaltungen wurden die

Bakterien auf Agarplatten ausgestrichen und für einen Tag (E. coli) beziehungsweise zwei

Tage (A. tumefaciens und P. syringae) inkubiert. Für E. coli und A. tumefaciens wur-

den danach üblicherweise Flüssigvorkulturen aus Einzelkolonien angeimpft, die wiederum

für den gleichen Zeitraum angezogen wurden. Hauptkulturen für Plasmid-Präparationen

(Abschnitt 2.4.9) oder die Transformation von A. thaliana (Abschnitt 2.2.3) wurden mit

einem hundertstel Volumen aus den gewachsenen Vorkulturen inokuliert und über Nacht

kultiviert. Das Wachstum der Kulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei

600 nm (OD600) mit einem UV-1600PC Spektralphotometer (VWR International LLC,

Radnor, PA, USA) bestimmt.

P. syringae wurde für die Infektion von P�anzen (Abschnitt 2.2.4) auf KB-Agarplatten

ausgestrichen und nach zweitägigem Wachstum bei 28� mit Hilfe eines Spatels von den

Platten gelöst. Eine Suspension der Zellen in 10mM MgCl2 wurde nach zweimaligem

Waschen durch Zentrifugieren (15min; 5000×g), Resuspendieren und Verdünnen für die

In�ltration von Blättern verwendet (Abschnitt 2.2.4).

2.3.2 Wachstumsassays

Ein Ein�uss von Sphingobasen auf Bakterien wurde auf zwei verschiedene Weisen un-

tersucht. Zum einen wurden 200µl mit Sphingobasen versetztes KB-Medium (2% [v/v]

DMSO) in Mikrotiterplatten mit P. syringae auf eine OD600 von 0,01 angeimpft. Während

des Wachstums bei 28� unter Schütteln (20Hz; Amplitude 1mm) in einem Multiskan

FC� Photometer (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) wurde dabei stündlich die optische Dich-

te bei 595 nm gemessen.

Zum anderen wurde P. syringae-Suspension (10mM MgCl2; OD600 0,1) mit Sphingobasen

(Endkonzentration 2% [v/v] DMSO) für 15min inkubiert und anschlieÿend jeweils 10µl

einer Verdünnungsreihe auf KB-Agarplatten ausplattiert. Nach zweitägigem Wachstum

bei 28� wurden die gewachsenen Kolonien gezählt.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Extraktion aus P�anzengewebe

Die Extraktion von RNA erfolgte mit peqGOLD TriFast� (VWR International LLC)

nach dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll. Etwa 100mg Blattmaterial wurden

in �üssigem Sticksto� gefroren und in 2ml Reaktionsgefäÿen mit jeweils einer Zirkonoxid-

Mahlkugel (Durchmesser 3mm) in einer Schwingmühle MM400 (Retsch GmbH, Haan,

Deutschland) für 30 s bei 24Hz zerkleinert. Das zerkleinerte Blattmaterial wurde mit 1ml

peqGOLD TriFast� versetzt und für 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wur-
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den 200µl Chloroform zugegeben, die Proben für 15 s geschüttelt und wiederum für 10min

stehen gelassen. Anschlieÿend wurden die Phasen durch Zentrifugieren (5min; 12.000×g)
getrennt, die wässrige Phase abgenommen und die darin be�ndliche RNA durch Zusatz

des gleichen Volumens Isopropanol gefällt (10min Inkubation; 4�). Die Proben wurden

zentrifugiert (10min; 12.000×g ; 4�) und das Pellet nach Abnahme des Überstandes

zweimal mit 1ml 75%igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation 10min; 12.000×g ; 4�).

Nachfolgend wurde die Flüssigkeit vollständig entfernt und das Pellet für 15min an der

Luft getrocknet, bevor die RNA in DEPC-behandeltem Wasser gelöst wurde.

Eventuelle Kontaminationen mit genomischer DNA wurden durch einen DNase I-Verdau

der Proben beseitigt. Dazu wurde zunächst die Konzentration der Nukleinsäuren mittels

NanoDrop® ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) be-

stimmt. Der DNase I-Verdau (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) mit etwa 1,5µg RNA wurde

gemäÿ den Herstellerangaben durchgeführt. Schlieÿlich wurde die RNA nach Zugabe von

10% (v/v) Ammoniumacetat-Lösung (5M) und 20µg Glykogen (Thermo Fisher Scienti�c

Inc.) erneut, wie zuvor beschrieben, mit Isopropanol gefällt, zweimal mit 75%igem Etha-

nol gewaschen, getrocknet und in 10µl DEPC-behandeltem Wasser gelöst. Die Proben

wurden bei −20� gelagert.

2.4.2 cDNA-Synthese

Die reverse Transkription von mRNA aus der extrahierten Gesamt-RNA wurde mit Hilfe

der M-MLV Reverse Transkriptase, RNase H Minus (Promega Corporation) nach An-

gaben des Herstellers durchgeführt. Dabei wurden 1µg RNA und Oligo(dT)27-Primer

eingesetzt und die Reaktionen nach erfolgter cDNA-Synthese für die qPCR (Abschnitt

2.4.6) verdünnt.

2.4.3 DNA-Extraktion aus P�anzengewebe

Für die Extraktion von genomischer DNA wurden Blattstücke in 1,5ml Reaktionsge-

fäÿen mittels eines Pistills zerrieben. Anschlieÿend wurden 400µl Cetyltrimethylammon-

iumbromid-Extraktionspu�er (220mM Tris-HCl; 22mM EDTA; 800mM NaCl; 140mM

Manitol; 1% [w/v] N-Lauroylsarcosin; 0,8% [w/v] CTAB; 1,4ml/l β-Mercaptoethanol;

pH 7,8) und 400µl Chloroform hinzugegeben und die Proben für 1 h bei 65� im Wasser-

bad inkubiert. Die Phasen wurden durch Zentrifugieren für 10min bei 7.500×g getrennt

und die obere Phase mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt. Das nach Zentrifuga-

tion (10min; 12.000×g ; 4�) entstandene Pellet wurde wiederum zweimal mit 75%igem

Ethanol gewaschen, getrocknet, in 50µl Wasser aufgenommen und bei −20� aufbewahrt.

2.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Polymerase-Kettenreaktionen wurden typischerweise nach einem von zwei Protokollen

angesetzt. Zur Ampli�kation von DNA-Fragmenten für die Genotypisierung der T-DNA-
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Insertionsmutanten (Abschnitt 2.1.3, Tabelle 3) wurden analytische PCRs mit den Pri-

mern aus Tabelle A1 (Anhang) pipettiert, während zur Ampli�kation von DNA-Fragmenten

für Klonierungen (Abschnitt 2.4.7) präparative PCRs mit Primern aus Tabelle A2 (An-

hang) durchgeführt wurden. Die Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsansätze lässt

sich den Tabellen 7 und 8 entnehmen.

Tabelle 7: Analytischer PCR-Ansatz (25 µl) für Genotypisierungen

Komponente Volumen

template (gDNA 25 ng/µl) 1µl
10× DreamTaq� Pu�er 2,5µl
dNTP Mix (je 2,5mM) 2µl
LP/LB-Primer (20µM) 1,25µl
RP-Primer (20µM) 1,25µl
DreamTaq� DNA-Polymerase1 (5U/µl) 0,25µl
H2O 16,75µl
1(Thermo Fisher Scienti�c Inc.)

Tabelle 8: Präparativer PCR-Ansatz (50 µl) für Klonierungen

Komponente Volumen

template (cDNA 5ng/µl) 2µl
5× Phusion� HF Pu�er 10µl
dNTP Mix (je 2,5mM) 4µl
Forward -Primer (20µM) 1,25µl
Reverse-Primer (20µM) 1,25µl
Phusion� HF DNA-Polymerase1 (2U/µl) 0,5µl
H2O 31µl
1(Thermo Fisher Scienti�c Inc.)

Für die PCRs wurde ein Mastercycler® ep Gradient S (Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land) verwendet. Die verschiedenen Temperaturen und Zeiten der einzelnen PCR-Schritte

(Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation) richteten sich nach den Anga-

ben des Herstellers der Polymerasen. Die Hybridisierungstemperatur wurde anhand der

Schmelztemperatur (Tm) der Primer (Abschnitt 2.1.4) nach der Formel Tm = 4×(G+C)+

2 × (A + T ) bestimmt, wobei die Buchstaben die Anzahl der jeweiligen Base angeben.

Die optimale Hybridisierungstemperatur für jedes Primerpaar wurde, falls erforderlich,

mittels eines Temperaturgradienten getestet.

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die zur Auftrennung, Gröÿen- und Konzentrationsabschätzung von DNA-Fragmenten ein-

gesetzte Gelelektrophorese erfolgte nach Zugabe von 20% (v/v) 6× Ladepu�er (10mM

Tris-HCl; 0,05% [w/v] Bromphenolblau, 60% [v/v] Glycerin; 60mM EDTA; pH7,6) zu
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den Proben in 1�2%igen Agarose-Gelen (1�2% [w/v] Agarose in 1× TAE-Pu�er [50×
stock : 2M Tris-Acetat; 50mM EDTA; pH8,3]) mit 0,2µg/ml Ethidiumbromid. Als Grö-

ÿenmarker dienten GeneRuler� 1 kb oder 100 bp DNA Ladder der Firma Thermo Fisher

(Thermo Fisher Scienti�c Inc.).

Die Banden wurden nach dem Lauf der Gele bei 100V durch Anregung des Ethidiumbro-

mids mit einem UV-Transilluminator in einer Geldokumentationskammer (Intas Science

Imaging Instruments GmbH, Göttingen, Deutschland) sichtbar gemacht und dokumen-

tiert.

2.4.6 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Zur relativen Quanti�zierung der Genexpression der in dieser Arbeit verwendeten Mutan-

tenlinien (Abschnitt 2.1.3) wurden quantitative Reverse-Transkriptase-PCRs (qRT-PCR)

durchgeführt. Dazu wurden Reaktionen mit dem ABsolute qPCR SYBR® Green Capil-

lary Mix (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) mit 10 ng cDNA (Abschnitt 2.4.2) als template

entsprechend den Herstellerangaben angesetzt und in einem CFX Connect� Real-Time

PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) analysiert. Die

Ampli�kation der cDNA fand nach einer Anfangsdenaturierung für 15min bei 95� in 40

Zyklen mit Denaturierung für 15 s bei 95�, Primerhybridisierung für 30 s bei 57� und

Elongation für 20 s bei 72� statt. Die Qualität der PCR-Produkte wurde über das Auf-

zeichnen einer Schmelzkurve von 60 bis 95� in 1� Schritten bestimmt.

Primer (Abschnitt 2.1.4, Anhang, Tabelle A2) wurden für eine Amplikongröÿe von 70 bp�

150 bp und mit einer Schmelztemperatur von etwa 57� entworfen. Zudem wurde, soweit

möglich, darauf geachtet, dass die Primer-Paare den Bereich eines Introns in der genomi-

schen DNA überspannen oder dass einer der Primer auf einem Exon/Exon-Übergang der

cDNA bindet, um die Ampli�kation von gDNA-Sequenzen auszuschlieÿen. Jedes Primer-

Paar wurde durch Anfertigung einer Standardkurve auf Ampli�kationse�zienz getestet.

Hierfür wurde ein cDNA-Mix aller Proben eines Experiments und ausgehend davon eine

Verdünnungsreihe von 10−1 bis 10−5 erstellt. Aus der Steigung (b) der Regressionsgeraden

der Standardkurve wurde dann die E�zienz (E) der Ampli�kation mit dem entsprechen-

den Primerpaar nach der von Pfa� (2001) beschriebenen Methode anhand der Formel

E = 10(−1
b ) berechnet.

Nach der Durchführung der qPCR mit den jeweiligen Proben wurde die relative Quan-

ti�zierung der Transkriptmenge der Zielgene durch Normalisierung auf das Haushaltsgen

ACT2/8 (Ivashikina et al., 2003) anhand folgender Formel vorgenommen:

NRQ =
E

∆Ctgoi
goi

E
∆Ctref
ref

Dabei steht NRQ für die normalisierte relative Quantität, E für die zuvor berechnete E�zi-

enz, goi für das Zielgen (gene of interest) und ref für das Haushaltsgen (Referenzgen). Der
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∆Ct-Wert wurde mittels Subtraktion des Ct-Werts (cycle threshold) eines Kalibrators mit

dem Ct-Wert der entsprechenden Probe erhalten. Der Kalibrator wurde bei jedem qPCR-

Durchlauf aus der vereinigten cDNA aller Proben angesetzt. Der Grenzwert (threshold)

für die Bestimmung der Ct-Werte, also der Werte bei denen die nach jedem Zyklus der

qPCR gemessene Fluoreszenzintensität den Grenzwert überschreitet, wurde am Beginn

der exponentiellen Phase der Reaktionen festgelegt.

2.4.7 Klonierungen

Für Klonierungen wurde die kodierende Sequenz von DPL1 mittels PCR (Abschnitt 2.4.4,

Tabelle 8) aus cDNA (Abschnitt 2.4.2) ampli�ziert. Hierbei wurden durch die Verwendung

von Überhangprimern Gateway®-Rekombinationssequenzen angefügt (Anhang, Tabelle

A2). Das PCR-Produkt wurde in Agarose-Gelen aufgetrennt (Abschnitt 2.4.5) und aus

diesen mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co.

KG, Düren, Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

T/A-Klonierung mit dem Vektor pGEM®-T Easy

Das PCR-Ampli�kat wurde anschlieÿend in den Klonierungsvektor pGEM®-T Easy (Pro-

mega Corporation) integriert. Da für die Ampli�kation der kodierenden Sequenz aufgrund

der geringeren Fehlerrate durch Korrekturlesefunktion die Phusion�-Polymerase einge-

setzt wurde, mussten für die Ligation in den geschnittenen und mit Desoxythymidin-

Überhängen ausgestatteten pGEM®-T Easy Vektor zunächst Desoxyadenosin-Überhänge

an den 3'-Enden der PCR-Produkte angefügt werden. Dies wurde durch Inkubation für

30min bei 72� in 10µl Reaktionsansätzen mit DreamTaq� DNA-Polymerase (5U, Ther-

mo Fisher Scienti�c Inc.), DreamTaq� Pu�er und dATP (0,2mM) erreicht. Anschlieÿend

erfolgte die Ligation mit dem Vektor nach dem Protokoll des Herstellers mit der T4 DNA-

Ligase (Promega Corporation). Dabei wurde ein 3 zu 1 Verhältnis von Insert zu Vektor

angesetzt. Die Reaktion wurde über Nacht bei 4� inkubiert und die Plasmide mittels

Hitzeschock-Transformation (Abschnitt 2.4.8) in kompetente E. coli -Zellen des Stamms

DH5α eingebracht.

Eine Vorauswahl von Klonen mit korrekt ligierten Plasmiden für Kontrollen durch Re-

striktionsverdau (Abschnitt 2.4.10) und Sequenzierung (Abschnitt 2.4.11), wurde nach

Wachstum auf LB-Agarplatten mit Ampicillin, X-Gal (80µg/ml) und IPTG (0,5mM)

durch Blau-Weiÿ-Selektion getro�en.

Gateway®-Klonierung

Ausgehend vom erstellten Klonierungsvektor wurde das für die β-Estradiol-induzierbare

Überexpression von DPL1 nötige Konstrukt mittels Gateway® Technology (Thermo

Fisher Scienti�c Inc.) kloniert, die auf dem Rekombinationssystem des Bakteriophagen

Lambda basiert (Landy, 1989). Als template für die BP-Reaktion zur Klonierung in den

mit attP-Sequenzen (attachement-Sequenzen) ausgestatteten Vektor pDONR�201 wurde

somit pGEMdpl1GW, mit der von attB-Sequenzen �ankierten kodierenden Sequenz von
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DPL1, verwendet. Das Plasmid wurde hierzu durch einen Verdau mit NcoI (Abschnitt

2.4.10) linearisiert und dann gereinigt. Die BP-Reaktion wurde mit dem BP Clonase®

II Enzyme Mix (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) entsprechend den Herstellerangaben an-

gesetzt und über Nacht bei 25� inkubiert. Nach dem Abstoppen der Reaktion durch

Zugabe von ProteinaseK und Inkubation für 10min bei 37� wurden das resultierende

Plasmid pENTRdpl1 in den Stamm DH5α eingebracht.

Durch die LR-Reaktion mit dem LR Clonase® II Enzyme Mix (Thermo Fisher Scien-

ti�c Inc.) wurde nach Selektion korrekter entry-Klone mittels Restriktionsverdau und

Sequenzierung die kodierende Sequenz in den destination-Vektor pMDC7ha (Curtis und

Grossniklaus, 2003) übertragen. Die Reaktion wurde ebenfalls über Nacht bei 25� durch-

geführt und mit ProteinaseK und folgender Inkubation für 10min bei 37� gestoppt. Zur

Selektion und Erhaltung wurde das erzeugte Plasmid pMDC7ha-dpl1 in DH5α transfor-

miert. Anschlieÿend wurde das isolierte Plasmid in A. tumefaciens (Abschnitt 2.4.8) für

die folgende stabile Transformation von A. thaliana (Abschnitt 2.2.3) eingebracht.

Abbildung 3: Struktur des Plasmids pMDC7ha-dpl1. Gezeigt ist das Plasmid (Curtis und Gross-
niklaus, 2003) für die β-Estradiol-induzierbare Überexpression (Zuo et al., 2000) von
DPL1 in P�anzen. Die zwischen right border (RB) und left border (LB) be�ndliche T-
DNA wird bei der Agrobakterien-vermittelten Transformation stabil ins Genom der P�an-
ze integriert. Der unter der Kontrolle eines konstitutiv-aktiven Promotors (G10-90 ) ste-
hende (T-E9 : rbcs E9 Polyadenylierungssignal), auf einem Estrogen-Rezeptor basierende,
Transaktivator XVE aktiviert nach Bindung von β-Estradiol die Expression von DPL1
(mit 3× HA-tag) durch Induktion der LexA Operator-Sequenz, die mit der Minimalse-
quenz des CaMV 35S-Promotors fusioniert ist (O-LexA:P-35S ; T-3A: rbcs 3A Polyade-
nylierungssignal). Die zwei Transkriptionseinheiten (XVE und DPL1 ) sind dabei durch
eine HygromycinB-Resistenzkassette voneinander getrennt, die als Selektionsmarker in
der P�anze dient. Auÿerhalb der T-DNA be�nden sich eine Spectinomycin/Streptomycin-
Resistenzkassette sowie Sequenzelemente aus den Plasmiden pBR322 und pVS1, die für
die Erhaltung des Plasmids in E. coli und A. tumefaciens benötigt werden (ori : Replika-
tionsursprung; bom: basis of mobility ; rep: Sequenz für Replikationsprotein; sta: Sequenz
für Stabilitätsprotein). Auÿerdem sind die Gateway®-Rekombinationssequenzen (attB1,
attB2) gezeigt, die für die Klonierung verwendet wurden. Das Bild wurde mit dem Pro-
gramm GENtle V 1.9.4 (Magne, 2006) erzeugt und mit dem SnapGene® Viewer V 4.2.11
(GSL Biotech LLC, Chicago, IL, USA) dargestellt.

Der Vektor pMDC7 wurde bereits vor dieser Arbeit am Lehrstuhl für Pharmazeutische
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Biologie der Universität Würzburg um die kodierende Sequenz eines HA-tags ergänzt,

das die Expression des gewünschten Proteins in N-terminaler Fusion mit diesem Protein-

tag ermöglicht. Der von Curtis und Grossniklaus (2003) erstellte Vektor mit Gateway®-

Rekombinationssequenzen enthält das für die Expression in P�anzen genutzte und von

Zuo et al. (2000) entwickelte β-Estradiol-induzierbare System XVE. Ähnlich wie beim

Dexamethason-induzierbaren Expressionssystem (Aoyama und Chua, 1997), auf dem die

in dieser Arbeit verwendete Linie Dex:AvrRpm1-HA (Geng und Mackey, 2011) basiert,

besteht das XVE-System aus einem Estrogen-Rezeptor-enthaltenden Transaktivator, der

nach Induktion mit β-Estradiol die Expression des gewünschten Proteins (in diesem Fall

DPL1) aktiviert. Abbildung 3 zeigt das in dieser Arbeit klonierte Plasmid pMDC7ha-dpl1.

2.4.8 Transformation von Bakterien

Die Transformation von Bakterien wurde für E. coli mittels Hitzeschock vorgenommen,

während für A. tumefaciens die Elektroporation angewendet wurde. Nach der Transfor-

mation wurden die Bakterien auf dem entsprechenden Medium mit Antibiotika selektiert.

Hitzeschock-Transformation

Die Herstellung von kompetenten Zellen für die Hitzeschock-Transformation von E. coli

erfolgte nach der Inoue-Methode aus Green und Sambrook (2012). Dazu wurden 250ml

einer Hauptkultur von E. coli DH5α in SOC-Medium angeimpft und bis zu einer OD600

von 0,6 inkubiert (Abschnitt 2.3.1). Die Kulturen wurden für 10min auf Eis gekühlt, die

Zellen durch Zentrifugation (10min; 2.500×g ; 4�) geerntet und in 80ml sterilem, eiskal-

tem Transformationspu�er (10mM PIPES-KOH; 55mM MnCl2; 15mM CaCl2; 250mM

KCl; pH6,7) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 20ml eiskaltem

Transformationspu�er resuspendiert und nachfolgend mit 1,5ml DMSO versetzt. 50µl

Aliquots der Bakteriensuspension wurden entweder direkt verwendet oder für eine späte-

re Nutzung in �üssigem Sticksto� eingefroren und bei −80� gelagert.

Für die Transformation wurde den chemisch kompetenten Zellen 10 ng DNA zugefügt und

die Ansätze, nach 20 minütiger Inkubation auf Eis, für 50 s auf 42� erhitzt, bevor sie er-

neut für 2min auf Eis gekühlt wurden. Nach Zugabe von 950µl SOC-Medium wurden die

Zellen für 1,5 h bei 37� geschüttelt und anschlieÿend auf LB-Agarplatten ausplattiert.

Elektroporation

Kompetente Zellen für die Elektroporation wurden ausgehend von einer, bis OD600 0,6

inkubierten, 250ml YEB-Hauptkultur von A. tumefaciens durch Zentrifugation (10min;

2.500×g ; 4�), dreimaliges Waschen mit 10%iger (v/v) steriler, eiskalter Glycerin-Lösung

und anschlieÿender Resuspension in 1ml gewonnen. Die Zellen wurden in 100µl Aliquots

in �üssigem Sticksto� eingefroren und bei −80� gelagert.

Für die Transformation wurde ein Aliquot mit 10 ng DNA versetzt, für 2min auf Eis inku-

biert und in eine gekühlte Elektroporationsküvette (Spaltbreite: 1mm, VWR Internatio-

nal LLC) überführt. Nach dem Elektropuls in einem Gene Pulser Xcell� Electroporation
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System (Bio-Rad Laboratories Inc.) wurden 900µl SOC-Medium zugegeben, die Zellsus-

pension in ein 1,5ml Reaktionsgefäÿ transferiert, für eine Stunde bei 28� geschüttelt und

auf YEB-Agarplatten ausplattiert.

2.4.9 Plasmid-Präparation

Die Präparation von Plasmiden für Klonierungen wurde abhängig von der benötigten

Menge mit dem NucleoSpin® Plasmid oder dem NucleoBond® PC 100 Kit (Macherey-

Nagel GmbH & Co. KG) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurden,

wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, Flüssigvorkulturen oder Hauptkulturen der Bakterien

angesetzt. Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde mit dem NanoDrop®

ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometer (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) bestimmt.

2.4.10 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme wurden von Thermo Fisher (Thermo Fisher Scienti�c Inc.) bezogen

und mit dem entsprechenden Reaktionspu�er in Ansätzen von 10µl oder 20µl verwen-

det. Die eingesetzte Enzymmenge und die Dauer der Inkubation richteten sich nach den

Angaben des Herstellers. Die DNA-Fragmente wurden nach der Reaktion mittels Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt (Abschnitt 2.4.5).

2.4.11 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von der Firma Microsynth Seqlab (Microsynth AG, Göttingen,

Deutschland) nach dem Sanger-Verfahren (Sanger et al., 1977) mit einem der in Tabelle A2

im Anhang aufgeführten Sequenzierungsprimer durchgeführt. Die ermittelten Sequenzen

wurden mit dem Programm GENtle V 1.9.4 (Magne, 2006) ausgewertet.

2.5 Analytische Methoden

Die Bestimmung der Spiegel von verschiedenen Sphingolipiden erfolgte durch Hochleis-

tungs�üssigkeitschromatographie mit gekoppelter Tandemmassenspektrometrie (HPLC-

MS/MS). Die Detektion von Sphingobasen mittels dieser Methode ist in mehreren Ar-

beiten beschrieben (Haynes et al., 2009; Markham et al., 2006; Markham und Jaworski,

2007; Scherer et al., 2010; Sullards, 2000; Sullards und Merrill, 2001). Die Grundlagen für

die hier durchgeführten Messungen der Sphingobasen und Ceramide mit den HPLC- und

MS/MS-Bedingungen und folgender Quanti�zierung anhand interner Standards wurden

von Peer (2010) gescha�en.

2.5.1 Extraktion von Sphingolipiden

Sphingolipide wurden aus ganzen, auf Agar angezogenen Keimlingen (Abschnitt 2.2.1)

oder aus Blattscheiben (Abschnitt 2.2.4) nach einer von Baker et al. (2001) und Scherer
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et al. (2010) beschriebenen modi�zierten Methode extrahiert. Dazu wurde P�anzenma-

terial aus den Experimenten in �üssigem Sticksto� gefroren. Für Blattscheibenexperi-

mente wurden die 5 Blattscheiben pro Probe (15mg Frischgewicht) zuvor kurz mit Me-

thanol und anschlieÿend zweimal mit Wasser gewaschen, um Spuren der Sphingobasen-

Behandlungslösung aus dem Experiment zu entfernen. Die auf MS-Agar angezogenen

Keimlinge wurden zu Proben von 25mg Frischgewicht vereinigt.

Das gefrorene P�anzenmaterial wurde in 2ml Reaktionsgefäÿen mit jeweils einer Mahl-

kugel aus Zirkonoxid (Durchmesser 3mm) in einer Schwingmühle MM400 (Retsch GmbH)

für 30 s bei 24Hz zerkleinert und mit 30µl eines Phosphat-Citrat-Pu�ers (77µMNa2HPO4;

61µM Citronensäure; pH 4,0) zusammen mit 30 ng der internen Standards d17:1, d20:1,

d17:1-P, d18:1-c10:0 (Abschnitt 2.1.6, Tabelle 6) versetzt. Die Extraktion erfolgte in einem

ersten Schritt durch 500µl 1-Butanol und nachfolgend erneut durch 250µl wassergesättig-

tes 1-Butanol. Nach den beiden Extraktionsschritten wurden die Proben jeweils für 5min

mit Mahlkugel in der Schwingmühle (24Hz) gemischt und bei Raumtemperatur zentrifu-

giert (15min; 20.000×g). Die Lösemittelphasen wurden abgenommen und in einem neuen

Reaktionsgefäÿ vereinigt. Das 1-Butanol wurde unter Vakuum bei 60� verdampft und

der Rückstand in 70µl Methanol (1% [v/v] Ameisensäure) durch gründliches Mischen

gelöst. Die Extrakte wurden für 10min bei 20.000×g zentrifugiert, danach in gläserne

Probengefäÿe überführt und bis zur HPLC-MS/MS Messung bei −20� gelagert.

Für die Messung von Sphingobasen-Behandlungslösungen aus den Experimenten wurden

jeweils 70µl direkt in gläserne Probengefäÿe transferiert und 3,5µl mit je 30 ng der inter-

nen Standards (d17:1, d20:1, d17:1-P, d18:1-c10:0) zugegeben. Die Probengefäÿe wurden

zusammen mit den Extrakten verwahrt. Direkt vor der Messung wurden alle Proben für

5min in ein Ultraschallbad transferiert.

2.5.2 HPLC-Bedingungen

Als chromatographische Trennmethode vor der Elektrosprayionisation (ESI) der Analy-

ten und Detektion mittels Tandemmassenspektrometer kam ein ultra-performance liquid

chromatography System (UPLC®, Waters Corporation, Milford, MA, USA) zum Einsatz.

Die Umkehrphasenchromatographie erfolgte dabei mit einer ACQUITY UPLC® BEH

C18-Säule (2,1 × 50mm; Partikelgröÿe 1,7µm) mit vorgeschalteter VanGuard�-Vorsäule

(BEH C18; 2,1 × 5mm; Partikelgröÿe 1,7µm; Waters Corporation) und dem in Tabel-

le 9 angegebenen Gradienten mit EluentA (58% [v/v] Methanol; 41% H2O; 1% [v/v]

Ameisensäure; 5mM Ammoniumformiat) und EluentB (99% [v/v] Methanol; 1% [v/v]

Ameisensäure; 5mM Ammoniumformiat).

Die Proben wurden vor der Injektion im Ultraschallbad für 5 min soni�ziert und im Auto-

sampler des UPLC®-Systems auf 20� temperiert. Die Säulentemperatur betrug 30�bei

einem Injektionsvolumen von 8µl pro Probe.
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Tabelle 9: HPLC-Gradient zur Auftrennung von Sphingolipiden (Flussrate: 350 µl/min)

Zeit EluentA EluentB
[min] [%] [%]

0,0 60 40
2,0 60 40
4,0 20 80
5,5 15 85
8,0 5 95
14,0 0 100
20,0 0 100
20,1 60 40
24,0 60 40

2.5.3 MS/MS-Bedingungen

Nach der chromatographischen Auftrennung der Analyten wurden diese mit der an das

UPLC®-System gekoppelten ESI-Quelle im positiven Operationsmodus ionisiert und mit

einem Quattro Premier XE� Tandem-Quadrupol-Massenspektrometer (Waters Corpora-

tion) mit multiple reaction monitoring (MRM) detektiert. Die Bedingungen für Ionisie-

rung und Fragmentierung der Sphingolipide wurden aus Peer (2010) übernommen. Die

allgemeinen Geräte-Parameter sind in Tabelle 10 aufgeführt.

Tabelle 10: Allgemeine Parameter des Massenspektrometers

Ionisierungsmodus +ES
Kapillarspannung [kV] 3
Quellentemperatur [�] 120
Desolvatisierungstemperatur [�] 450
Konusgas�uss - N2 [l/h] 50
Desolvatisierungsgas�uss - N2 [l/h] 800
Kollisionsgas�uss - Ar [ml/min] 0,3

Die Masse-zu-Ladung-Verhältnisse im MRM-Modus der einzelnen Sphingolipide mit einer

Verweilzeit (dwell time) von 25ms für jeden Übergang und der spezi�schen Konusspan-

nung und Kollisionsenergie sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: MS/MS-Parameter der Sphingolipide. Masse-zu-Ladung-Verhältnisse [m/z] der

Vorläufer- (precursor ion) und Produktionen (product ion) der analysierten Sphingolipi-

de im MRM-Modus sind ausgehend von Struktur und Fragmentierungsmuster als [M+H]+

angegeben. IS: interner Standard.

Sphingolipid MRM-Übergang [m/z] Konusspannung [V] Kollisionsenergie [eV]

d17:1 (IS) 286,2� 268,1 20 11

d18:2 298,2� 280,2 22 17
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Sphingolipid MRM-Übergang [m/z] Konusspannung [V] Kollisionsenergie [eV]

d18:1 300,2� 282,2 22 17

d18:0 302,2� 284,2 28 18

t18:1 316,1� 298,2 22 20

t18:0 318,1� 282,2 22 20

d17:1-P (IS) 366,1� 250,1 22 15

d18:2-P 378,2� 280,1 24 17

d18:1-P 380,0� 264,2 20 17

d18:0-P 382,1� 284,1 30 15

t18:1-P 396,2� 298,2 24 20

t18:0-P 398,1� 300,0 40 15

d18:1-c10:0 (IS) 454,4� 264,2 11 22

t18:1-c16:0 554,5� 262,3 30 30

t18:0-c16:0 556,5� 264,3 30 30

t18:1-c22:0 638,6� 262,3 35 40

t18:0-c22:0 640,6� 264,3 35 40

t18:1-c24:0 666,6� 262,3 35 40

t18:0-c24:0 668,6� 264,3 35 40

t18:1-c26:0 694,7� 262,3 35 40

t18:0-c26:0 696,7� 264,3 35 40

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software MassLynx� V4.1 (Waters Corporation).

Dabei wurde die Konzentration der Analyten anhand der Sto�menge der eingesetzten

internen Standards kalkuliert. Da sich die Ionisierbarkeit und Detektionsfähigkeit der

einzelnen Sphingolipide unterscheiden, wurden für die Quanti�zierung der Analyten in den

Proben Korrekturfaktoren (response factors, RFs) durch Messung der Standardsubstanzen

bekannter Konzentration bestimmt:

RFAnalyt =
cAnalyt × AIS

cIS × AAnalyt

Dabei steht RF für den Korrekturfaktor des jeweiligen Analyten, c für die Sto�menge des

Analyten oder internen Standards (IS) und A für die integrierte Fläche (area) des Signals

des Analyten oder internen Standards. Der Korrekturfaktor wurde bei der Messung jedes

Experiments durch einen Standard-Mix der Sphingobasen berechnet und für die Auswer-

tung des jeweiligen Experiments genutzt. Da die meisten in dieser Arbeit gemessenen

Ceramide im Gegensatz zu den Sphingobasen als Substanzen nicht kommerziell erhältlich

sind (Abschnitt 2.1.6, Tabelle 6), wurde für die Quanti�zierung hierbei ein RF=1 zum

internen Standard (d18:1-c10:0) angenommen, womit nur eine annäherungsweise (relati-

ve) Quanti�zierung möglich war. Unter Berücksichtigung des RF konnte die unbekannte
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Konzentration der Analyten in den Proben nach folgender Formel bestimmt werden:

cAnalyt(Probe)
=
RFAnalyt × cIS(Probe)

× AAnalyt(Probe)

AIS(Probe)

× 1

FG(Probe)

Mit der integrierten Fläche des Signals des Analyten (AAnalyt(Probe)
) und internen Stan-

dards (AIS(Probe)
) der Probe sowie der bekannten Konzentration des internen Standards

(cIS(Probe)
) kann die Konzentration des jeweiligen Analyten (cAnalyt(Probe)

) damit auf die

Menge des eingesetzten P�anzenmaterials (Frischgewicht, FG(Probe)) in jeder Probe bezo-

gen werden. Für die Messung von Behandlungslösungen kann anstelle des Frischgewichts

das Volumen der Probe eingesetzt werden.

2.6 Statistik

Statistische Tests wurden mit der Software IBM SPSS Statistics V 24 (International Busi-

ness Machines Corporation, Armonk, NY, USA) durchgeführt. Der E�ekt von Behand-

lungen (Sphingobasen, FB1) auf die Zelltodinduktion der verschiedenen Genotypen wurde

mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance) analysiert, während

der E�ekt von Behandlungen auf Sphingobasen-Spiegel der Genotypen mit einem mul-

tivariaten Test (allgemeines lineares Modell) nachgewiesen wurde. Die Varianz der Zell-

todwerte wurde berechnet, indem �Genotyp� und �Behandlung� als gesetzte Faktoren mit

dem Faktor �Zeit� als Kovariate festgelegt wurden. Genotypen mit einem Signi�kanzni-

veau<0,05 für die Interaktion des jeweiligen Genotyps mit dem Faktor �Behandlung� in

den Abbildungen 9, 11, 12, A9 wurden mit einem Sternchen gekennzeichnet. In Abbildung

14 wurden Sternchen für den Faktor �β-Estradiol-Behandlung� mit einem Signi�kanzni-

veau<0,05 vergeben.

Die Varianz der Spiegel der Sphingobasen (d18:0, d18:0-P, t18:0, t18:0-P) wurde für Ab-

bildung 10 durch Festlegung der Faktoren �Genotyp� und �Behandlung� und im Fall der

Abbildungen 9, 11, 12, 14 zusätzlich mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet. Mit-

telwerte für jede der Sphingobasen in den Abbildungen 9, 10, 11, 12, 14 wurden mit

Sternchen markiert, falls der Genotyp ein Signi�kanzniveau unter 0,05 für den Faktor

�Genotyp� (Abbildungen 9, 11, 12), für den Faktor �β-Estradiol-Behandlung� (Abbildung

14) oder für die Interaktion der Faktoren �Genotyp� und �Behandlung� (Abbildung 10)

aufwies. Eine Übersicht über die genauen Signi�kanzwerte für alle Faktoren und Zwi-

schensubjekte�ekte �ndet sich im Anhang (Abbildungen A11, A12, A13, A14, A15, A16).
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum Zelltod nach exogener Zugabe von

Sphingobasen in A. thaliana

Sphingobasen als Signalmoleküle und Regulatoren von zellulären Prozessen wurden um-

fangreich untersucht. Besonders im tierischen System wurden Beteiligungen an Prozes-

sen wie Entzündungsreaktion, Zellwachstum und Zelltod nachgewiesen und es sind dort

mehrere Rezeptoren für Sphingosin-1-Phosphat bekannt und charakterisiert (Hannun und

Obeid, 2018; Siehler und Manning, 2002). Demgegenüber sind Untersuchungen zur Rol-

le von Sphingobasen in P�anzen weniger zahlreich vorhanden. Die Hypothese zur Rolle

von Sphingobasen als Zelltod-regulierende Moleküle stützt sich dabei auf Experimente

mit FumonisinB1, Pseudomonas syringae oder Mutanten von Enzymen des Sphingolipid-

Metabolismus mit veränderten Zelltodreaktionen. Weitere wichtige Hinweise für einen Ef-

fekt von Sphingobasen ergeben sich aus Experimenten mit exogen zugesetzten LCBs oder

LCB-Ps bei P�anzen. Speziell in diesem Bereich gibt es gröÿere Unklarheiten über eine

Zelltod-fördernde oder -inhibierende Wirkung und den damit verbundenen Antagonismus

von LCBs/LCB-Ps.

3.1.1 Evaluierung des Zelltods nach Behandlung mit LCB

Der direkte E�ekt von Sphingobasen auf p�anzlichen Zelltod wurde von mehreren Arbeits-

gruppen mit verschiedenen methodischen Ansätzen untersucht, wobei sich die eingesetzte

Konzentration der verwendeten LCBs, die Technik der Applikation sowie die Art der Zel-

len voneinander unterschieden (Alden et al., 2011; Magnin-Robert et al., 2015; Peer et

al., 2011; Saucedo-García et al., 2011b; Shi et al., 2007; Takahashi et al., 2009). Um den

durch Sphingobasen ausgelösten Zelltod möglichst genau beobachten und quanti�zieren

zu können, wurden in dieser Arbeit Leitfähigkeit-basierte Messungen bei Blattscheiben

vorgenommen. Dieses System erlaubte auch die Anwendung mehrerer Applikationsfor-

men und Konzentrationen der Sphingobasen zu testen.

In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob sich die Applikationen von Phytosphingosin

(t18:0) mittels In�ltration und Immersion der Blattscheiben in Behandlungslösung hin-

sichtlich des ausgelösten Zelltods unterscheiden. Es wurden Blätter von A. thaliana mit

100µM t18:0 oder Kontrolllösung in�ltriert, Blattscheiben gestochen und diese in t18:0

Behandlungslösung zweier Konzentrationen oder Kontrolllösung eingelegt. Während we-

der die In�ltration von 100µM t18:0 noch die Zugabe von 10µM t18:0 zu einer Zelltodin-

duktion führten, konnte nach Immersion in 100µM der Sphingobase nach 24 h ein Zelltod

von etwa 12% beobachtet werden (Abbildung 4A). Um zu erfahren wie viel LCBs bei den

beiden Behandlungsmethoden, In�ltration und Immersion, tatsächlich in das Gewebe auf-

genommen wurden, konnten die Spiegel in den Blattscheiben mittels HPLC-MS/MS be-

stimmt werden. Dazu war es notwendig die Blattscheiben mit Methanol zu waschen, damit
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keine Rückstände der Behandlungslösung das Ergebnis beein�ussen konnten. Abbildung

4B zeigt, dass 6 h nach Einlegen der Blattscheiben in 100µM Lösung etwa 650 nmol/g

t18:0 im Frischgewicht des Gewebes vorhanden waren. Im Gegensatz dazu wurden durch

In�ltration der LCB nur etwa genauso hohe Spiegel erreicht (40 nmol/g) wie durch Be-

handlung mit 10µM t18:0. Interessanterweise fanden sich in den Blattscheiben mit hohen

t18:0-Spiegeln, mit etwa 50 nmol/g t18:0-P, auch die höchsten Gehalte der LCB-P, was

auf die Phosphorylierung der zugeführten Sphingobase im Gewebe schlieÿen lässt.

Abbildung 4: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel nach unterschiedlichen Applika-
tionsarten von t18:0 in Arabidopsis-Blattmaterial. (A) Zelltodinduktion nach In-
�ltration und Immersion in t18:0. Blätter wurden mit Kontrolllösung (2% Methanol in
Wasser) oder 100µM t18:0 in�ltriert, anschlieÿend Blattscheiben gestochen und diese in
Kontrolllösung oder t18:0 der angegebenen Konzentration eingelegt. Der Zelltod wurde
durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten nach Immersi-
on der Blattscheiben (0 h) bestimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit der gekochten
Probe am Ende des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde. (B) Spiegel von
t18:0 und t18:0-P in den Blattscheiben nach In�ltration und 6 h Immersion, gemessen mit
HPLC-MS/MS. Vor der Sphingobasen-Extraktion wurden die Blattscheiben gewaschen,
um die Behandlungslösung möglichst vollständig zu entfernen. Werte in (A) und (B) sind
Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standard-
abweichung als Fehlerbalken. (C) Phänotyp von Blättern nach In�ltration von 100µM
t18:0, 100µM t18:0-P oder einer Kombination beider Sphingobasen. 4 Wochen alte Blät-
ter wurden auf der rechten Blatthälfte mit Behandlungslösung und auf der linken mit
Kontrolllösung (2% Methanol in Wasser) in�ltriert. Die Blätter wurden nach zwei Tagen
(48 h) von der P�anze abgetrennt, fotogra�ert (links) und nachfolgend mit Trypanblau
gefärbt (rechts). Zelltod lässt sich an der In�ltrationsstelle als gelbliche Läsion (links)
oder dunkelblau gefärbter Bereich (rechts) erkennen. Maÿstabsbalken=1 cm.
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In einigen Publikationen wurde ein direkter phänotypischer E�ekt von LCBs auf Blät-

ter in Form von Zelltod sowie eine antagonistische Wirkung durch LCB-Ps beschrieben

(Shi et al., 2007). Da hier im Test mit Blattscheiben kein Zelltod nach In�ltration von

100µM t18:0 nachgewiesen werden konnte (Abbildung 4A), wurde eine phänotypische

Evaluierung nach In�ltration von t18:0, t18:0-P und einer Kombination beider Sphingo-

basen in jüngere Blätter vorgenommen. Zelltod war in Form gelblicher Läsionen nur bei

der In�ltration von t18:0 an der In�ltrationsstelle nach 48 h sichtbar, was auch durch

Trypanblau-Färbung der Blätter bestätigt wurde (Abbildung 4C). Weder bei der In�l-

tration von t18:0 in Kombination mit t18:0-P noch bei alleiniger Behandlung mit t18:0-P

konnten Läsionen festgestellt werden, was den von Shi et al. (2007) beschriebenen inhi-

bierenden E�ekt der LCB-P widerspiegelt.

Für eine weitere Verwendung der hier angewandten Methode des Blattscheibentests zur

Untersuchung eines Antagonismus von LCBs/LCB-Ps wurde zunächst noch die schnelle

Aufnahme der Sphingobasen in das Gewebe genauer geprüft. Dafür wurden Blattschei-

ben in 100µM t18:0 eingelegt und die Spiegel im Gewebe und in der Behandlungslösung

mit kurzen Zeiträumen bis 6 h analysiert. Es zeigte sich, dass bereits nach 1 h Inkubation

etwa 65% des nach 6 h vorhandenen Gehalts von t18:0 in den Blattscheiben vorhanden

war, während gleichzeitig die Spiegel von t18:0-P gleichmäÿig über die Zeit zunahmen

(Anhang, Abbildung A1A). Auf der anderen Seite nahmen die Spiegel von t18:0 in der

Behandlungslösung kontinuierlich ab. Nach 1 h waren noch etwa 25% des t18:0 nachweis-

bar. Nach 6 h fanden sich lediglich 3% der ursprünglich eingesetzten Konzentration der

LCB noch in der Behandlungslösung (Anhang, Abbildung A1B).

3.1.2 Zelltod bei gemeinsamer Zugabe von LCB und LCB-P

Die Hypothese, dass LCB-Ps in P�anzen eine inhibierende Wirkung auf den durch LCBs

ausgelösten Zelltod haben, beruht unter anderem auf Untersuchungen von Shi et al.

(2007), in denen äquimolare Konzentrationen der beiden Sphingobasen-Spezies keinen

Zelltod auslösten. Dies wurde auch in Abbildung 4C gezeigt. Um diesen Antagonismus

genauer zu untersuchen und die Zelltod-induzierende Wirkung von LCBs weiter zu charak-

terisieren, wurden Blattscheiben mit äquimolaren Konzentrationen von Phytosphingosin

und Phytosphingosin-1-Phosphat behandelt.

100µM t18:0-P, 10µM t18:0 sowie t18:0/t18:0-P (je 100µM) in Kombination lösten auch

beim Test mit Blattscheiben keinen Anstieg der Leitfähigkeit aus, während durch Be-

handlung mit 100µM oder 50µM t18:0 eine Konzentrationsabhängigkeit der LCB für den

Zelltod nachgewiesen wurde (Abbildung 5A). Die Quanti�zierung der Sphingobasen er-

folgte zu drei Zeitpunkten (2 h, 6 h und 24 h) und zeigte, dass höhere Konzentrationen von

t18:0 in Behandlungslösungen zu erhöhten Spiegeln der LCB in den Blattscheiben führ-

te (Abbildung 5B). Bei der Behandlung mit 100µM t18:0 wurden die höchsten Gehalte

im Gewebe mit 400 (2 h) bis 570 nmol/g (24 h) erreicht. Nach kombinierter Behandlung
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mit t18:0/t18:0-P wurden vergleichbare Spiegel wie mit 10µM t18:0 in den Blattscheiben

gemessen, was nicht ausreichend war, um einen Zelltod nachzuweisen.

Abbildung 5: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel nach Behandlung von Blattschei-
ben mit t18:0 und t18:0-P. (A) Zelltodinduktion nach Immersion in t18:0, t18:0-P.
Blattscheiben wurden in Kontrolllösung (2% Methanol in Wasser), t18:0 oder t18:0-P der
angegebenen Konzentration eingelegt. Die kombinierte Behandlung enthielt je 100µM
beider Sphingobasen. Der Zelltod wurde durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei den
angegebenen Zeitpunkten bestimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit der gekochten
Probe am Ende des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde. (B) Spiegel von
t18:0 und t18:0-P in den Blattscheiben zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit
HPLC-MS/MS. Vor der Sphingobasen-Extraktion wurden die Blattscheiben gewaschen,
um die Behandlungslösung möglichst vollständig zu entfernen. Werte in (A) und (B) sind
Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standardab-
weichung als Fehlerbalken.

Durch die Bestimmung der Gehalte von LCB/LCB-P in den Behandlungslösungen konnte

festgestellt werden, dass bei der gleichzeitigen Behandlung mit t18:0/t18:0-P die Konzen-

tration beider Sphingobasen über die Zeit nicht abnahm und nach 24 h noch etwa genau

so hoch war wie vor Zugabe zu den Blattscheiben (Anhang, Abbildung A2A). Dies kor-

reliert mit den niedrigen Spiegeln der LCB im Gewebe bei dieser Applikation und deutet

auf eine verminderte Aufnahme von t18:0 hin, wenn dieses in Kombination mit t18:0-P

appliziert wird.

Nach der Behandlung mit t18:0-P wurden in Blattscheiben Gehalte zwischen 330 und

490 nmol/g gemessen (Abbildung 5B). Im Gegensatz zu t18:0 blieben die Spiegel der

LCB-P in der Behandlungslösung mit nur einer Sphingobase über den gemessenen Zeit-

raum hoch. Die Messung von abundanten Ceramiden im Gewebe zeigte nach Behandlung

mit t18:0 (50 und 100µM) einen starken Anstieg von t18:0-c16:0 (nach 6 h und 24 h) und

t18:1-c16:0 (nach 24 h), was auf die Verfügbarkeit der zugeführten LCB für den Einbau

in Sphingolipide schlieÿen lässt (Anhang, Abbildung A2B).

3.1.3 Löslichkeit von LCB in organischen Phasen bei Anwesenheit von LCB-P

Es wurde gezeigt, dass bei Zugabe von t18:0/t18:0-P die Spiegel der LCB im Gewebe

niedrig blieben und die Konzentration in der Behandlungslösung über die Zeit nicht ab-

nahm (Abbildungen 5B, A2A). Diese reduzierte Aufnahme von t18:0 in Gegenwart von
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t18:0-P könnte in einer verminderten Di�usion durch die Plasmamembran aufgrund einer

schlechteren Löslichkeit in der lipophilen Phase begründet sein. Um dies zu testen, wurde

ein in-vitro-Experiment durchgeführt, in dem eine Lösung von t18:0 (100µM; 2% Me-

thanol; 100mM Tris-HCl; pH 7,2) und eine Lösung von t18:0/t18:0-P in Kombination mit

dem gleichen Volumen Chloroform versetzt wurden. Nach Mischen für 15min wurden die

Phasen getrennt und die Anteile an Sphingobasen mittels HPLC-MS/MS bestimmt. Die

organische Phase wurde für die Messung verdampft, der Rückstand in Methanol gelöst.

Für t18:0 fanden sich bei drei unabhängigen Proben 99,6% (Standardabweichung: ±0,1)
der Menge in der organischen Phase, während für t18:0/t18:0-P 53,6% (Standardab-

weichung: ±15,1) des t18:0 dort nachgewiesen werden konnte. Dieses Verteilungsexperi-

ment wurde zuerst mit gepu�erten Lösungen (100mM Tris-HCl; pH 7,2) angesetzt, da

der pH-Wert einen generellen E�ekt auf die Verteilung von LCBs in den Phasen haben

könnte. Diese gepu�erten Lösungen der LCB oder LCB-P waren für die im Zuge dieser

Arbeit durchgeführten Zelltodmessungen mit Blattscheiben aufgrund der hohen Leitfä-

higkeit nicht zu verwenden. Die für diese Experimente genutzten Behandlungslösungen

wurden mit Wasser (2% Methanol) angesetzt und hatten deshalb durch die Sphingobasen

beein�usste pH-Werte. Diese lagen für 100µM t18:0 bei etwa pH7, für 100µM t18:0-P

bei etwa pH8,2 und für t18:0/t18:0-P bei etwa pH9,1 und wurden vor jedem Experiment

kontrolliert. Die Wiederholung des Verteilungsexperiments mit den Behandlungslösun-

gen ergab einen Anteil von etwa 94,4% (Standardabweichung: ±0,4) des t18:0 in der

organischen Phase für die einfache Behandlungslösung und 16,2% (Standardabweichung:

±4,7) t18:0 für die kombinierte t18:0/t18:0-P-Behandlungslösung. Der weitaus gröÿere

Teil (83,8%) der LCB befand sich somit zusammen mit 100% des t18:0-P in der wässri-

gen Phase. Die Anwesenheit von t18:0-P führte demnach zu einer verminderten Verteilung

von t18:0 in der organischen Phase, was auch die passive Di�usion der Substanz durch

die Plasmamembran beeinträchtigen könnte.

3.1.4 Zelltod nach Vorbehandlung mit LCB-P

Zur Umgehung des Problems der schlechten t18:0-Aufnahme bei gemeinsamer Zugabe

mit t18:0-P wurde eine zeitversetzte Behandlung mit den beiden Sphingobasen vorge-

nommen. Es wurden Blattscheiben für 3 h in 100µM t18:0-P gelegt, bevor die Lösung

getauscht wurde und die Leitfähigkeitsmessung startete.

Die getrennte Immersion wurde mit der kombinierten Applikation von t18:0/t18:0-P ver-

glichen. Anders als nach gemeinsamer Zugabe von t18:0/t18:0-P löste die LCB nach Vor-

behandlung mit LCB-P einen Zelltod von etwa 13% (24 h) aus, der nicht von der Zell-

todinduktion durch t18:0 alleine zu unterscheiden war (Abbildung 6A). Durch die zeitlich

getrennte Aufnahme konnten hohe t18:0-P-Spiegel (300�350 nmol/g) in den Blattschei-

ben zusammen mit hohen t18:0-Spiegeln (300�430 nmol/g) erreicht werden, was bei der

gleichzeitigen Gabe, wie in den Experimenten zuvor, nicht in dem Maÿe möglich war (Ab-
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bildung 6B). Hohe Spiegel von t18:0-P im Gewebe waren damit nicht ausreichend, den

t18:0-induzierten Zelltod zu hemmen. Die Messung der Konzentrationen der Sphingoba-

sen in den Lösungen zeigte, dass die Gehalte von t18:0 bei der einfachen Gabe auch nach

vorheriger Immersion in t18:0-P schneller und in höherem Maÿe abnahmen als bei der

kombinierten Behandlung (Abbildung A3). Dies ist ein weiteres Zeichen für die bessere

Aufnahme von LCBs bei zeitlich getrennter Applikation.

Abbildung 6: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel in Blattscheiben nach zeitversetz-
ter Behandlung mit t18:0 und t18:0-P. (A) Zelltodinduktion nach zwei unterschied-
lichen Behandlungen. Blattscheiben wurden in der ersten Lösung eingelegt, nach 3 h mit
Wasser gewaschen und in der zweiten Behandlungslösung für die angegebene Zeit inku-
biert. Die Behandlungslösung bestand aus 100µM der jeweiligen Sphingobase oder einer
Kontrolle (2% Methanol in Wasser). Der Zelltod wurde durch Leitfähigkeitsmessung der
Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten, nach Beginn der Behandlung mit der zweiten
Lösung, bestimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit der gekochten Probe am Ende
des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde. (B) Spiegel von t18:0 und t18:0-
P in den Blattscheiben zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-MS/MS.
Vor der Sphingobasen-Extraktion wurden die Blattscheiben gewaschen, um die Behand-
lungslösung möglichst vollständig zu entfernen. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte
aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als
Fehlerbalken.

3.2 Untersuchungen zum Ein�uss von Sphingobasen auf den

Pathogen-induzierten Zelltod in A. thaliana

Hemibiotrophe Pathogene wie das Bakterium Pseudomonas syringae lösen Zelltod in

P�anzen aus. Dabei ist zwischen eher unspezi�schen Schädigungen, wie sie generell durch

Infektionen mit virulenten Stämmen entstehen können und spezi�schem programmier-

tem Zelltod zu unterscheiden, der durch Erkennung von avirulenten Stämmen im Wirt

ausgelöst wird. Von Peer et al. (2010) wurde ein stärkerer, langanhaltender Anstieg der

t18:0-Spiegel in A. thaliana nach Infektion mit avirulenten P. syringae gegenüber einem

schwachen, transienten Anstieg mit virulenten Bakterien beschrieben. Diese Hinweise las-

sen eine regulatorische Funktion von LCBs im Verlauf des programmierten Zelltods bei

P�anzen vermuten.
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3.2.1 Ein�uss von LCB und LCB-P auf Pseudomonas-induzierten Zelltod in

P�anzen und auf das Wachstum von Bakterien

Ein inhibierender E�ekt von LCBs und LCB-Ps nach exogener Zugabe auf den Pseudomo-

nas-induzierten Zelltod in Arabidopsis wurde von Magnin-Robert et al. (2015) nachgewie-

sen. Dort wurden unter anderem bei Koin�ltration von Sphingobasen (d18:0 oder t18:0-P)

und Pseudomonas eine niedrigere Produktion von reaktiven Sauersto�spezies und ein ver-

minderter Zelltod bei Leitfähigkeitsmessungen von Blattscheiben beobachtet. Dies stand

teilweise im Widerspruch zu dem in dieser Arbeit beschriebenen Zelltod-induzierenden

E�ekt von LCBs (Abbildung 4). Zur Untersuchung dieser hemmenden E�ekte von LCBs

und LCB-Ps auf den durch P. syringae ausgelösten Zelltod wurde hier zunächst das von

Magnin-Robert et al. (2015) beschriebene Experiment mit dem bereits getesteten Ver-

suchsaufbau durchgeführt. Hierfür wurden Blätter von A. thaliana mit dem Stamm Pseu-

domonas syringae pv. tomato DC3000 mit oder ohne Avirulenzfaktor AvrRpm1 in einer

Suspension gemeinsam mit Sphingobasen in�ltriert. Die Blattscheiben wurden direkt nach

In�ltration gestochen und die Leitfähigkeitsmessung nach Transferieren in Wasser begon-

nen. Der durch Pseudomonas (OD600 =0,01) ausgelöste Zelltod lag nach 24 h sowohl für

den virulenten Stamm (DC3000) als auch für den avirulenten Stamm (AvrRpm1 ) bei 30

bis 50% (Abbildung 7A). Die Form der Zelltodinduktion konnte dabei deutlich zwischen

Pst AvrRpm1 und DC3000 unterschieden werden. Während bei AvrRpm1 bereits in den

ersten 6 h ein Anstieg der Leitfähigkeit zu verzeichnen war, der bei den späteren Zeit-

punkten etwas weniger stark war, konnte bei DC3000 erst gegen Ende der Messung (22 h

und 24 h) ein sich entwickelnder Zelltod beobachtet werden. Dies spiegelt bei DC3000 den

unspezi�schen Zelltod wider, der vermutlich bei längerer Dauer des Experiments deutlich

stärker zunehmen würde. Im Gegensatz dazu steht für Pst AvrRpm1 -In�ltration die hy-

persensitive Antwort als schnelle Form des programmierten Zelltods. 72 h nach In�ltration

konnten auch phänotypisch diese unterschiedlichen Arten des Zelltods an den Blättern in

Form von gelben Bereichen bei AvrRpm1 und stark geschädigtem Gewebe bei DC3000 un-

terschieden werden (Abbildung 7A). Koin�ltration mit t18:0-P führte weder bei AvrRpm1

noch bei DC3000 zu einer Verringerung des Zelltods. Im Fall der gemeinsamen Gabe mit

AvrRpm1 lag er zu den früheren Zeitpunkten sogar etwas höher als bei der Einzelbehand-

lung mit den Bakterien. Dies unterscheidet sich von den Ergebnissen von Magnin-Robert

et al. (2015). Bei der Koin�ltration mit t18:0 konnte hingegen, unabhängig vom Pseudo-

monas-Stamm, die für d18:0 beschriebene starke Reduktion des Zelltods auch mit t18:0

bestätigt werden. Auch der Phänotyp der Blätter zeigte bei gemeinsamer Gabe von t18:0

und Bakterien keine Schädigungen (Abbildung 7A).

Dieses deutliche Ausbleiben des Zelltods bei gemeinsamer In�ltration von Pseudomonas

und t18:0 könnte in einem direkten E�ekt der Sphingobase auf die Bakterien begründet

sein. Aus dem medizinischen Bereich ist eine antibakterielle Wirkung von Sphingobasen

für mehrere Bakterien bekannt (Fischer et al., 2012). Um einen direkten Ein�uss von LCBs
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auf P. syringae bei den hier durchgeführten Experimenten zu untersuchen, wurden Bak-

teriensuspensionen der zehnfachen optischen Dichte, wie sie für die In�ltration der Blätter

genutzt wurden (OD600 =0,1 ≈̂ 5×107 KBE/ml), mit verschiedenen Konzentrationen der

LCB oder LCB-P versetzt.

Abbildung 7: Zelltodinduktion in Arabidopsis-Blattmaterial nach In�ltration von P. sy-

ringae und t18:0 oder t18:0-P und direkter Ein�uss der Sphingobasen auf
Bakterien. (A) Zelltodinduktion nach Koin�ltration von Pseudomonas syringae pv. to-
mato (Pst) und t18:0 oder t18:0-P. Blätter wurden mit Kontrolllösung (10mMMgCl2; 2%
DMSO), Pst DC3000, Pst AvrRpm1 (OD600=0,01) und/oder 100µM t18:0 oder 100µM
t18:0-P in�ltriert, anschlieÿend Blattscheiben gestochen und diese in Wasser eingelegt.
Der Zelltod wurde durch Leitfähigkeitsmessung des Wassers bei den angegebenen Zeit-
punkten, nach Immersion der Blattscheiben (0 h), bestimmt und bezieht sich auf die Leit-
fähigkeit der gekochten Probe am Ende des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt
wurde. Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und
der Standardabweichung als Fehlerbalken. Überzählige Blätter wurden 72 h nach In�ltra-
tion von den P�anzen abgetrennt und fotogra�ert. Maÿstabsbalken=1 cm. (B) E�ekt von
t18:0 und t18:0-P auf Bakterienzellzahl. Eine Suspension von Pst DC3000 (10mMMgCl2;
OD600=0,1; 2% DMSO) wurde mit t18:0 und/oder t18:0-P der angegebenen Konzentra-
tion angesetzt. Die Kombination enthielt je 100µM beider Sphingobasen. Verschiedene
Verdünnungen wurden zur Bestimmung koloniebildender Einheiten (KBE) ausplattiert.
Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken. (C) E�ekt von t18:0 und t18:0-P auf Bakterienwachstum. Flüssigmedium
(KB-Medium; 2% DMSO) wurde mit t18:0 und/oder t18:0-P der angegebenen Konzen-
tration angesetzt. Die Kombination enthielt je 100µM beider Sphingobasen. Anschlieÿend
wurde das Medium mit Pst DC3000 auf eine OD600 von 0,01 inokuliert (10mM MgCl2
als Kontrolle) und bei 28� unter Schütteln für die angegebene Zeit inkubiert. Die OD595

wurde stündlich gemessen. Werte sind Mittelwerte aus acht unabhängigen Proben mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken. Aufgrund besserer Übersichtlichkeit wurde nur bei
jedem vierten Datenpunkt die Standardabweichung dargestellt.
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Es zeigte sich, dass die Anwesenheit von 100µM t18:0 die Anzahl lebender Bakterien

in der Suspension um etwas mehr als den Faktor Eintausend reduziert (Abbildung 7B).

Eine ähnlich starke Reduktion lieÿ sich bei der Kombination der beiden Sphingobasen

t18:0/t18:0-P feststellen, während niedrigere Konzentrationen der LCB und LCB-P allei-

ne keinen starken E�ekt auf die Zellzahl hatten. Lediglich bei 10µM t18:0 konnte noch

ein leichter, aber dennoch signi�kanter E�ekt (P<0,035 in zweiseitigem Zweistichproben-

t-Test) beobachtet werden. Da der durch die Sphingobasen beein�usste pH-Wert der Sus-

pensionen einen negativen E�ekt auf die Bakterien haben könnte, wurde das Experiment

mit gepu�erter Lösung (100mM Tris-HCl; pH 7,2) wiederholt. Dabei wurden ähnliche

Ergebnisse erzielt (Daten nicht gezeigt). Hingegen wurde bei der Verwendung dichterer

Bakterienkulturen (OD600 =1) für 100µM t18:0 nur die leichte Reduktion der Zellzahl,

wie sie im hier dargestellten Experiment mit 10µM t18:0 zu sehen war, festgestellt.

Als einen zweiten Ansatz zur besseren Charakterisierung des E�ekts von LCBs auf Bakte-

rien wurde das Wachstum von P. syringae-Flüssigkulturen in Anwesenheit von t18:0 und

t18:0-P untersucht. Dazu wurde Flüssigmedium mit den Sphingobasen versetzt und mit

Pseudomonas inokuliert. Das Wachstum der Kulturen wurde anhand der optischen Dichte

dokumentiert. Vor Inokulation mit den Bakterien wurde der pH-Wert des Mediums mit

der LCB oder LCB-P bestimmt um sicherzugehen, dass eine ausreichende Pu�erkapazi-

tät vorhanden war. Der pH-Wert lag dabei stets beim Wert des Mediums ohne Zusatz

(pH7,2). Nach Inokulation der Kulturen zeigte sich bei 100µM t18:0 und der gemein-

samen Anwesenheit von t18:0/t18:0-P kein Wachstum der Bakterien in einem Zeitraum

von 72 h (Abbildung 7C). Demgegenüber verhält sich die Zunahme der optischen Dich-

te beim Zusatz von 10µM t18:0 oder 100µM t18:0-P ähnlich wie in der Kultur ohne

Sphingobasen. Dies steht in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Bestimmung der

Zellzahl (Abbildung 7B) und bestätigt den negativen E�ekt von LCBs auf Bakterien. Be-

merkenswerterweise konnte der gleichzeitige Zusatz von t18:0-P diesen negativen E�ekt

nicht hemmen. Die bei P�anzen beobachtete reduzierte Aufnahme der Sphingobasen bei

äquimolarer Zugabe von LCBs/LCB-Ps scheint bei Bakterien nicht der Fall zu sein. Die

hier gezeigten Experimente für den E�ekt von Sphingobasen auf P. syringae wurden auch

mit E. coli durchgeführt, wobei gleiche Ergebnisse erzielt wurden (Daten nicht gezeigt).

3.2.2 Ein�uss von LCB und LCB-P auf den AvrRpm1-induzierten Zelltod

Für eine weitergehende Untersuchung eines Ein�usses von LCBs oder LCB-Ps auf den

programmierten Zelltod in P�anzen konnte, neben dem avirulenten Stamm von P. sy-

ringae, der E�ekt auf die direkt durch den Avirulenzfaktor verursachte hypersensitive

Antwort getestet werden. Dazu wurde auf die transgene Arabidopsis-Linie Dex:AvrRpm1-

HA zurückgegri�en (Geng und Mackey, 2011), die es ermöglicht das bakterielle Typ-

III-E�ektorprotein (AvrRpm1) unter der Kontrolle eines Dexamethason-induzierbaren

Promotors zu exprimieren. Hiermit konnte programmierter Zelltod in den Leitfähigkeit-



52 Ergebnisse

basierten Blattscheibenexperimenten spezi�scher ausgelöst werden, was die experimentel-

len Möglichkeiten zur Applikation der Sphingobasen erweiterte.

Zunächst wurde die Linie mit hohen Konzentrationen von Dexamethason (50µM) getes-

tet, um die Zelltodreaktion nach der möglichst vollständigen Induktion des Promotors zu

charakterisieren. Dabei wurde schon nach 6 h ein Zelltod von etwa 65% erreicht, wobei

kein E�ekt von zusätzlich zugesetztem t18:0-P sichtbar war (Anhang, Abbildung A4). In

der Folge wurden niedrigere Konzentrationen von Dexamethason (50 nM) verwendet, um

eine schwächere Entwicklung des Zelltods zu erreichen und einen E�ekt der Sphingobasen

besser einschätzen zu können. Die Sphingobasen wurden dabei auf zwei Weisen zugesetzt:

Zum einen durch In�ltration vor Induktion der AvrRpm1-Expression und zum anderen

gleichzeitig mit Dexamethason. In keinem der Fälle führten t18:0 oder t18:0-P zu einer

Reduktion des AvrRpm1-induzierten programmierten Zelltods (Abbildung 8). Au�ällig

war die verzögerte Induktion des Zelltods, sodass 2 h nach Zugabe des Dexamethasons

noch keine Reaktion festgestellt werden konnte, was auf die Zeit bis zur Expression des

Avirulenzproteins hinweisen könnte. Dies war ähnlich zu den zuvor durchgeführten Expe-

rimenten mit Pst AvrRpm1 (Abbildung 7A). Bei gleichzeitiger Zugabe des t18:0 zeigte

sich die schnellere Zelltodreaktion bereits nach 2 h, obwohl diese zu späteren Zeitpunk-

ten zusammen mit Dexamethason zu keiner höheren Leitfähigkeit führte als die Zugabe

des Induktors alleine (Abbildung 8B). Selbst die vergleichsweise niedrige Konzentration

des Dexamethasons von 50 nM löste einen höheren Zelltod als die alleinige Behandlung

mit t18:0 aus, die in Abbildung 8A durch In�ltration, wie in den Experimenten zuvor,

nicht von der Kontrolle zu unterscheiden war und in Abbildung 8B durch Immersion der

Blattscheiben etwa 15% Zelltod nach 24 h erreichte.

Abbildung 8: Ein�uss von t18:0 und t18:0-P auf AvrRpm1-induzierten Zelltod in Blattschei-
ben. (A) Zelltodinduktion durch AvrRpm1-Expression nach Vorin�ltration mit t18:0 oder
t18:0-P. Blätter der Linie Dex:AvrRpm1-HA wurden mit Kontrolllösung (2% Methanol
in Wasser), 100µM t18:0 oder 100µM t18:0-P in�ltriert, anschlieÿend Blattscheiben ge-
stochen und diese in Kontrolllösung oder 50 nM Dexamethason eingelegt. (B) Zelltodin-
duktion durch AvrRpm1-Expression in Anwesenheit von t18:0 oder t18:0-P. Blattscheiben
der Linie Dex:AvrRpm1-HA wurden in Kontrolllösung (2% Methanol in Wasser), 100µM
t18:0, 100µM t18:0-P und/oder 50 nM Dexamethason eingelegt. Der Zelltod in (A) und
(B) wurde durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten
nach Immersion der Blattscheiben (0 h) bestimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit
der gekochten Probe am Ende des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde.
Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der
Standardabweichung als Fehlerbalken.
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3.3 Untersuchungen zum Zelltod in A. thaliana-Mutanten von

Enzymen des Sphingobasen-Metabolismus

Sphingobasen bilden die Ausgangsbausteine der Biosynthese von komplexeren Sphingoli-

piden. In P�anzen wurden in der Vergangenheit zahlreiche Mutanten von Enzymen des

Sphingobasen- und Sphingolipid-Metabolismus charakterisiert und hinsichtlich eines Phä-

notyps untersucht. Neben grundsätzlichen E�ekten auf die Entwicklung unter optima-

len Wachstumsbedingungen, die in einzelnen knockout-Mutanten eher selten zu �nden

sind, wurden zahlreiche in Verbindung mit Zelltod stehende Phänotypen unter biotischen

Stressbedingungen beschrieben (Berkey et al., 2012). Trotz der Charakterisierung dieser

Mutanten im Hinblick auf die Reaktion gegenüber Zelltod-auslösenden Bedingungen sind

Untersuchungen in Verbindung mit den dabei herrschenden Gehalten von Sphingobasen

in der Minderheit. Speziell das Verhältnis von phosphorylierten zu nicht-phosphorylierten

Sphingobasen in Mutanten, die diesen Teil des Metabolismus betre�en, wurden dabei bis-

her weniger genau bestimmt. Dieses Verhältnis ist für die Hypothese eines Antagonismus

von LCBs und LCB-Ps bei Zelltodreaktionen von groÿer Bedeutung.

Hier �el das Interesse auf Mutanten von Enzymen des Sphingobasen-Metabolismus, die an

der Konvertierung von LCBs/LCB-Ps durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung oder

der Degradierung beteiligt sind. Als solche wurden in A. thaliana als LCB-Kinase SPHK1,

LCB-P-Phosphatase SPP1 und LCB-P-Lyase DPL1 beschrieben (Nakagawa et al., 2012;

Tsegaye et al., 2007; Worrall et al., 2008). Diese sind nach den zuerst untersuchten homolo-

gen Enzymen in Tieren oder Saccharomyces cerevisiae als Sphingosin-Kinase 1 (SPHK1),

Sphingosin-1-Phosphat-Phosphohydrolase 1 (SPP1) und Dihydrosphingosin-1-Phosphat-

Lyase 1 (DPL1) benannt. Die für Arabidopsis verfügbaren T-DNA-Insertionsmutanten

der Gene, die für diese Enzyme kodieren, wurden bezogen, mit PCR genotypisiert und

falls nötig, zur Homozygotie vermehrt. Dabei wurden, wenn vorhanden, sowohl mehrere

knockout-Linien mit T-DNA-Insertion im kodierenden Bereich als auch potenzielle Über-

expressionslinien mit einer T-DNA-Insertion im Promotor herangezogen (siehe Abschnitt

2.1.3, Tabelle 3 für eine Übersicht der Mutantenlinien). Nachdem diese Linien etabliert

waren, wurde die Expression der betro�enen Gene mittels qRT-PCR untersucht. Für jede

der Linien wurde je nach knockout oder Überexpression eine starke Reduktion beziehungs-

weise Erhöhung der Transkriptmenge des entsprechenden Gens gezeigt (Anhang, Abbil-

dung A5). Diese entsprachen den beschriebenen E�ekten (Nakagawa et al., 2012; Worrall

et al., 2008). Allerdings wurde, anders als bei Nakagawa et al. (2012), keine gleichzeitige

Reduktion der Genexpression von DPL1 in den Mutantenlinien spp1 festgestellt. Obwohl

bei einem knockout durch T-DNA-Insertion die Detektion des Transkripts auf diese Weise

nicht reduziert sein muss, da je nach genauem Ort der Insertion immer noch verkürzte oder

veränderte mRNA, abhängig von den Primer-Bindestellen, nachgewiesen werden kann, ist

für die Feststellung der Überexpression diese Analyse wichtig. Während für SPHK1 -OE

die starke Überexpression um das etwa 65fache noch etwas höher lag als von Worrall et
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al. (2008) berichtet, konnte für die erstmals untersuchte Linie SPP1 -OE eine moderate

Überexpression um das Vierfache beobachtet werden (Anhang, Abbildung A5).

3.3.1 Evaluierung des Zelltods nach Zugabe von LCB in Mutanten des

LCB/LCB-P-Metabolismus

Da keine der Linien einen veränderten Phänotyp unter normalen Wachstumsbedingungen

zeigte, wurde die Zelltodinduktion nach Zugabe von LCBs charakterisiert. Dabei lag der

Fokus zunächst auf den Linien, bei denen ein direkter Ein�uss auf das Verhältnis von

LCBs/LCB-Ps durch stärkere oder verminderte Phosphorylierung der zugesetzten LCB

beziehungsweise folgender erneuter Dephosphorylierung der gebildeten LCB-P erwartet

wurde. Als solche waren hier besonders die Mutanten der LCB-Kinase und der LCB-

P-Phosphatase von Interesse. Deshalb wurden Blattscheiben der Linien, mit Ausnahme

von dpl1-1 und dpl1-2, mit t18:0 behandelt und der Zelltod mittels Leitfähigkeitsmessung

bestimmt. Wie in vorigen Experimenten zeigte sich nach Zugabe von t18:0 die Zelltodin-

duktion mit etwa 14% Zelltod für den Wildtyp (Col-0) nach 24 h. Die verschiedenen

Genotypen unterschieden sich dabei kaum bezüglich des induzierten Zelltods voneinan-

der. Für SPHK1 -KD als knockdown-Linie der LCB-Kinase konnte mit 16,5% die stärkste,

aber nicht signi�kant unterschiedliche Reaktion beobachtet werden (Abbildung 9A).

Abbildung 9: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel in Blattscheiben von Mutanten
des LCB/LCB-P-Metabolismus nach Behandlung mit t18:0. (A) Zelltodindukti-
on nach Immersion in t18:0. Blattscheiben der angegebenen Genotypen wurden in Kon-
trolllösung (2% Methanol in Wasser) oder 100µM t18:0 eingelegt. Der Zelltod wurde
durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und
bezieht sich auf die Leitfähigkeit der gekochten Probe am Ende des Experiments, welche
als 100% Zelltod gesetzt wurde. (B) Spiegel von t18:0 und t18:0-P in den mit 100µM
t18:0 behandelten Blattscheiben zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-
MS/MS. Vor der Sphingobasen-Extraktion wurden die Blattscheiben gewaschen, um die
Behandlungslösung möglichst vollständig zu entfernen. Werte in (A) und (B) sind Mittel-
werte aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung
als Fehlerbalken. Sternchen zeigen Signi�kanzniveaus<0,05 des jeweiligen Genotyps. Für
Zelltodmessungen in (A) wurden Niveaus mittels ANOVA für die Interaktion der festge-
setzten Faktoren �Genotyp� und �t18:0-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate
berechnet. Für Spiegel in (B) wurden Signi�kanzniveaus mittels allgemeinem linearem
Modell für den Faktor �Genotyp� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet.

Bei einer zeitlichen Analyse der Spiegel von LCBs und LCB-Ps in den mit t18:0 be-
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handelten Blattscheiben lieÿen sich für t18:0-P groÿe Unterschiede zwischen den Linien

feststellen (Abbildung 9B). So waren die Spiegel in den Linien SPHK1 -KD und in gerin-

gerem Umfang SPP1 -OE gegenüber dem Wildtyp reduziert. Demgegenüber fanden sich in

SPHK1 -OE mit 190 bis 240 nmol/g, besonders zu den frühen Zeitpunkten (2 h, 6 h), zehn-

fach höhere Gehalte von t18:0-P als im Wildtyp, während spp1-1 und spp1-2 zu diesen

Zeitpunkten zwischen drei- und vierfach höhere Gehalte als Col-0 aufwiesen (Abbildung

9B). Die Spiegel von t18:0 waren zu allen untersuchten Zeitpunkten mit Schwankungen

von 190 (2 h, spp1-1 ) bis 370 nmol/g (6 h, SPP1 -OE) deutlich ähnlicher zwischen den

Genotypen und es konnte keine signi�kante, generelle Erhöhung der LCB beobachtet wer-

den. Dies liegt vermutlich an der starken Zufuhr durch direkte Behandlung mit der hohen

Konzentration von t18:0. Trotz des deutlich höheren Verhältnisses der Spiegel von t18:0-

P/t18:0 bei SPHK1 -OE im Vergleich zum Wildtyp wurde in dieser Mutante nicht weniger

Zelltod induziert.

Ein Unterschied zwischen den Genotypen bei späteren Zeitpunkten (24 h) konnte bei den

Gehalten der Ceramide t18:0-c16:0 und t18:1-c16:0 erkannt werden (Anhang, Abbildung

A6A). Diese stiegen bei Behandlung mit t18:0 stark an, wobei die Zunahme in den Mu-

tanten spp1-1, spp1-2 und SPHK1 -OE deutlich geringer aus�el. Dies könnte daran liegen,

dass hier die Abführung der LCB verstärkt über die Phosphorylierung zu t18:0-P erfolg-

te (Abbildung 9B). Als Kontrolle der basalen Spiegel der Sphingobasen und Ceramide

wurden diese zum 24 h-Zeitpunkt bestimmt. Für t18:0 konnten in diesem Experiment

die basalen Spiegel, vermutlich aufgrund einer geringeren Messsensitivität, nicht detek-

tiert werden. Die basalen Gehalte von t18:0-P konnten im Wildtyp und in den meisten

Mutanten nach Kontrollbehandlung aufgrund der geringen Menge an Blattmaterial (5

Blattscheiben pro Probe), wie in vorigen Experimenten, nicht bestimmt werden (verglei-

che Abbildungen 4, 5, 6). Nur spp1-1 und spp1-2 zeigten Spiegel von 7�8 nmol/g t18:0-P

(Abbildung A6B). Aus einer Bestimmung der Nachweisgrenze mit gelöstem LCB-P konn-

te geschlossen werden, dass diese bei ungefähr 1 nmol/g lag und somit in den Mutanten

der LCB-P-Phosphatase erhöht war. Interessanterweise konnten bei der Linie mit den

höchsten t18:0-P-Spiegeln nach t18:0-Behandlung, SPHK1 -OE, keine so hohen basalen

LCB-P-Spiegel nachgewiesen werden.

3.3.2 Evaluierung des FB1-induzierten E�ekts auf das Wachstum in Mutanten

des LCB/LCB-P-Metabolismus

Um zu untersuchen wie die Spiegel von LCBs und LCB-Ps ohne externe Zugabe der

Sphingobasen den Zelltod in P�anzen beein�ussen, konnte auf FumonisinB1 (FB1) zu-

rückgegri�en werden. Dieses Toxin aus nekrotrophen Ascomyceten der Gattung Fusarium

löst in P�anzen Zelltod mit Merkmalen der hypersensitiven Antwort aus. FB1 führt über

die Hemmung von Ceramid-Synthasen zu einem starken Anstieg der Sphingobasen (Abbas

et al., 1994; Markham et al., 2011). Es wurde in zahlreichen Untersuchungen bei P�anzen
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verwendet, in denen mehrere Mutanten von Enzymen des Sphingolipid-Metabolismus mit

einem veränderten Phänotyp gegenüber FB1 beschrieben wurden (Berkey et al., 2012).

Abbildung 10: E�ekt von FumonisinB1 auf Wachstum und Sphingobasen-Spiegel von Ara-

bidopsis-Keimlingen. (A) Wachstum verschiedener Genotypen auf Kontrollmedium
(links) und Medium mit 0,5µM FB1 (rechts). Keimlinge wurden für 12 Tage nach der
Aussaat auf dem Medium angezogen und anschlieÿend in die drei Kategorien �Groÿ�,
�Mittel� und �Klein� eingeteilt. Prozentwerte für die Anzahl der P�anzen in den drei
Kategorien wurden anhand von Platten mit 55 Keimlingen pro Genotyp berechnet.
Werte sind Mittelwerte von vier unabhängigen Platten mit der Standardabweichung
als Fehlerbalken. (B) Phänotyp der verschiedenen Genotypen nach Wachstum auf Kon-
trollmedium (obere Reihe) und Medium mit 0,5µM FB1 (untere Reihe) für 12 Tage.
Maÿstabsbalken=1 cm. (C) Spiegel von d18:0, d18:0-P, t18:0 und t18:0-P von Keim-
lingen der verschiedenen Genotypen nach Wachstum auf Medium mit 0,5µM FB1 für
12 Tage, gemessen mit HPLC-MS/MS. Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen
Proben mit je 25�50 Keimlingen einer Platte und der Standardabweichung als Fehler-
balken. Sternchen zeigen Signi�kanzniveaus<0,05 des jeweiligen Genotyps und wurden
mittels allgemeinem linearem Modell für eine Interaktion der Faktoren �Genotyp� und
�FB1-Behandlung� für jede der vier Sphingobasen berechnet.
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Falls höhere Spiegel von LCB-Ps einen antagonistischen E�ekt auf den LCB-induzierten

Zelltod haben, wurde angenommen, dass eine erhöhte Sensitivität gegenüber FB1 in Mu-

tanten mit einem niedrigeren Verhältnis von phosphorylierten zu nicht-phosphorylierten

Sphingobasen korreliert. Die Sensitivität gegenüber FB1 kann in A. thaliana unter ande-

rem als E�ekt auf das Wachstum von Keimlingen charakterisiert werden. Dazu wurden

Mutanten und Wildtyp auf Medium mit FB1 angezogen und nach 12-tägigem Wachstum

hinsichtlich Gröÿe und Schädigung verglichen. Wie in Abbildung 10A ersichtlich, führte

FB1 zu einer erhöhten Anzahl kleinerer, geschädigter P�anzen. Diese Verschiebung zu klei-

neren Keimlingen war am stärksten in den Mutanten dpl1-1, dpl1-2 und SPHK1 -OE, bei

denen fast jede P�anze in diese Kategorie �el. Zusätzlich konnte zwischen dpl1-1/dpl1-

2 und SPHK1 -OE die Art der Schädigung unterschieden werden. Während Keimlinge

von dpl1-1 und dpl1-2 zumeist zwei kleinere Blätter ausbildeten, die schlieÿlich chloro-

tisch wurden, waren Keimlinge von SPHK1 -OE noch etwas kleiner (Abbildung 10B).

Trotz dieses leicht unterschiedlichen Phänotyps wurden die P�anzen dieser Linien für

Abbildung 10A als klein kategorisiert (siehe Anhang, Abbildung A7A für Beispiele der

Kategorien). Auch SPHK1 -KD und SPP1 -OE zeigten eine höhere Sensitivität als Col-0,

wohingegen spp1-1 und spp1-2 dem Wildtyp ähnlich waren (Abbildung 10A,B).

Bei der Analyse der Sphingobasen-Spiegel nach 12-tägigem Wachstum auf FB1-Medium

lieÿen sich für dpl1-1, dpl1-2 und SPHK1 -OE zwei- bis vierfach höhere Gehalte von d18:0-

P und t18:0-P als im Wildtyp beobachten (Abbildung 10C). Im Gegensatz dazu waren

die Gehalte der LCB-Ps in SPHK1 -KD und SPP1 -OE um das bis zu Zehnfache redu-

ziert. Dafür wiesen diese beiden Mutanten im Vergleich zu Col-0 zwei- bis dreifach höhere

Spiegel von d18:0 und t18:0 auf. Eine Zusammenstellung der Verhältnisse von LCB-Ps zu

LCBs �ndet sich im Anhang (Tabelle A3). Auÿerdem konnten in diesem Versuch bei Ein-

�uss von FB1, neben den am häu�gsten vorkommenden LCB-Ps (d18:0-P und t18:0-P),

auch d18:1-P und t18:1-P detektiert werden. Diese waren in dpl1-1 und dpl1-2 stark er-

höht, auch wenn die absoluten Spiegel mit maximal 6 nmol/g gegenüber den Hauptspezies

der LCB-Ps zu vernachlässigen waren (Anhang, Abbildung A7B). Ebenso konnte für die

Ceramide t18:0-c16:0 und t18:1-c16:0 bei Wachstum auf Medium mit FB1 eine deutliche

Erhöhung in den beiden knockout-Mutanten der LCB-P-Lyase, im Vergleich zumWildtyp,

festgestellt werden. Die basalen Spiegel der Sphingobasen und Ceramide in der Kontrolle

unterschieden sich kaum zwischen den Genotypen mit Ausnahme der Gehalte von t18:0-P,

die wiederum nur in spp1-1 und spp1-2 zu detektieren waren (Anhang, Abbildung A7C).

Da die Mutanten mit der gröÿten Sensitivität gegenüber FB1 (dpl1-1, dpl1-2 und SPHK1 -

OE) dabei auch die höchsten Spiegel der LCB-Ps aufwiesen, wurde untersucht, wie sich

diese Mutanten in Kombination mit einem knockout der LCB-P-Phosphatase (spp1-1,

spp1-2 ) verhielten, der bei Kontrollbedingungen die höchsten basalen Spiegel von phos-

phorylierten Sphingobasen besaÿ, allerdings keinen veränderten FB1-Phänotyp erkennen

lieÿ. Durch Kreuzung der Linien wurden die beiden Doppelmutanten SPHK1 -OE× spp1-
2 und spp1-2 × dpl1-1 erzeugt, die anschlieÿend bis zur Homozygotie beider mutierter
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Gene vermehrt wurden. Aussaat und Wachstum der Doppelmutanten auf FB1-Medium

zeigte für spp1-2 × dpl1-1 keinen Unterschied zu dpl1-1, während Keimlinge von SPHK1 -

OE× spp1-2 noch etwas kleiner erschienen als SPHK1 -OE (Anhang, Abbildung A7D).

Bei einer Analyse der basalen Sphingobasen-Spiegel konnten für SPHK1 -OE× spp1-2 im

Vergleich zu den 4�5 nmol/g t18:0-P in spp1-2 (Abbildung A7C) etwa 25 nmol/g der

LCB-P gemessen werden.

3.3.3 Evaluierung des Zelltods nach Zugabe von FB1 in Mutanten des

LCB/LCB-P-Metabolismus

Um die Korrelation zwischen dem FB1-induzierten Zelltod und den Spiegeln von LCBs und

LCB-Ps genauer untersuchen zu können, wurden die Arabidopsis-Linien für Leitfähigkeit-

basierte Blattscheibenexperimente mit Charakterisierung der Zelltodinduktion und Ent-

wicklung der Sphingobasen-Spiegel nach direkter Behandlung mit FB1 verwendet. Da sich

der Zelltod nach Zugabe von FB1 langsamer entwickelte als nach Behandlung mit LCBs,

wurde die Dauer des Experiments gegenüber diesen Versuchen auf drei Tage verlängert,

wobei die Gehalte der LCBs/LCB-Ps an jedem der Tage bestimmt wurden. Zwei der Mu-

tanten, SPHK1 -KD und SPP1 -OE, zeigten bereits nach zwei Tagen einen höheren Zelltod

als Col-0, welcher nach drei Tagen auf 40�50% anstieg. Für SPHK1 -OE lieÿ sich nach

72 h ein knapp zweifach höherer Zelltod erkennen, während spp1-1 und spp1-2 ähnlich

dem Wildtyp waren (Abbildung 11A).

Stärkerer Zelltod in den Linien SPHK1 -KD und SPP1 -OE wurde von stark erhöhten

Spiegeln der LCBs begleitet. Bemerkenswerterweise war für SPHK1 -KD bereits nach 26 h

der Gehalt von d18:0 mit etwa 160 nmol/g um das 18fache höher als in Col-0. Demgegen-

über stand für t18:0 ab dem zweiten Tag (26, 50, 72 h) nur eine Erhöhung um das Drei-

bis Vierfache (Abbildung 11B). Für SPP1 -OE wurden sowohl für d18:0 als auch für t18:0

deutlich höhere Spiegel als im Wildtyp gemessen. Beide Linien, SPHK1 -KD und SPP1 -

OE, wiesen zu allen Zeitpunkten im Vergleich zu Col-0 niedrigere Gehalte der LCB-Ps

d18:0-P und t18:0-P auf. Die beobachteten Unterschiede der phosphorylierten Sphingo-

basen waren zwischen den Linien über alle Zeitpunkte hinweg allerdings nicht so groÿ

wie die der LCBs. SPHK1 -OE zeigte Wildtyp-Spiegel von d18:0-P und t18:0-P zwischen

einem und drei Tagen nach Beginn der FB1-Behandlung, während die Gehalte der LCBs

d18:0 und t18:0 signi�kant höher lagen.

Bei den Ceramid-Spiegeln nach Behandlung mit FB1 oder in der Kontrolle sowie bei

den basalen Spiegeln der Sphingobasen konnten keine starken Unterschiede zwischen den

Linien festgestellt werden (Anhang, Abbildung A8AB). Der in Abbildung 11A mittels

Leitfähigkeitsmessung bestimmte Zelltod nach FB1-Behandlung konnte auch optisch un-

terschieden werden. Nach 72 h in der Lösung erschienen die Blattscheiben der Linien mit

den höchsten gemessenen Zelltodwerten (SPHK1 -KD und SPP1 -OE) etwas gelblicher als

die anderen Genotypen (Anhang, Abbildung A8C).
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Abbildung 11: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel in Blattscheiben von Mutanten
des LCB/LCB-P-Metabolismus nach Behandlung mit FumonisinB1. (A) Zell-
todinduktion nach Immersion in FB1. Blattscheiben der angegebenen Genotypen wur-
den in Kontrolllösung (1% Methanol in Wasser) oder 50µM FB1 eingelegt. Der Zelltod
wurde durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten be-
stimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit der gekochten Probe am Ende des Expe-
riments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde. (B) Spiegel von d18:0, d18:0-P, t18:0
und t18:0-P in den mit 50µM FB1 behandelten Blattscheiben zu den angegebenen Zeit-
punkten, gemessen mit HPLC-MS/MS. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte aus vier
unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Fehler-
balken. Sternchen zeigen Signi�kanzniveaus<0,05 des jeweiligen Genotyps. Für Zelltod-
messungen in (A) wurden Niveaus mittels ANOVA für die Interaktion der festgesetzten
Faktoren �Genotyp� und �FB1-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berech-
net. Für Spiegel in (B) wurden Signi�kanzniveaus mittels allgemeinem linearem Modell
für den Faktor �Genotyp� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet.

3.3.4 Analyse des FB1-induzierten Zelltods in den knockout-Mutanten dpl1

Die Mutanten der LCB-Kinase SPHK1 und der LCB-P-Phosphatase SPP1 wurden in

Blattscheibenexperimenten nach Zugabe von 50µM FumonisinB1 untersucht. Neben die-

sem Experiment wurden auch geringere Konzentrationen des Mykotoxins (10µM) ver-

wendet, um die Zelltodinduktion in den verschiedenen Linien zu charakterisieren. Dabei

zeigten sich die gleichen Tendenzen hinsichtlich der Sensitivität gegenüber FB1 (Anhang,

Abbildung A9). Allerdings war die Induktion des Zelltods deutlich geringer, sodass signi-
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�kante Unterschiede nur für SPHK1 -KD erkannt wurden. Die Linien mit der stärksten

Sensitivität beim Wachstum in Gegenwart von FB1 waren knockout-Mutanten der LCB-

P-Phosphatase, dpl1-1 und dpl1-2 (Abbildung 10). Diese Mutanten wurden deshalb bei

geringerer FB1-Konzentrationen in Blattscheibenexperimenten getestet.

Abbildung 12: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel in Blattscheiben der knockout-
Mutanten dpl1 nach Behandlung mit FumonisinB1. (A) Zelltodinduktion nach
Immersion in FB1. Blattscheiben der angegebenen Genotypen wurden in Kontrolllösung
(1% Methanol in Wasser) oder 10µM FB1 eingelegt. Der Zelltod wurde durch Leitfä-
higkeitsmessung der Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und bezieht
sich auf die Leitfähigkeit der gekochten Probe am Ende des Experiments, welche als
100% Zelltod gesetzt wurde. (B) Spiegel von d18:0, d18:0-P, t18:0 und t18:0-P in den
mit 10µM FB1 behandelten Blattscheiben zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen
mit HPLC-MS/MS. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Pro-
ben mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Fehlerbalken. Sternchen
zeigen Signi�kanzniveaus<0,05 des jeweiligen Genotyps. Für Zelltodmessungen in (A)
wurden Niveaus mittels ANOVA für die Interaktion der festgesetzten Faktoren �Geno-
typ� und �FB1-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet. Für Spiegel
in (B) wurden Signi�kanzniveaus mittels allgemeinem linearem Modell für den Faktor
�Genotyp� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet.

Beide dpl1 -Mutanten zeigten, im Vergleich zu Col-0, zwei Tage (50 h) nach Zugabe von

FB1 einen höheren Zelltod, der nach drei Tagen auf bis zu 85% anstieg (Abbildung 12A).

Die Spiegel der vier Sphingobasen d18:0, t18:0, d18:0-P und t18:0-P waren ab 26 h nach

Beginn der FB1-Behandlung alle stark erhöht. Besonders die LCB-Ps waren um das etwa



Ergebnisse 61

50fache für dpl1-1 und um das 20fache für dpl1-2 stärker akkumuliert als im Wildtyp

(Abbildung 12B). Zu allen Zeitpunkten wiesen die dpl1 -Mutanten dabei ein höheres Ver-

hältnis von phosphorylierten zu nicht-phosphorylierten Sphingobasen auf (Anhang, Ta-

belle A3).

Wie bei der Untersuchung des Ein�usses von FB1 auf das Wachstum (Anhang, Abbildung

A7B) konnten bei dpl1-1 und dpl1-2 in Gegenwart des Mykotoxins beim Blattscheiben-

experiment geringe Gehalte der LCB-Ps d18:1-P, t18:1-P und ein stärkerer Anstieg der

Ceramide t18:0-c16:0 und t18:1-c16:0 nachgewiesen werden (Anhang, Abbildung A10A).

3.3.5 Analyse des FB1-induzierten Zelltods bei Überexpression von DPL1

Anders als für die in dieser Arbeit untersuchten Mutanten der LCB-Kinase SPHK1 und

LCB-P-Phosphatase SPP1 waren bisher für DPL1 keine Überexpressionslinien bekannt

oder beschrieben. Die starke Sensitivität der knockout-Mutanten dpl1 gegenüber Fumo-

nisinB1 in Wachstums- und Blattscheibenexperimenten (Abbildungen 10, 12) mit stark

erhöhten Spiegeln der LCB-Ps lieÿ dieses Enzym für die Untersuchung des Antagonismus

von LCBs/LCB-Ps besonders interessant werden. Daher wurde die kodierende Sequenz

von DPL1 mit dem von Zuo et al. (2000) entwickelten β-Estradiol-induzierbaren Ex-

pressionssystem kloniert. Nach stabiler Transformation von A. thaliana erlaubte dies die

Überexpression von DPL1 unter der Kontrolle eines β-Estradiol-induzierbaren Promo-

tors durch Behandlung mit dem Hormon. Durch Selektion und Vermehrung wurde so in

der dritten Generation nach Transformation die homozygote Linie XVE-HA-DPL1 mit

einfacher T-DNA-Insertion an unbekannter Stelle im Genom etabliert.

Abbildung 13: E�ekt von FumonisinB1 auf Wachstum von Keimlingen bei induzierbarer
Überexpression von DPL1. (A) Wachstum der Linie XVE-HA-DPL1 auf Kontroll-
medium, Medium mit 10µM β-Estradiol, Medium mit 0,5µM FB1 oder Medium der
Kombination von β-Estradiol und FB1. Keimlinge wurden für 12 Tage nach der Aussaat
auf dem Medium angezogen und anschlieÿend in die drei Kategorien �Groÿ�, �Mittel�
und �Klein� eingeteilt. Prozentwerte für die Anzahl der P�anzen in den drei Kategorien
wurden anhand von Platten mit 49 Keimlingen berechnet. Werte sind Mittelwerte von
zwei unabhängigen Platten mit der Standardabweichung als Fehlerbalken. (B) Phänotyp
der Linie XVE-HA-DPL1 nach Wachstum auf den verschiedenen Medien für 12 Tage.
Maÿstabsbalken=1 cm.

Zunächst wurde die Linie XVE-HA-DPL1 zur Untersuchung der DPL1 -Überexpression

auf den FB1-induzierten Zelltod in einem Wachstumsexperiment getestet. Dazu wurden



62 Ergebnisse

Keimlinge der transgenen Linie auf Medium mit β-Estradiol und/oder FB1 angezogen.

Während β-Estradiol keinen negativen Ein�uss auf das Wachstum hatte, konnte der Ef-

fekt des FB1 auf die P�anzen durch Anwesenheit des Hormons im Medium verringert

werden. Dies zeigte sich nicht erst nach Einteilung der gewachsenen Keimlinge in Kate-

gorien (Abbildung 13A), sondern konnte bereits bei einfachem Betrachten der Platten

erkannt werden (Abbildung 13B).

Abbildung 14: Zelltodinduktion und Sphingobasen-Spiegel in Blattscheiben nach Behand-
lung mit FumonisinB1 bei induzierbarer Überexpression von DPL1. (A) Zell-
todinduktion nach Immersion in β-Estradiol und FB1. Blattscheiben der Linie XVE-HA-
DPL1 wurden in Kontrolllösung (2% Methanol in Wasser), 10µM β-Estradiol und/oder
100µM FB1 eingelegt. Der Zelltod wurde durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei
den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit der ge-
kochten Probe am Ende des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde. (B)
Expression des Gens DPL1 (At1g27980) in Blattscheiben wurde 24 h nach Immersion
in der entsprechenden Behandlungslösung nach RNA-Extraktion mittels qRT-PCR ana-
lysiert und auf das Referenzgen ACT2/8 (At3g18780, At1g49240) normalisiert. Werte
sind Mittelwerte aus drei unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Stan-
dardabweichung als Fehlerbalken. (C) Spiegel von d18:0, d18:0-P, t18:0 und t18:0-P in
den behandelten Blattscheiben zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-
MS/MS. Werte in (A) und (C) sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit je
5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Fehlerbalken. Sternchen zeigen Signi-
�kanzniveaus<0,05 der β-Estradiol-Behandlung. Für Zelltodmessungen in (A) wurden
Niveaus mittels ANOVA, für Spiegel in (C) mittels allgemeinem linearem Modell, für
den Faktor �Est-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet.
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Für die genauere Charakterisierung der Überexpression von DPL1, dem daraus resultie-

renden E�ekt auf die Spiegel von LCBs/LCB-Ps und den FB1-induzierten Zelltod wurden

Blattscheibenexperimente mit direkter Behandlung der Linie mit β-Estradiol und FB1

durchgeführt. Der durch Zugabe von FB1 in der Linie XVE-HA-DPL1 ausgelöste Zelltod

in Höhe von 20% nach 72 h konnte durch gleichzeitige Behandlung mit β-Estradiol signi-

�kant reduziert werden (Abbildung 14A). Dabei wurde eine Induktion der Expression von

DPL1 nach 24 h um das Acht- bis Zehnfache erreicht (Abbildung 14B). Die Analyse der

Spiegel von LCBs und LCB-Ps nach einem, zwei und drei Tagen zeigte einen geringeren

Anstieg der Gehalte der Sphingobasen d18:0, t18:0, d18:0-P und t18:0-P bei gleichzeiti-

ger Behandlung mit β-Estradiol im Vergleich zur alleinigen Zugabe von FB1. Die Spiegel

der LCB-Ps waren bei der kombinierten Behandlung zu allen drei Zeitpunkten um das

Zwei- bis Dreifache niedriger, während die Spiegel der LCBs um das höchstens Zweifache

reduziert waren (Abbildung 14C).
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4 Diskussion

4.1 Zelltodregulation bei exogener Zugabe von

nicht-phosphorylierten und phosphorylierten Sphingobasen

Die Hypothese eines Antagonismus von LCBs und LCB-Ps bei Zelltodprozessen wurde

im tierischen System begründet, in dem die Zusammenhänge zwischen Sphingosin (d18:1)

und Sphingosin-1-Phosphat (d18:1-P), die Phosphorylierung durch Sphingosin-Kinasen

(SPHK), Bindung an spezi�sche Rezeptoren und Apoptose umfassend untersucht wurden

(Hait et al., 2006). In P�anzen sind verschiedene Untersuchungen zu LCBs als Regulato-

ren von Zelltodprozessen bekannt. Viele dieser Studien beruhen auf der Verwendung des

Mykotoxins FumonisinB1 oder der direkten Zugabe von Sphingobasen wie d18:0, d18:1

und t18:0. So wurden in P�anzen auch die Mitogen-aktivierte Proteinkinase MPK6 und

die Calcium-abhängige Proteinkinase CPK3 als mögliche Signalkomponenten des LCB-

vermittelten programmierten Zelltods identi�ziert (Lachaud et al., 2013; Saucedo-García

et al., 2011b, 2015). Dagegen ist die Rolle von LCB-Ps in der Zelltodregulation bei P�an-

zen aufgrund des Fehlens der in Tieren identi�zierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

für Sphingosin-1-Phosphat unklar. Wegen der in Arabidopsis bekannten und charakteri-

sierten Enzyme der LCB-Kinasen (SPHK1, SPHK2, LCBK1, LCBK2) wurde in mehre-

ren Publikationen eine Rolle von LCB-Ps an Prozessen wie Schlieÿung der Stomata und

Kälteadaption beschrieben (Coursol et al., 2003, 2005; Dutilleul et al., 2012; Huang et

al., 2017; Worrall et al., 2008). Darüber hinaus dient die Phosphorylierung der Sphingo-

basen möglicherweise als Abbauweg über die LCB-P-Lyase DPL1. Hingegen basiert die

Hypothese einer inhibierenden Wirkung von LCB-Ps auf den Zelltod in P�anzen zum

Groÿteil auf Experimenten, bei denen Sphingobasen exogen zugegeben wurden. So wurde

von Alden et al. (2011) unter anderem berichtet, dass die Behandlung mit Sphingosin-1-

Phosphat (d18:1-P), nicht aber mit Dihydrosphingosin-1-Phosphat (d18:0-P), den durch

Hitze und Ceramide induzierten Zelltod in Arabidopsis-Zellkulturen hemmt. Im Gegen-

satz dazu wurde von Coursol et al. (2015) berichtet, dass LCB-Ps (d18:0-P, t18:0-P) die

durch den Elicitor Cryptogein ausgelöste Produktion von reaktiven Sauersto�spezies in

Zellkulturen von Nicotiana tabacum verstärken, während LCBs (d18:0, d18:1, t18:0) diese

reduzieren. Hinweise auf einen direkten inhibierenden E�ekt von LCB-Ps auf den durch

LCBs-induzierten Zelltod, bei gleichzeitiger In�ltration von Arabidopsis-Blättern, wur-

den von Shi et al. (2007) gefunden. Die exogene Zugabe von Sphingobasen wurde somit

von mehreren Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Applikationsformen in verschiedenen

P�anzenspezies und Zellarten durchgeführt (Da Silva et al., 2011; Lachaud et al., 2010,

2011; Magnin-Robert et al., 2015; Ng et al., 2001; Peer et al., 2011; Saucedo-García et al.,

2011b; Takahashi et al., 2009; Testard et al., 2016). Die Berichte über Zelltod-fördernde

oder Zelltod-inhibierende Wirkung von LCBs und besonders LCB-Ps unterscheiden sich

dabei zum Teil.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Messungen der Leitfähigkeit zur Bestimmung eines

Zelltode�ekts nach Behandlung mit Sphingobasen durchgeführt. Dabei wurde sich am

methodischen Ansatz aus Peer et al. (2011) orientiert, in dem die Zelltodinduktion ver-

schiedener LCBs (d18:0, t18:0, d17:1, d20:0) verglichen wurde. Nach Wiederholung dieser

Experimente wurde hier im weiteren Verlauf Phytosphingosin (t18:0) mit dem zugehöri-

gen LCB-P Phytosphingosin-1-Phosphat (t18:0-P) verwendet, da dieses die in P�anzen

abundanteste, natürlich vorkommende Sphingobase darstellt und im Vergleich zu d18:0

stärkeren Zelltod induzierte (13�16% für t18:0, 6�8% für d18:0, jeweils nach 24 h). In

einem Test verschiedener Applikationsformen der Sphingobasen (In�ltration gegenüber

Immersion) konnte gezeigt werden, dass In�ltration von t18:0 zu keinem messbaren Zell-

tod bei Leitfähigkeitsexperimenten führt, da es hierbei nicht möglich war hohe Spiegel

der LCB ins Gewebe zu applizieren (Abbildung 4). Dies deckt sich mit Ergebnissen von

Magnin-Robert et al. (2015), wo bei ähnlichen Experimenten keine Zelltodinduktion durch

In�ltration von d18:0 detektiert wurde, steht jedoch im Widerspruch zu Shi et al. (2007),

die den Zelltod in Blättern durch In�ltration anhand von Zelltodfärbungen zeigten. Des-

halb wurde hier auch der Zelltod durch In�ltration an ganzen Blättern von A. thaliana

genauer untersucht und es wurden Läsionen an der direkten In�ltrationsstelle nach 48 h

beobachtet (Abbildung 4C). Da Blattscheiben auÿerhalb dieses Bereichs gestochen wur-

den, konnte dagegen mit dieser Applikationsform kein Zelltod in Leitfähigkeitsexperimen-

ten detektiert werden. Die mangelnde Ausbreitung des Zelltods im Blatt bei In�ltration

könnte in der sehr schnellen Aufnahme des t18:0 begründet liegen, die auch bei Expe-

rimenten mit Immersion in Behandlungslösung beobachtet wurde (Anhang, Abbildung

A1).

Zur genaueren Untersuchung des von Shi et al. (2007) vorgeschlagenen hemmenden Ef-

fekts von LCB-Ps auf den Zelltod, bei gleichzeitiger Behandlung mit LCBs, wurde in den

weiteren Experimenten die Immersion der Blattscheiben in Sphingobasen-Lösung ange-

wandt, da hier der Zelltod bei sehr gut kontrollierbaren Bedingungen bestimmt werden

konnte. Dabei wurde bei gemeinsamer Gabe von t18:0/t18:0-P kein Zelltod festgestellt

(Abbildung 5A), was den beschriebenen Antagonismus von LCBs/LCB-Ps belegt (Shi et

al., 2007). Allerdings konnte durch die Messung der Spiegel von t18:0 und t18:0-P dieser

E�ekt auf die mangelnde Aufnahme der LCB zurückgeführt werden, weil hierbei ein zehn-

fach niedrigerer Gehalt im Gewebe nachgewiesen wurde als bei alleiniger Behandlung mit

t18:0 und die Konzentration der Behandlungslösung während des Experiments hoch blieb

(Abbildung 5B; Anhang, Abbildung A2). Durch ein in-vitro-Experiment konnte gezeigt

werden, dass die Verteilung von t18:0 zwischen der wässrigen und der organischen Phase

stark durch t18:0-P beein�usst wurde. Wie anhand der chemischen Eigenschaften vermu-

tet wurde, �ndet sich bei getrennten Lösungen nach Zugabe von Chloroform t18:0 in der

organischen Phase, während t18:0-P wegen der polaren Phosphatgruppe in der wässri-

gen Phase verbleibt. Bei der kombinierten Lösung von t18:0/t18:0-P konnte dagegen der

Groÿteil beider Sphingobasen in der wässrigen Phase nachgewiesen werden. Dies lässt auf



66 Diskussion

eine Interaktion von nicht-phosphorylierten und phosphorylierten Sphingobasen schlieÿen,

wenn diese zusammen in einer Lösung vorliegen, was auch die Di�usion durch die Plasma-

membran bei der Applikation an P�anzen beeinträchtigen könnte und so die beobachtete

geringere Aufnahme in das Gewebe erklärt. Da Moleküle in geladener Form nur schlecht

die Membran passieren können und die Nettoladung der Sphingobasen durch den pH-

Wert der Lösung bestimmt wird, wurde dieser kontrolliert und das in-vitro-Experiment

zur Verteilung der Sphingobasen in gepu�erter Umgebung wiederholt. Hierbei wurden

ähnliche Ergebnisse erzielt wie mit ungepu�erten Lösungen. Der pH-Wert schien somit

keinen Ein�uss auf die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zu haben, da auch

die leicht basischen Behandlungslösungen nach Kontakt mit Blattscheiben einen neutra-

len pH-Wert annahmen. Die hier gezeigte verminderte Verfügbarkeit von t18:0 in den

Zellen bei gemeinsamer Gabe mit t18:0-P könnte auch die mangelnde Zelltodinduktion

aus anderen Arbeiten erklären (Shi et al., 2007).

Um dieses Problem experimentell zu umgehen, wurden Blattscheiben aufeinanderfolgend

mit getrennten Lösungen von t18:0-P und t18:0 behandelt. Nach Erreichen hoher Spiegel

von t18:0-P im Gewebe konnte anschlieÿend durch Tausch der Behandlungslösung mit

t18:0 ein hoher LCB-Spiegel und in der Folge ein Anstieg der Leitfähigkeit induziert wer-

den, der nicht von dem Zelltod ohne Vorbehandlung mit LCB-P zu unterscheiden war

(Abbildung 6). Dies widerspricht dem hypothetischen antagonistischen E�ekt von t18:0-

P. Dagegen war die Stärke des Zelltodes in allen Experimenten eng mit den Spiegeln

von t18:0 korreliert. Durch Einsatz verschiedener Konzentrationen der LCB konnte ein

Zelltod unterschiedlicher Stärke ausgelöst werden. Obwohl die Zufuhr der Gesamtmenge

von t18:0 aufgrund der schlechter werdenden Löslichkeit in wässrigen Behandlungslö-

sungen auf maximal 100µM beschränkt wurde, konnten durch Erhöhung des Volumens,

bei gleichbleibender Masse der Blattscheiben, auch höhere Zelltodwerte induziert wer-

den (>20% nach 24 h). Bei den dargestellten Experimenten wurden bei einem Nachweis

von etwa 400 bis 600 nmol/g t18:0 im Gewebe etwa 13% (24 h) der durch Kochen des

P�anzenmaterials erreichbaren Gesamtleitfähigkeit gemessen. Diese Spiegel entsprachen

dabei einer etwa hundertfachen Erhöhung gegenüber den Basalspiegeln der LCB. Wie die

Abfuhr des Überschusses der zugesetzten Sphingobasen erreicht wurde, konnte teilweise

durch Messung einiger Metabolite nachvollzogen werden. So war über die Zeit eine deutli-

che Zunahme von t18:0-P und der Ceramide mit kurzkettigen Fettsäuren (t18:0-c16:0 und

t18:1-c16:0) erkennbar, sodass auf eine Umsetzung der zugeführten LCB durch Enzyme

geschlossen werden kann (Abbildung 4B, 5B, Anhang, Abbildung A2B). Auch Ceramide

können bei der Erklärung von Zelltodreaktionen nicht auÿer Acht gelassen werden, da für

diese ebenfalls Berichte über eine Rolle bei der Regulation von programmiertem Zelltod

existieren (Bi et al., 2014; Liang et al., 2003; Simanshu et al., 2014; Townley et al., 2005).

Da die hier gemessene Zunahme aber im Vergleich zu den Spiegeln der Sphingobasen eher

gering aus�el ist fraglich, inwiefern Ceramide in den in dieser Arbeit dargestellten Ergeb-

nissen zum Zelltod beitrugen.
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Viele Untersuchungen zum E�ekt von LCB-Ps in P�anzen wurden durch exogene Zugabe

von Inhibitoren der LCB-Kinasen durchgeführt (Alden et al., 2011; Coursol et al., 2003,

2005, 2015; Dutilleul et al., 2012). Als solche wurden N,N-Dimethylsphingosin (DMS) und

DL-threo-Dihydrosphingosin in Tieren als Analoga für die Inhibierung der Sphingosin-

Kinase beschrieben (Edsall et al., 1998; Kohama et al., 1998). In p�anzlichen Zellkul-

turen wurden dabei in den angegebenen Studien normalerweise Konzentrationen von 10

bis 25µM verwendet und in vitro die Aktivität der LCB-Kinase und Phosphorylierung

von Sphingobasen mittels Dünnschichtchromatographie bestimmt. Direkte Messungen von

LCBs und LCB-Ps mittels HPLC-MS/MS im Verlauf von Experimenten zur Untersuchung

der Funktion bei exogener Zugabe von Sphingobasen oder LCB-Kinase-Inhibitoren wur-

den dagegen bisher nicht durchgeführt. Es ist zu beachten, dass bei einer externen Appli-

kation von Sphingosin-Analoga, wie DMS, neben der möglichen Inhibierung einer Bildung

von LCB-Ps auch eine direkte Wirkung als nicht-phosphorylierte Sphingobase in Betracht

gezogen werden muss, besonders wenn der Inhibitor in weitaus höheren Konzentrationen

zugegeben wird, als diese in Zellen für LCB-Ps zu erwarten sind. Trotz der kompetitiven

Hemmung von LCB-P-Kinasen durch DMS kann doch der direkte Zelltod-fördernde E�ekt

des Inhibitors nicht ausgeschlossen werden. Solche Untersuchungen zum Zelltod mit gleich-

zeitiger Bestimmung der Sphingobasen-Spiegel bei exogener Zugabe sind, aufgrund der

fehlenden Möglichkeit Behandlungslösung und Zellen zu trennen, in Zellkulturen schlecht

durchführbar. Die hier angewandten Zelltodexperimente mit Leitfähigkeitsmessung und

einfacher Handhabung des P�anzenmaterials scheinen dagegen gut geeignet, um direkte

E�ekte von LCBs und LCB-Ps in P�anzen zu studieren und Zelltod mit Sphingobasen-

Spiegeln in situ zu verknüpfen.

4.2 Ein�uss von Sphingobasen auf Pathogen-induzierten Zelltod

in P�anzen und direkter E�ekt auf Bakterien

Sphingolipide als mögliche Regulatoren von programmiertem Zelltod in P�anzen bei Pa-

thogeninfektion wurden, neben Versuchen mit dem Mykotoxin FumonisinB1, auf verschie-

dene Weisen untersucht. So sind zum Beispiel knockdown- oder knockout-Mutanten von

Enzymen des Sphingolipid-Metabolismus, wie der Serin-Palmitoyl-Transferase und der

Inositolphosphorylceramid-Synthase, mit veränderter Suszeptibilität gegenüber Pathoge-

nen beschrieben (Takahashi et al., 2009; Wang et al., 2008). Hinweise auf eine Funktion von

Sphingobasen ergeben sich aus Phänotypen von Arabidopsis-Mutanten der LCB-P-Lyase

DPL1 und der Ceramidase ACER mit erhöhter Suszeptibilität gegenüber dem Bakterium

Pseudomonas syringae (Magnin-Robert et al., 2015; Wu et al., 2015). Darüber hinaus wur-

de von Peer et al. (2010) im A. thaliana-Wildtyp ein Anstieg der nicht-phosphorylierten

Sphingobasen nach Infektion mit avirulenten Stämmen von P. syringae beobachtet, wäh-

rend virulente Stämme nur einen vorübergehenden, schwachen Anstieg auslösten. Von

Magnin-Robert et al. (2015) wurde auÿerdem ein stark hemmender E�ekt auf den auftre-
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tenden Zelltod, bei der gleichzeitig zur Infektion mit Pseudomonas statt�ndenden exoge-

nen Behandlung mit LCBs oder LCB-Ps, festgestellt. Da die Versuchsbedingungen dabei

mit Koin�ltration von P. syringae und d18:0 oder t18:0-P und folgenden Leitfähigkeits-

messungen von Blattscheiben sehr ähnlich waren wie bei den in vorliegender Arbeit zuvor

durchgeführten Experimenten, waren diese Befunde von besonderem Interesse. Speziell

das publizierte vollständige Ausbleiben von messbarem Zelltod bei der Koin�ltration von

Bakterien und LCB stand dabei in Widerspruch zu der hier gezeigten Zelltod-fördernden

Wirkung von LCBs, selbst wenn, genau wie bei Magnin-Robert et al. (2015) beschrieben,

durch In�ltration von Sphingobasen alleine kein Zelltod gemessen werden konnte (Abbil-

dung 4).

Die Experimente zur Beein�ussung des Pseudomonas-induzierten Zelltods durch Behand-

lung mit LCBs oder LCB-Ps wurden hier durch leichte Anpassungen der Versuchspara-

meter, wie Blattscheibengröÿe und In�ltrationszeit, vor Beginn der Leitfähigkeitsmessung

durchgeführt. Dabei wurde nach Unterscheidung der Zelltodarten, einerseits mit hypersen-

sitiver Antwort nach Infektion mit avirulentem P. syringae Stamm (Pst AvrRpm1 ), an-

dererseits mit langsamerem, unspezi�schem Zelltod nach Infektion mit virulentem Stamm

(Pst DC3000), im Gegensatz zu den publizierten Ergebnissen keine Reduktion durch t18:0-

P festgestellt (Abbildung 7A). Bei Koin�ltration mit t18:0 konnte hingegen das komplette

Ausbleiben von Zelltod bei den Blattscheiben bestätigt werden. Dieser sehr starke E�ekt

wurde allerdings auf eine direkte antibakterielle Wirkung der LCB zurückgeführt, da in

gemeinsamer Lösung mit Pseudomonas eine LCB-konzentrationsabhängige Verringerung

der Lebendzellzahl von Bakterien beobachtet werden konnte (Abbildung 7B). Selbst bei

einem zehnfach höheren Verhältnis von Bakterienzellen zur Menge der LCB in der Suspen-

sion war dies erkennbar. Eine solche Konzentrationsabhängigkeit könnte auf eine direkte

Wirkung der Sphingobasen auf die Bakterien und eine eventuell folgende Inaktivierung

hindeuten. Bei einem Test der Bakterien in Flüssigkultur in Anwesenheit von t18:0 zeigte

sich eine Verzögerung des Wachstums um bis zu 72 h (Abbildung 7C). Allerdings konn-

te bei noch längerer Inkubationsdauer eine leichte Zunahme der optischen Dichte der

Kulturen mit t18:0 beobachtet werden, was eine schrittweise Metabolisierung oder einen

Abbau der Sphingobasen bedeuten könnte. Dies wurde nicht durch Messung der Spiegel

der Sphingobasen in den Suspensionen bestätigt und bietet einen interessanten Ausgangs-

punkt für künftige Experimente.

Eine antibakterielle Wirkung von Sphingobasen wurde mit medizinisch relevanten Bakteri-

en von Fischer et al. (2012) beschrieben. Die meisten der dort getesteten elf gramnegativen

und grampositiven Stämme wurden dabei von verschiedenen Sphingobasen (d18:0, d18:1,

t18:0) stark beein�usst. Als Ausnahme kann Pseudomonas aeruginosa genannt werden,

wofür von Fischer et al. (2012) kein antibakterieller E�ekt durch die LCBs beobachtet

wurde. Für E. coli wurde dort, genau wie in dieser Arbeit für P. syringae und E. coli,

hingegen ein starker E�ekt festgestellt. Anders als in Eukaryoten sind Sphingolipide in

Bakterien äuÿerst selten und wurden bisher mit einer abweichenden Struktur nur in ei-
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ner kleinen Gruppe der Phyla nachgewiesen (Heaver et al., 2018). Dementsprechend ist

auch das Vorkommen von Sphingobasen als Metabolite der komplexeren Sphingolipide

in Bakterien kaum bekannt. Ob es sich bei dem hier beobachteten antibakteriellen Ef-

fekt um eine aktive Interaktion mit Bakterien oder um eine zytotoxische Wirkung der

Sphingobasen handelt, wurde dabei nicht bestimmt. Besonders beachtenswert ist jedoch,

dass die gleichzeitige Gabe von LCB-P in Kombination mit der LCB den gleichen E�ekt

aufwies wie die Anwesenheit von t18:0 alleine (Abbildung 7B,C). Die zuvor beschriebe-

ne reduzierte Aufnahme von t18:0 in Blattscheiben von A. thaliana in Anwesenheit von

t18:0-P, durch mögliche Interaktion der beiden Sphingobasen in der Lösung, scheint bei

Bakterien deshalb keine Rolle zu spielen. Künftige Untersuchungen mit Bestimmung der

Sphingobasen-Spiegel bei Bakterien nach Behandlung mit LCBs im Hinblick auf eine Wir-

kung und mögliche Metabolisierung der Sphingobasen, zum Beispiel auch durch rekombi-

nante, heterologe Expression von p�anzlichen Enzymen des Sphingobasen-Metabolismus

(SPHK1, SPP1, DPL1), könnten Aufschluss über eine Interaktion von Sphingobasen und

Bakterien geben.

Für t18:0-P konnte kein antibakterieller E�ekt und keine Reduzierung des Pseudomonas-

induzierten Zelltodes festgestellt werden (Abbildung 7). Die von Magnin-Robert et al.

(2015) beschriebene Zelltod-inhibierende Wirkung von LCB-P zeigte sich dagegen sowohl

bei avirulentem Stamm und virulentem Stamm als auch nach Infektion mit dem nekro-

trophen Pilz Botrytis cinerea. Sphingobasen werden speziell mit der Regulation des pro-

grammierten Zelltods, wie der hypersensitiven Antwort, in Verbindung gebracht. Um die

Diskrepanz der Zelltod-inhibierenden Wirkung von LCB-Ps beim Pathogen-induzierten

programmierten Zelltod weiter zu untersuchen, wurde die transgene A. thaliana-Linie

Dex:AvrRpm1-HA verwendet (Geng und Mackey, 2011). Dadurch konnte in Blattschei-

benexperimenten der Zelltod, in Form der hypersensitiven Antwort, konzentrationsabhän-

gig, durch Induktion der Expression des Avirulenzproteins mit Dexamethason, ausgelöst

werden. Die so erreichte Vereinfachung gegenüber der Infektion mit avirulentem Pseu-

domonas-Stamm (Pst AvrRpm1 ) erlaubte darüber hinaus die simultane Applikation mit

den Sphingobasen durch Immersion in der Behandlungslösung. Auf diese Weise konnte,

wie aus früheren Experimenten bekannt (Abbildung 4), eine höhere Konzentration der

LCBs oder LCB-Ps im Gewebe gewährleistet werden. Bei einer dosierten Induktion mit

Dexamethason konnte eine, vergleichbar mit dem durch avirulente P. syringae induzierte,

Zelltodstärke erreicht werden, die sich aber nicht durch gleichzeitige Zugabe oder Vorbe-

handlung durch In�ltration von t18:0-P verringern lieÿ (Abbildung 8). Damit konnten die

hier erhaltenen Ergebnisse mit Pseudomonas bestätigt werden, wonach die hypersensitive

Antwort von A. thaliana nicht durch LCB-Ps gehemmt werden kann.

Interessanterweise erzielte auch die gleichzeitige Zugabe von t18:0 und Dexamethason nur

eine Wirkung in der Stärke des AvrRpm1-induzierten Zelltodes und konnte nicht, wie zu-

nächst erwartet, durch die LCB verstärkt werden (Abbildung 8B). Dies könnte darauf

hindeuten, dass Pathogen-induzierter Zelltod zum Teil durch einen Anstieg der LCBs



70 Diskussion

vermittelt wird und die hohen Spiegel von t18:0 durch exogene Zugabe in diesem Fall

ausreichend sind, um eine maximale Reaktion zu gewährleisten. Dies würde zu den von

Peer et al. (2010) publizierten Ergebnissen eines Anstiegs der Sphingobasen nach Pseudo-

monas-Infektion passen. Auf der anderen Seite müssten dann durch t18:0-Zugabe genauso

hohe Zelltodwerte erreicht werden wie durch die Induktion der AvrRpm1-Expression, was

nicht der Fall war. Eine wahrscheinlichere Erklärung für den nicht additiven E�ekt der

Zelltodwerte nach Behandlung mit t18:0 und Dexamethason ist, dass AvrRpm1 ein stärke-

rer Auslöser ist und der vergleichsweise geringe Zelltod nach Gabe von t18:0 mit 13% im

Hintergrund nicht zu detektieren war. Für eine genauere Erklärung wäre eine Bestimmung

der LCB-Spiegel notwendig. Tatsächlich wurde im Laufe dieser Arbeit eine Messung der

Sphingobasen-Spiegel an ganzen Blättern der Linie Dex:AvrRpm1-HA nach Besprühen

mit Dexamethason (50µM) durchgeführt, die eine Erhöhung der basalen Spiegel um das

Vierfache nach vier Stunden zeigte. Eine Messung zu späteren Zeitpunkten war aufgrund

der äuÿerst starken Schädigung der P�anzen nicht möglich. Dieser vierfache Anstieg ent-

spricht ungefähr der publizierten Erhöhung der LCB-Spiegel nach Pst AvrRpm1 -Infektion

(Magnin-Robert et al., 2015; Peer et al., 2010). Im Vergleich mit Spiegeln von t18:0, nach

dessen Zugabe, sind solche geringen Anstiege als äuÿerst niedrig zu bewerten. In diesen Ex-

perimenten war durch die Behandlung eine mindestens fünfzigfache Erhöhung notwendig,

um einen messbaren Zelltod von 10% nach 24 h zu erzielen (Abbildung 5). Aufgrund dieser

Ergebnisse kann eine wichtige Rolle der Sphingobasen als Regulatoren des programmier-

ten Zelltods als zweifelhaft betrachtet werden. Ein geringer Anstieg der LCBs im Laufe

einer Pathogeninfektion könnte auch die Folge, und nicht der Auslöser, eines auftretenden

Zelltods sein. Ein leichter Anstieg freier Sphingobasen durch Abbau oder Metabolisie-

rung komplexer, membranbildender Sphingolipide im Zuge eines Zelltodes scheint nicht

unwahrscheinlich. Auch lieÿe sich damit eine Korrelation von Sphingobasen-Spiegeln und

Zelltodinduktion durch hypersensitive Antwort oder virulente Pathogeninfektion erklären.

Trotzdem könnte das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen Metabolismuswege, mit

leichten Variationen der Verhältnisse der Sphingolipid-Klassen, wichtig für die Regulation

des Zelltodes sein. Dafür spricht eine veränderte Suszeptibilität von Mutanten der En-

zyme des Sphingolipid-Metabolismus gegenüber verschiedenen Pathogenen (Liang et al.,

2003; Magnin-Robert et al., 2015; Takahashi et al., 2009; Wang et al., 2008; Wu et al.,

2015).

Im Laufe dieser Arbeit wurden Mutanten der Enzyme des Sphingobasen-Metabolismus

(siehe Abschnitt 2.1.3, Tabelle 3 für eine Übersicht) unter anderem auch auf einen Phä-

notyp gegenüber Infektion mit P. syringae untersucht. In Experimenten zur Bestimmung

des Bakterienwachstums in Blättern nach Pseudomonas-In�ltration, analog zu den von

Magnin-Robert et al. (2015) beschriebenen Versuchen mit dpl1 -Mutanten, konnte aller-

dings für keine der Linien zuverlässig eine Veränderung zum Wildtyp festgestellt werden

(Daten nicht gezeigt). Dies gilt auch für die Linien dpl1-1 und dpl1-2, bei denen der pu-

blizierte veränderte Phänotyp nach Pseudomonas-Behandlung nicht reproduziert werden
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konnte. Aus den hier gewonnen Daten war keine antagonistische Funktion von LCB-Ps

im Pathogen-induzierten Zelltod ersichtlich.

4.3 Zelltodregulation in Mutanten von Enzymen des

Metabolismus von LCBs/LCB-Ps

Die vorigen in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen zu einem möglichen Ant-

agonismus von nicht-phosphorylierten und phosphorylierten Sphingobasen beim Zelltod

in P�anzen wurden durch exogene Zugabe von LCB-Ps durchgeführt. Obwohl gezeigt

werden konnte, dass t18:0 schnell aufgenommen wurde und für einen Metabolismus durch

Enzyme in den Zellen verfügbar war, konnte dies für t18:0-P nur bedingt nachgewiesen

werden. Zwar wurden durch Zugabe hohe Konzentrationen im Gewebe erreicht, doch kann

eine natürliche Verteilung von LCB-Ps in der Zelle bei exogener Applikation nicht sicher

gestellt werden. Diese natürliche intrazelluläre Lokalisation könnte für eine Wirkung der

LCB-Ps allerdings kritisch sein. Bei phosphorylierten Sphingobasen handelt es sich um

Moleküle mit amphiphilen Eigenschaften, was auch die Möglichkeit der Di�usion über

Membranen einschränken könnte. Mit ACD11 (Accelerated Cell Death 11) ist ein poten-

tielles Protein für einen intrazellulären Transport der im endoplasmatischen Retikulum

gebildeten Sphingobasen oder Ceramid-1-Phosphat beschrieben, das somit auch eine Rolle

im Transfer über die Zellmembran spielen könnte (Brodersen et al., 2002; Petersen et al.,

2008, 2009; Simanshu et al., 2014). Entsprechende Experimente mit Zugabe von LCB-Ps

wurden allerdings bisher nicht durchgeführt. Wie zuvor erwähnt, sind Publikationen mit

exogener Behandlung von phosphorylierten Sphingobasen selten.

Um eine Zelltod-inhibierende Wirkung von LCB-Ps zu untersuchen und eventuelle Pro-

bleme mit einer Verfügbarkeit bei der Applikation zu umgehen, wurden deshalb Mutan-

ten von Enzymen des LCB/LCB-P-Metabolismus bei verschiedenen Zelltod-auslösenden

Bedingungen hinsichtlich der Verhältnisse von LCB-Ps/LCBs charakterisiert. In Mutan-

ten konnten so durch Modi�kation der in-situ-Spiegel von LCB-Ps Zweifel an der intra-

zellulären Lokalisation ausgeschlossen werden. Da wie bereits erwähnt, kein Phänotyp der

Mutanten nach Infektion mit P. syringae beobachtet werden konnte und eine Erhöhung

der Sphingobasen-Spiegel dabei zu gering aus�el, um starke Änderungen des Verhältnisses

der Sphingobasen festzustellen, wurden die Mutanten nach exogener Zugabe von Phyto-

sphingosin getestet (Abbildung 9). So konnten in Mutanten mit verbesserter E�ektivität

der Konvertierung von LCBs zu LCB-Ps (SPHK1 -OE) oder verringerter Gegenreaktion

(spp1-1, spp1-2 ) bis zu zehnfach höhere Verhältnisse von t18:0-P/t18:0 erreicht werden als

imWildtyp (Anhang, Tabelle A3). Trotz signi�kant veränderter LCB-P/LCB-Verhältnisse

in den Genotypen war die Zelltodinduktion nur abhängig vom Spiegel der LCB. Damit

konnte ein E�ekt erhöhter LCB-P-Spiegel auf den Zelltod ausgeschlossen werden. Der

bestimmende Faktor war somit die Menge der nicht-phosphorylierten Sphingobase, bei

der keine Unterschiede festgestellt werden konnten. Der starke Überschuss durch schnelle



72 Diskussion

Aufnahme und sofort einsetzendem Zelltod erlaubte dabei vermutlich nur die Umsetzung

kleiner Mengen der LCB, sodass es in diesem System erschwert wurde, veränderte Phä-

notypen der verschiedenen Linien zu detektieren. Deshalb wurde bei den Mutanten im

weiteren Verlauf die Reaktion gegenüber FumonisinB1 charakterisiert.

Als prominentester Vertreter aus der Gruppe der Fumonisine aus Pilzen der Gattung

Fusarium wurde das Mykotoxin in zahlreichen Publikationen verwendet, um den durch

Sphingolipide vermittelten Zelltod in Tieren und P�anzen zu studieren. Die Wirkung des

FumonisinB1 (FB1) und des ähnlich wirkenden AAL-Toxins aus dem nekrotrophen Pilz

Alternaria alternata f. sp. lycopersici sind dabei gut untersucht (Abbas et al., 1994; Mer-

rill et al., 2001; Stockmann-Juvala und Savolainen, 2008). Durch Hemmung der Ceramid-

Synthasen kommt es zu einem Anstieg der Spiegel von freien Sphingobasen durch Neu-

synthese. Von Spassieva et al. (2002) wurde in P�anzen gezeigt, dass eine gleichzeitige

Behandlung mit Myriocin, einem Inhibitor der Serin-Palmitoyl-Transferase, als erstem

Enzym der Biosynthese von Sphingobasen, den Zelltodphänotyp durch AAL-Toxin verrin-

gert. Ebenso sind knockout-Mutanten der Serin-Palmitoyl-Transferase-Untereinheiten von

Arabidopsis resistenter gegenüber FB1 (Chen et al., 2006; Kimberlin et al., 2013; Saucedo-

García et al., 2011b; Shi et al., 2007; Teng et al., 2008). Dadurch kann darauf geschlossen

werden, dass der durch FB1-ausgelöste Zelltod, der Anzeichen der hypersensitiven Ant-

wort aufweist, hauptsächlich auf den Anstieg der Sphingobasen zurückzuführen ist. Ne-

ben den Untereinheiten der Serin-Palmitoyl-Transferase LCB1 (auch FBR11, Fumonisin

B1 Resistant 11) und LCB2a wurden als weitere Enzyme der Sphingolipid-Biosynthese,

deren Mutanten einen veränderten FB1-Phänotyp aufweisen, in A. thaliana die Ceramid-

Synthasen LOH1/2/3 (LAG One Homolog), die Ceramidase ACER (alkalische Ceramida-

se), die LCB-Kinasen LCBK1, SPHK1 und die LCB-P-Lyase DPL1 (Dihydrosphingosin-

1-Phosphat-Lyase 1) beschrieben (Luttgeharm et al., 2015; Qin et al., 2017; Ternes et al.,

2011; Tsegaye et al., 2007; Wu et al., 2015; Yanagawa et al., 2017). Die Rolle der phos-

phorylierten Sphingobasen im Mykotoxin-vermittelten Zelltod erscheint dabei allerdings

äuÿerst unklar wenn man in Betracht zieht, dass von Yanagawa et al. (2017) für eine

knockdown-Linie von LCBK1 eine erhöhte Sensitivität und für eine Überexpressionsli-

nie eine stärkere Resistenz gegenüber FB1 berichtet wurde, während Qin et al. (2017)

den umgekehrten Fall für die Linien SPHK1 -KD und SPHK1 -OE beschreibt. Die Spiegel

der unter FB1-Ein�uss gebildeten LCB-Ps wurden, mit Ausnahme von Yanagawa et al.

(2017), in den genannten Publikationen nicht genau bestimmt, weshalb wenige Informa-

tionen zum Verhältnis von LCB-Ps/LCBs vorliegen. In dieser Arbeit wurden Phänotyp

und Sphingobasen-Spiegel der Mutanten nach FB1-Behandlung auf zweierlei Weise mit-

einander verknüpft. Zum einen wurde der E�ekt des Mykotoxins auf Keimlinge in einem

Wachstumstest untersucht, zum anderen die zeitliche Entwicklung des Zelltods von Blatt-

scheiben mit den dabei akkumulierten Sphingobasen bestimmt. Im Gegensatz zu Qin et

al. (2017) wurde hier in beiden Ansätzen nicht nur die Linie SPHK1 -OE, sondern ebenso

der knockdown von SPHK1 als sensitiver gegenüber FB1 erkannt. Ein stärkerer E�ekt bei
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SPHK1 -KD könnte durch erhöhte Spiegel der LCBs (d18:0, t18:0) gegenüber demWildtyp

erklärt werden (Abbildungen 10, 11). Da gleichzeitig die Spiegel der LCB-Ps verringert wa-

ren, lieÿ sich für diesen Genotyp allerdings nicht eindeutig entscheiden, welches von beiden

die Ursache für den stärkeren Zelltod war. Bei SPHK1 -OE konnten im Wachstumstest

bei Keimlingen deutlich höhere Spiegel von t18:0-P gemessen werden als im Wildtyp,

während die Gehalte der LCBs nur leicht erhöht waren. Interessanterweise zeigte diese

Linie einen Phänotyp der Keimlinge, welcher sich von allen anderen unterschied. Andere

FB1-sensitivere Linien zeigten zum Teil chlorotische Phänotypen. Allerdings waren keine

Keimlinge so klein wie die von SPHK1 -OE, was auf einen früheren wachstumshemmenden

E�ekt zurückzuführen sein könnte. In Doppelmutanten von SPHK1 -OE× spp1-2 konnte

dieser E�ekt noch leicht verstärkt werden (Anhang, Abbildung A7). Obwohl hierbei keine

Sphingobasen-Spiegel unter FB1-Ein�uss gemessen wurden, könnte dieser E�ekt bei Keim-

lingen auf besonders hohe Spiegel der LCB-Ps zurückzuführen sein. Die Linie SPHK1 -OE

zeigte in Blattscheibenexperimenten nur einen leicht stärkeren Zelltod als der Wildtyp

und nur bei höheren Konzentrationen (50µM) des Mykotoxins. Dieser Zelltod lieÿ sich

dabei bemerkenswerterweise alleine durch höhere LCB-Spiegel erklären, da die Gehalte

der LCB-Ps gegenüber dem Wildtyp nicht zu unterscheiden waren (Abbildung 11). Die-

se Mutante scheint somit besonders emp�ndlich gegenüber hohen FB1-Konzentrationen,

was auch mit der starken Überexpression von SPHK1 (65fach) in Verbindung gebracht

werden könnte. Wie bereits erwähnt, wurde auch von Qin et al. (2017) eine höhere Sen-

sitivität für SPHK1 -OE mit mehr Läsionen pro Blatt�äche nach In�ltration von FB1

und einem höheren Zelltod bei Leitfähigkeitsmessung berichtet. Dies deckt sich mit den

hier diskutierten Ergebnissen. Im Gegensatz dazu konnte die dortige stärkere Resistenz

von SPHK1 -KD hier nicht beobachtet werden. Auf zwei unterschiedliche Art und Weisen

zeigte auch diese Linie in vorliegender Arbeit eine erhöhte Sensitivität gegenüber FB1,

was durch die Sphingobasen-Spiegel belegt wurde. Selbst bei niedrigeren Konzentrationen

des Mykotoxins konnten deutlich höhere Zelltodwerte bestimmt werden als im Wildtyp

(Anhang, Abbildung A9). Eine Diskrepanz zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen

könnte durch unterschiedliche experimentelle Bedingungen zu erklären sein.

Die knockout-Mutanten der LCB-P-Phosphatase spp1-1 und spp1-2 zeigten nach FB1-

Behandlung keinen von Col-0 zu unterscheidenden Phänotyp (Abbildungen 10,A8), wie es

auch schon von Nakagawa et al. (2012) beschrieben wurde. Die Messung der Sphingobasen-

Spiegel belegte die zu erwartenden erhöhten Gehalte von LCB-Ps nur im Experiment mit

Blattscheiben, während eine leichte Reduktion der LCBs gegenüber dem Wildtyp in bei-

den Experimenten zu beobachten war. Trotz eines etwa fün�ach höheren Verhältnisses von

LCB-Ps/LCBs konnte keine Reduktion des Zelltods in diesen Linien festgestellt werden,

was wiederum gegen einen Zelltod-hemmenden E�ekt der phosphorylierten Sphingobasen

spricht (siehe Anhang, Tabelle A3). Mit der Mutante SPP1 -OE konnte als erste Überex-

pressionslinie der LCB-P-Phosphatase, trotz einer vergleichsweise schwach erhöhten Ex-

pression um das Vierfache, eine stärkere Sensitivität gegenüber FB1 gezeigt werden. Dies
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lässt sich analog zu SPHK1 -KD erklären, da dort ähnliche Spiegel von LCBs und LCB-Ps

gemessen wurden. Im Vergleich zum knockdown der LCB-Kinase wurden in SPP1 -OE in

beiden FB1-Behandlungsansätzen aber etwas höhere t18:0- und etwas niedrigere d18:0-

Spiegel gemessen (Abbildungen 10,A8). Dies könnte ein Hinweis auf eine etwas unter-

schiedliche Substrata�nität, mit Dihydrosphingosin (Sphinganin, d18:0) für SPHK1 und

Phytosphingosin-1-Phosphat (t18:0-P) als dreifach hydroxylierte Sphingobase für SPP1,

sein. In beiden Fällen kann eine stärkere Sensitivität gegenüber FB1 als der Wildtyp aber

mit erhöhten LCB-Spiegeln erklärt werden. In allen Linien wurde durch FB1-Behandlung

ein Anstieg der LCB-Spiegel induziert, dessen Stärke vergleichbar mit den Gehalten von

t18:0 nach Zugabe der LCB war und so den auftretenden Zelltod-E�ekt erklären kann.

Obwohl bei den meisten Linien (Col-0, spp1-1, spp1-2 ) im Experiment mit Blattscheiben

(Abbildung 11) geringere Werte für t18:0 als die 200 bis 400 nmol/g aus Experimenten mit

direkter Zugabe (Abbildung 5) induziert wurden, kann der Zelltod durch Kombination mit

den ebenso erhöhten Siegeln von d18:0 und der längeren Wirkungsdauer von 72 h begrün-

det werden. Der Phänotyp von Blattmaterial, drei Tage nach Zugabe von FB1 (Anhang,

Abbildung A8C), lässt sich mit dem Phänotyp nach Behandlung mit t18:0 durch In�l-

tration (Abbildung 4C) oder Immersion zum selben Zeitpunkt vergleichen. Die einzigen

Fälle, in denen Unterschiede zwischen den Linien nicht alleine auf veränderte Spiegel der

LCBs zurückzuführen waren, bildeten im Wachstumstest bei Keimlingen der kleinwüch-

sige Phänotyp der Linie SPHK1 -OE, der bereits zuvor diskutiert wurde und der stark

chlorotische Phänotyp von knockout-Linien der LCB-P-Lyase DPL1. Die Regulation des

Zelltods in Mutanten, die eine Funktionalität dieses Enzyms betre�en, wird im folgenden

Abschnitt separat diskutiert.

4.4 Zelltodregulation in Mutanten der LCB-P-Lyase DPL1 nach

Behandlung mit FB1

Der starke Phänotyp von Keimlingen der knockout-Mutanten der LCB-P-Lyase DPL1

nach Wachstum auf Medium mit FB1 wurde von Tsegaye et al. (2007) beschrieben. Ob-

wohl dort eine Akkumulation von LCBs und LCB-Ps in Gegenwart von FB1 erwähnt und

die basalen Sphingobasen-Spiegel dargestellt wurden, fand keine Bestimmung der Gehal-

te nach Behandlung mit dem Mykotoxin statt. Die Korrelation des auftretenden Zelltods

mit den Spiegeln der LCBs und besonders LCB-Ps in diesem Genotyp war daher von be-

sonderem Interesse für die Bewertung der Hypothese eines antagonistischen E�ekts. Von

Yanagawa et al. (2017), die ebenfalls die Mutante dpl1-1 mit FB1 untersuchten, konnte

festgestellt werden, dass erhöhter Zelltod dort nicht alleine durch eine Veränderung des

Verhältnisses der phosphorylierten zu nicht-phosphorylierten Sphingobasen erklärt wer-

den konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein starker Phänotyp mit chlorotischen Keimlingen der

beiden knockout-Linien dpl1-1 und dpl1-2 im Wachstumstest auf FB1-Medium mit den,
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im Vergleich zu den anderen Linien, höchsten Spiegeln der LCB-Ps verknüpft (Abbildung

10). Zur genaueren Analyse dieses E�ekts wurden die Linien in Blattscheibenexperimenten

unabhängig von den anderen Mutanten detailliert auf den auftretenden Zelltod untersucht,

da die erhöhte Sensitivität durch eine gut messbare Reaktion die Anwendung geringerer

FB1-Konzentrationen (10µM) ermöglichte. Auch in diesem Test ging erhöhter Zelltod mit

besonders stark erhöhten Spiegeln der phosphorylierten Sphingobasen einher. Während

in diesem Experiment zwar auch gegenüber dem Wildtyp erhöhte LCB-Spiegel detektiert

wurden, die zu allen Zeitpunkten den stärkeren Zelltod erklären könnten, scheinen die

vergleichsweise moderaten Veränderungen von d18:0 und t18:0 mit maximal 130 nmol/g

(Abbildung 12) im Vergleich zu den deutlich höheren Gehalten in anderen Mutanten (ver-

gleiche erhöhte LCB-Spiegel in Abbildung 11) aber nicht ausreichend, um die besondere

FB1-Sensitivität zu erklären. Es lässt vermuten, dass eine besonders starke Akkumulation

der LCB-Ps (200�1300 nmol/g), wie in den Mutanten von DPL1, eine Zelltod-fördernde

Wirkung besitzt. Dies wird auch durch die Ergebnisse des Wachstumsexperiments ge-

stützt, da dort der starke Phänotyp nicht mit den kaum gegenüber dem Wildtyp erhöhten

LCB-Spiegeln, sondern mit besonders hohen LCB-P-Spiegeln korrelierte. Ein Ein�uss von

anderen Sphingobasen oder Ceramiden in dpl1-1 und dpl1-2 kann nicht ausgeschlossen

werden, allerdings waren die dabei auftretenden Gehalte im Vergleich zu d18:0/d18:0-P

und t18:0/t18:0-P äuÿerst gering. Genau wie die von Magnin-Robert et al. (2015), Tse-

gaye et al. (2007) und Yanagawa et al. (2017) gemessenen höheren basalen Spiegel von

t18:1-P in dpl1, konnten hier höhere Gehalte dieser phosphorylierten Sphingobase nach

FB1-Behandlung bestimmt werden, die im Vergleich zu den abundanten Sphingobasen

aber keine groÿe Rolle in einer Bewertung des Zelltods spielen dürften. Interessanterweise

korrelierte stärkerer Zelltod auch mit einem Anstieg der Ceramide mit kurzen Ketten-

längen der Fettsäure wie t18:0-c16:0 und t18:1-c16:0 in dpl1-1 (Anhang, Abbildungen

A7,A10). Dies kann mit Ergebnissen von Luttgeharm et al. (2015) und Markham et al.

(2011) erklärt werden, wonach FB1 besonders als Inhibitor auf die Ceramid-Synthasen

LOH1 und LOH3 wirkt, während LOH2 weniger stark gehemmt wird und die Verknüp-

fung von LCBs und kurzkettigen Fettsäuren (C16) katalysiert. Dadurch und durch die

hohe Verfügbarkeit der LCBs akkumulieren diese Ceramide unter Ein�uss des Mykoto-

xins. Diese Veränderungen in dpl1-1 und dpl1-2 dürften insbesondere die Folge der durch

Ausschalten des Abbauwegs über die Lyase vorkommenden Akkumulation der LCB-Ps

und des daraufhin entstehenden Rückstaus der LCBs sein. Ob die besonders hohen Spie-

gel der LCB-Ps in dpl1 unter Ein�uss von FB1 nun einen direkten Zelltod-fördernden

E�ekt besitzen oder die generelle Veränderung des LCB/LCB-P-Metabolismus mit ver-

änderten Gehalten von nicht gemessenen Substanzen zum Zelltod beiträgt, konnte nicht

bestimmt werden. In jedem Fall waren hohe in-vivo-Spiegel von phosphorylierten Sphin-

gobasen jedoch nicht in der Lage Zelltod zu hemmen beziehungsweise zu reduzieren. Dies

kann auch mit den gegenüber Col-0 teilweise zehnfach erhöhten Verhältnissen von LCB-

Ps/LCBs zusammengefasst werden (Anhang, Tabelle A3).
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Zur Förderung eines Abbaus von LCBs und LCB-Ps nach deren Akkumulation, wie sie

in Gegenwart von FumonisinB1 auftritt, wurde eine Überexpressionslinie von DPL1 er-

stellt. Dabei wurde ein induzierbares Expressionssystem anstelle einer konstitutiven Über-

expression gewählt, da dies für eine zeitlich steuerbare Reaktion zur Abfuhr von LCBs

und LCB-Ps, eventuell mit Vorbehandlung einer Zelltod auslösenden Substanz (zum Bei-

spiel LCBs oder FB1), in Blattscheibenexperimenten als Vorteil gesehen wurde. Obwohl

dieser funktionelle Ansatz mit der Linie bisher nicht getestet wurde, konnte in ersten Ex-

perimenten eine erhöhte Resistenz gegenüber FB1 bei Überexpression von DPL1 gezeigt

werden. Die erstellte Linie XVE-HA-DPL1 wies bei Induktion der Genexpression mit β-

Estradiol sowohl in einem Wachstumstest als auch bei Bestimmung des Zelltods durch

Leitfähigkeitsmessung in Blattscheibenexperimenten eine Reduktion des FB1-E�ekts auf

(Abbildungen 13, 14). Diese erhöhte Resistenz kann, wie bei einem verstärkten Vorkom-

men der LCB-P-Lyase erwartet, durch eine niedrigere Akkumulation der LCBs (d18:0 und

t18:0) um 30�40% und LCB-Ps (d18:0-P und t18:0-P) um 50�60% erklärt werden. Die

Induktion der Überexpression von DPL1 führte damit zu allen Zeitpunkten bei gleichzei-

tiger FB1-Behandlung zu einem niedrigeren Verhältnis von LCB-Ps/LCBs. Der geringere

Zelltod lässt sich dabei hingegen alleine durch den niedrigeren Anstieg der LCBs erklä-

ren. Bei der hier erstellten Linie XVE-HA-DPL1 handelt es sich um die erste Mutante

mit beschriebener Überexpression von DPL1. Es wäre interessant den E�ekt einer ver-

stärkten Expression der Lyase auf P�anzen bei anderen Zelltod-auslösenden Bedingungen

zu studieren, besonders da von Magnin-Robert et al. (2015) für die knockout-Mutanten

dpl1 eine höhere Suszeptibilität gegenüber P. syringae und stärkere Toleranz gegenüber

B. cinerea beschrieben wurde. Obwohl, wie erwähnt, diese Ergebnisse für P. syringae in

dpl1-1 und dpl1-2 im Zuge dieser Arbeit nicht reproduziert werden konnten, ermöglicht

diese Linie die Rolle von Sphingobasen in der Zelltodreaktion weiter zu analysieren. Zwar

könnte der Einsatz des induzierbaren Systems bei biotischem Stress als Auslöser von Zell-

todreaktionen aufgrund einer direkten Wirkung von β-Estradiol auf Pathogene dabei zu

Problemen führen, was in separaten Tests ausgeschlossen werden müsste, doch kann diese

Linie wichtige Einblicke in die Regulation von Sphingobasen bei Zelltodreaktionen liefern.

4.5 Ausblick

In dieser Arbeit wurde durch Veränderung der Sphingobasen-Spiegel in A. thaliana, durch

exogene Zugabe von t18:0/t18:0-P oder FB1, eine direkte Wirkung von LCBs und LCB-Ps

auf den Zelltod untersucht. Dabei wurde, im Vergleich zu bisherigen publizierten Arbei-

ten, die detaillierteste Bestimmung der Spiegel von Sphingobasen bei der Entwicklung

des Zelltods durch verschiedene Auslöser, wie LCB-Zugabe, Bakterieninfektion und FB1-

Behandlung vorgenommen. Durch Bewertung der vorherrschenden Hypothese eines an-

tagonistischen E�ekts von LCB-Ps beim Zelltod in P�anzen konnte gezeigt werden, dass

hohe Spiegel von LCB-Ps alleine nicht ausreichend sind, um Zelltod zu inhibieren oder
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zu reduzieren und dass einige bisherige Belege aus anderen Arbeiten für diesen E�ekt

auf experimentelle Umstände zurückzuführen sind. Trotz der in dieser Arbeit gezeigten

Belege, die gegen eine antagonistische Wirkung von phosphorylierten Sphingobasen spre-

chen, ist es möglich, dass bestimmte LCB-Ps oder Sphingolipid-Spezies unter speziellen

Bedingungen einen negativen Ein�uss auf den Zelltod in P�anzen ausüben. Zwar wur-

de hier ausführlich durch Korrelation von Zelltodwerten und Sphingobasen-Spiegeln der

in manchen Publikationen (Magnin-Robert et al., 2015; Shi et al., 2007) beschriebene

direkte Zelltod-hemmende E�ekt auf andere Weise erklärt, doch gibt es noch weitere

publizierte Ansätze, bei denen eine reduzierte Zelltodwirkung durch vermeintlich höhere

LCB-P-Spiegel begründet wurde. Von Alden et al. (2011) wurde beispielsweise gezeigt,

dass in Arabidopsis-Zellkulturen durch Vorbehandlung mit d18:1-P der Hitze-induzierte

Zelltod oder der nach unzureichender Verdünnung der Kultur auftretende Zelltod abge-

mildert werden kann. Magnin-Robert et al. (2015) berichteten, dass t18:0-P den durch B.

cinerea ausgelösten Zelltod reduzieren kann und von Dutilleul et al. (2012) wurde eine

erhöhte Aktivität der Mitogen-aktivierten Proteinkinase MPK6 nach t18:0-P-Behandlung

festgestellt. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, bietet aber durch die

Möglichkeit der gleichzeitigen Bestimmung der Spiegel von Sphingobasen in den beschrie-

benen Experimenten mit Blattscheiben einen wichtigen Ansatzpunkt für weitere Studien.

Neben der Frage, ob LCB-Ps einen Zelltod-inhibierenden E�ekt aufweisen, war auch die

direkte Wirkung der LCBs in P�anzen von besonderem Interesse. Obwohl LCBs als Re-

gulatoren des p�anzlichen programmierten Zelltods weitgehend studiert und diskutiert

wurden, sind die genauen Funktionen als mögliche Signalmoleküle unklar. Zwar wurde

die Signalleitung neben MPK6 und CPK3 (Dutilleul et al., 2012; Lachaud et al., 2013;

Saucedo-García et al., 2011b) mit Calcium als second messenger (Lachaud et al., 2010,

2013; Townley et al., 2005) und teilweise über die Wirkung von FB1 mit Phytohormo-

nen wie Jasmonaten, Salicylsäure und Ethylen in Verbindung gebracht (Asai et al., 2000;

Magnin-Robert et al., 2015; Saucedo-García et al., 2011b), doch sind die genaueren Zu-

sammenhänge rätselhaft. Auch ist bekannt, dass der LCB/Ceramid-induzierte Zelltod mit

der Bildung von reaktiven Sauersto�spezies einhergeht (Magnin-Robert et al., 2015; Peer

et al., 2011; Saucedo-García et al., 2011a; Shi et al., 2007), allerdings ist deren Notwen-

digkeit für den ausgelösten Zelltod zweifelhaft (Lachaud et al., 2011; Peer et al., 2011;

Townley et al., 2005).

In Experimenten mit FumonisinB1 wurden darüber hinaus in A. thaliana die knockout-

Quadrupelmutante der Cystein-Proteasen αβγδvpe (vacuolar processing enzyme) und eine

Überexpressionsmutante des Serin-Protease-Inhibitors KTI1 (Kunitz-Trypsin-Inhibitor)

als resistent gegenüber dem Mykotoxin beschrieben (Kuroyanagi et al., 2005; Li et al.,

2008). Dies lässt eine Funktion der beiden Enzyme in der Vermittlung des LCB-induzierten

Zelltods vermuten. Im Zuge dieser Arbeit wurde deshalb auch die von Kuroyanagi et al.

(2005) bereitgestellte Mutante αβγδvpe und eine T-DNA-Insertionsmutante von KTI1

(SALK_067224) in ersten Experimenten mit Blattscheiben auf Zelltodinduktion nach
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t18:0-Behandlung getestet, wobei allerdings keine Unterschiede zum Wildtyp festgestellt

wurden (Daten nicht gezeigt). Trotzdem könnten genauere Untersuchungen dieser Linien

oder Mutanten der Enzyme MPK6 oder CPK3, mit Bestimmung der Sphingobasen-Spiegel

nach FB1-Behandlung, Aufschluss über einen Zusammenhang mit dem LCB-induzierten

Zelltod geben.

Hingegen zeigen die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, dass zum Teil hohe Spiegel

von LCBs für eine messbare Induktion des Zelltods benötigt wurden. Es kann angezweifelt

werden, dass LCBs eine weit oben einnehmende Position in der Signalleitung einer Ver-

mittlung des programmierten Zelltods besitzen. Wahrscheinlicher ist ein direkter zytotoxi-

scher E�ekt, was auch durch die gezeigte antibakterielle Wirkung der LCBs gestützt wird.

Ob solch hohe Spiegel von LCBs, wie sie für eine Induktion des Zelltods in dieser Arbeit

notwendig waren, unter anderen Bedingungen als mit den im Sphingobasen-Metabolismus

interferierenden Mykotoxinen (FB1, AAL-Toxin) erreicht werden, ist unklar. Allerdings ist

es denkbar, dass im Gewebe lokal induzierte, stärkere Veränderungen von Sphingobasen-

Spiegeln in direkter Nähe zu biotischem Stress ausgesetzten Zellen (zum Beispiel am Infek-

tionsort von Phytopathogenen) einen Ein�uss auf die Immunantwort und den program-

mierten Zelltod haben. Tatsächlich deutet der in mehreren Publikationen beschriebene

spontan auftretende Zelltod in verschiedenen Mutanten von Enzymen des Sphingolipid-

oder Sphingobasen-Metabolismus auf lokal zu di�erenzierende Spiegel von Sphingobasen

hin (Brodersen et al., 2002; Bruggeman et al., 2015; Liang et al., 2003; Ternes et al.,

2011; Wang et al., 2008). Dies könnte auch bei veränderter Expression von Genen des

Sphingolipid-Metabolismus im Umfeld von Infektionsorten von Pathogenen der Fall sein.

Solch eine lokale Veränderung der Gehalte von LCBs und LCB-Ps ist experimentell äu-

ÿerst schwierig aufzulösen und wurde hier nicht untersucht. Einen möglichen Ansatzpunkt

hierfür bietet die bildgebende Massenspektrometrie in Form von MALDI-MS-imaging

(matrix-assisted laser desorption ionisation mass spectrometry ; Boughton et al., 2016).

In jedem Fall scheint eine Beein�ussung von wichtigen Enzymen des Sphingolipid- oder

Sphingobasen-Metabolismus durch abiotische und biotische Stressbedingungen in der La-

ge, eine solche Akkumulation von LCBs oder LCB-Ps zu induzieren. Auch wenn hohe

Spiegel von LCB-Ps in P�anzen per se keine Zelltod-inhibierende Wirkung aufweisen,

kann die gestörte Homöostase durch veränderte Phosphorylierung mittels LCB-Kinasen

und Abbau durch die LCB-P-Lyase in solchen Situationen einen starken Ein�uss auf den

auftretenden Zelltod haben. Wie in dieser Arbeit demonstriert wurde, sollte in keinem

Fall die Wichtigkeit und Notwendigkeit der Bestimmung von tatsächlich vorherrschenden

Sphingobasen-Spiegeln bei der Beurteilung des LCB-vermittelten Zelltods vernachlässigt

werden.
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Anhang

Tabelle A1: Primer zur Überprüfung der T-DNA-Insertionsmutanten. Für die Überprüfung
der jeweiligen Mutante wurde zur Feststellung eines Wildtyp-Allels eine PCR mit dem
angegebenen linken (LP) und rechten Primer (RP) durchgeführt. Zur Feststellung der T-
DNA-Insertion im entsprechenden Gen wurde eine PCR mit dem angegebenen rechten
Primer (RP) und einem der drei T-DNA spezi�schen left border Primer (LB) durchgeführt.

Name Mutante Sequenz (5'� 3')

SALK_020151.LP CATGCCATCACACATAGCAAC
SALK_020151.RP

dpl1-1
AGAAAGGCCTCAAAGCTTGTC

SALK_093662.LP CATGCCATCACACATAGCAAC
SALK_093662.RP

dpl1-2
ATCCATGTTGATTCAAGCTCG

SAIL_794_B01.LP TCCCAAAAGCAATTCCTCTTAC
SAIL_794_B01.RP

SPHK1 -KD
CGTCATAGCTAAGAGGAGGGG

GK-288D07.LP AACGGATTCACAAACACAAGC
GK-288D07.RP

SPHK1 -OE
ATTCCCTTGTGGTTGTGTGTG

SALK_035202.LP ATTGGCAGCAATCACAAAATC
SALK_035202.RP

spp1-1
GGCAGTAATCCTTCTAACCGG

SALK_027084.LP ACCACTGACGATATCGACGAC
SALK_027084.RP

spp1-2
ATCAATGGAAGGTTCAGGGAC

GK-126D07.LP CCATGTCATGAAGTAATCGGC
GK-126D07.RP

SPP1 -OE
ACAATACCAACGAGCACCAAG

LBb1.3 SALK-Linien ATTTTGCCGATTTCGGAAC
LB3_SAIL SAIL-Linien TAGCATCTGAATTTCATAACCA

ATCTCGATACAC
LB_GK (o8474) GK-Linien ATAATAACGCTGCGGACATCTA

CATTTT
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Abbildung A1: Zeitliche Analyse der Aufnahme von t18:0 in Blattscheiben. Blattscheiben
wurden in 100µM t18:0 gelegt. (A) Spiegel von t18:0 und t18:0-P in den Blattscheiben
zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-MS/MS. Vor der Sphingobasen-
Extraktion wurden die Blattscheiben gewaschen, um die Behandlungslösung möglichst
vollständig zu entfernen. (B) Konzentration von t18:0 in der Behandlungslösung wurde
nach Entfernung der 5 Blattscheiben pro Probe mit HPLC-MS/MS gemessen. Werte in
(A) und (B) sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit der Standardabwei-
chung als Fehlerbalken.

Abbildung A2: Sphingolipid-Spiegel nach Behandlung von Blattscheiben mit t18:0 und
t18:0-P. (A) Konzentration von t18:0 und t18:0-P in den Behandlungslösungen wur-
de zu den angegeben Zeitpunkten nach Entfernung der 5 Blattscheiben pro Probe mit
HPLC-MS/MS gemessen (vergleiche Abbildung 5B für Sphingobasen-Spiegel in den
Blattscheiben). Bei 0 h sind die Werte der Behandlungslösungen vor Kontakt mit den
Blattscheiben dargestellt. (B) Spiegel von t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden in
den Blattscheiben nach Behandlung mit t18:0 und/oder t18:0-P zu den angegebenen
Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-MS/MS. Vor der Sphingobasen-Extraktion wurden
die Blattscheiben gewaschen, um die Behandlungslösung möglichst vollständig zu ent-
fernen. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit der
Standardabweichung als Fehlerbalken.
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Abbildung A3: Sphingobasen-Spiegel in Behandlungslösungen nach zeitversetzter Applika-
tion von t18:0 und t18:0-P. Blattscheiben wurden in der ersten Lösung eingelegt,
nach 3 h mit Wasser gewaschen und in der zweiten Behandlungslösung für die ange-
gebene Zeit inkubiert. Die Behandlungslösungen bestanden aus 100µM der jeweiligen
Sphingobase oder einer Kontrolle (2% Methanol in Wasser). Konzentration von t18:0
und t18:0-P in den zweiten Behandlungslösungen wurde zu den angegeben Zeitpunkten
nach Entfernung der 5 Blattscheiben pro Probe mit HPLC-MS/MS gemessen (ver-
gleiche Abbildung 6B für Sphingobasen-Spiegel in den Blattscheiben). Bei 0 h sind die
Werte der zweiten Behandlungslösungen vor Kontakt mit den Blattscheiben dargestellt.
Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit der Standardabweichung als
Fehlerbalken.

Abbildung A4: Zelltodinduktion in Blattscheiben nach Expression von AvrRpm1. Blattschei-
ben der Linie Dex:AvrRpm1-HA wurden in Kontrolllösung (2% Methanol in Wasser),
50µM Dexamethason und 100µM t18:0-P eingelegt. Der Zelltod wurde durch Leitfä-
higkeitsmessung der Lösung bei den angegebenen Zeitpunkten bestimmt und bezieht
sich auf die Leitfähigkeit der gekochten Probe am Ende des Experiments, welche als
100% Zelltod gesetzt wurde. Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit
je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Fehlerbalken.
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Abbildung A5: Genexpression in Arabidopsis-Mutanten des LCB/LCB-P-Metabolismus.
Expression der drei Gene SPHK1 (At4g21540), SPP1 (At3g58490) und DPL1
(At1g27980) in Blättern von 6 Wochen alten P�anzen wurde nach RNA-Extraktion
mittels qRT-PCR analysiert und auf das Referenzgen ACT2/8 (At3g18780, At1g49240)
normalisiert. Werte sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit der Standard-
abweichung als Fehlerbalken.

Abbildung A6: Sphingolipid-Spiegel in Blattscheiben von Mutanten des LCB/LCB-P-
Metabolismus nach Behandlung mit t18:0. (A) Spiegel von t18:0 und t18:1 enthal-
tenden Ceramiden in den Blattscheiben nach Behandlung mit 100µM t18:0 wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-MS/MS (vergleiche Abbildung 9B
für Sphingobasen-Spiegel in den Blattscheiben). (B) Spiegel von t18:0-P sowie t18:0
und t18:1 enthaltenden Ceramiden in den Blattscheiben nach Behandlung mit Kon-
trolllösung (2% Methanol in Wasser) nach 24 h gemessen mit HPLC-MS/MS. Vor der
Sphingobasen-Extraktion wurden die Blattscheiben gewaschen, um die Behandlungs-
lösung möglichst vollständig zu entfernen. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte aus
vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Feh-
lerbalken.
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Abbildung A7: E�ekt von FumonisinB1 auf Wachstum und Sphingolipid-Spiegel von Arabi-

dopsis-Keimlingen. (A) Beispiel der Keimlingsgröÿe in den verschiedenen Kategori-
en in Abbildung 10A. Maÿstabsbalken=1mm. (B) Spiegel von d18:1-P, t18:1-P sowie
t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden von Keimlingen der verschiedenen Genotypen
nach Wachstum auf Medium mit 0,5µM FB1 für 12 Tage gemessen mit HPLC-MS/MS.
(C) Spiegel von d18:0, t18:0, t18:0-P sowie t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden von
Keimlingen der verschiedenen Genotypen nach Wachstum auf Kontrollmedium für 12
Tage gemessen mit HPLC-MS/MS. Werte in (B) und (C) sind Mittelwerte aus vier un-
abhängigen Proben mit je 25�50 Keimlingen einer Platte und der Standardabweichung
als Fehlerbalken. (D) Phänotyp der verschiedenen Genotypen im Vergleich zu homozy-
got gezüchteten Kreuzungen der Mutanten nach Wachstum auf Kontrollmedium (linke
Reihe) und Medium mit 0,5µMFB1 (rechte Reihe) für 12 Tage. Maÿstabsbalken=1 cm.
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Abbildung A8: E�ekt von FumonisinB1-Behandlung auf Sphingolipid-Spiegel und Zelltod
in Blattscheiben von Mutanten des LCB/LCB-P-Metabolismus. (A) Spiegel
von t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden in den Blattscheiben nach Behandlung
mit 50µM FB1 zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-MS/MS (ver-
gleiche Abbildung 11B für Sphingobasen-Spiegel in den Blattscheiben). (B) Spiegel
von t18:0, t18:0-P sowie t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden in den Blattscheiben
nach Behandlung mit Kontrolllösung (1% Methanol in Wasser) nach 72 h gemessen mit
HPLC-MS/MS. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte aus zwei bis vier unabhängigen
Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Fehlerbalken. (C) Phä-
notyp von Blattscheiben (Durchmesser 5mm) der verschiedenen Genotypen 72 h nach
Behandlung mit Kontrolllösung (1% Methanol in Wasser) oder 50µM FB1 (vergleiche
Abbildung 11A für Zelltodwerte in den Blattscheiben).
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Abbildung A9: Zelltodinduktion in Blattscheiben von Mutanten des LCB/LCB-P-
Metabolismus nach Behandlung mit FumonisinB1. Blattscheiben der angegebe-
nen Genotypen wurden in Kontrolllösung (1% Methanol in Wasser) oder 10µM FB1

eingelegt. Der Zelltod wurde durch Leitfähigkeitsmessung der Lösung bei den ange-
gebenen Zeitpunkten bestimmt und bezieht sich auf die Leitfähigkeit der gekochten
Probe am Ende des Experiments, welche als 100% Zelltod gesetzt wurde. Werte sind
Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben mit je 5 Blattscheiben und der Standard-
abweichung als Fehlerbalken. Sternchen zeigen Signi�kanzniveaus<0,05 des jeweiligen
Genotyps und wurden mittels ANOVA für die Interaktion der festgesetzten Faktoren
�Genotyp� und �FB1-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate berechnet.
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Abbildung A10: E�ekt von FumonisinB1-Behandlung auf Sphingolipid-Spiegel und Zelltod
in Blattscheiben der knockout-Mutanten dpl1. (A) Spiegel von d18:1-P, t18:1-P
sowie t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden in den Blattscheiben nach Behandlung
mit 10µM FB1 zu den angegebenen Zeitpunkten, gemessen mit HPLC-MS/MS (ver-
gleiche Abbildung 12B für Sphingobasen-Spiegel in den Blattscheiben). (B) Spiegel
von t18:0 sowie t18:0 und t18:1 enthaltenden Ceramiden in den Blattscheiben nach
Behandlung mit Kontrolllösung (1% Methanol in Wasser) nach 72 h gemessen mit
HPLC-MS/MS. Werte in (A) und (B) sind Mittelwerte aus vier unabhängigen Proben
mit je 5 Blattscheiben und der Standardabweichung als Fehlerbalken. (C) Phänotyp
von Blattscheiben (Durchmesser 5mm) der verschiedenen Genotypen 72 h nach Be-
handlung mit Kontrolllösung (1% Methanol in Wasser) oder 10µM FB1 (vergleiche
Abbildung 12A für Zelltodwerte in den Blattscheiben).
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Tabelle A3: Verhältnisse von LCB-Ps zu LCBs aus den Experimenten der Abbildungen
9, 10, 11, 12. Die Verhältnisse wurden aus den Mittelwerten der Spiegel von d18:0-P/d18:0,
t18:0-P/t18:0 und der Summe aus d18:0-P und t18:0-P zu der Summe aus d18:0 und t18:0
berechnet.

Verhältnis
Abb. [Nr.] Zeit [h] Genotyp d18:0-P/d18:0 t18:0-P/t18:0 LCB-Ps/LCBs

Col-0 � 0,08 0,08

SPHK1 -KD � 0,03 0,03

SPHK1 -OE � 0,86 0,86

spp1-1 � 0,35 0,35

spp1-2 � 0,21 0,21

2

SPP1 -OE � 0,04 0,04

Col-0 � 0,09 0,09

SPHK1 -KD � 0,01 0,01

SPHK1 -OE � 0,74 0,74

spp1-1 � 0,37 0,37

spp1-2 � 0,25 0,25

6

SPP1 -OE � 0,05 0,05

Col-0 � 0,23 0,23

SPHK1 -KD � 0,07 0,07

SPHK1 -OE � 0,94 0,94

spp1-1 � 0,35 0,35

spp1-2 � 0,32 0,32

9

24

SPP1 -OE � 0,14 0,14

Col-0 6,06 1,07 1,84

SPHK1 -KD 0,14 0,05 0,07

SPHK1 -OE 8,26 5,51 6,40

spp1-1 13,27 3,39 4,72

spp1-2 11,12 2,70 3,91

SPP1 -OE 0,34 0,05 0,09

dpl1-1 10,07 2,68 4,47

10 �

dpl1-2 11,59 3,06 5,09

Col-0 0,76 0,46 0,47

SPHK1 -KD 0,01 0,08 0,08

SPHK1 -OE 0,32 0,18 0,18

spp1-1 1,61 2,34 2,32

spp1-2 1,76 2,53 2,50

4

SPP1 -OE 0,05 0,02 0,02

Col-0 0,78 0,97 0,94

SPHK1 -KD 0,02 0,10 0,06

SPHK1 -OE 0,23 0,35 0,32

spp1-1 1,62 3,23 2,94

spp1-2 1,49 3,30 2,95

26

SPP1 -OE 0,03 0,03 0,03

Col-0 0,82 0,87 0,85

SPHK1 -KD 0,03 0,05 0,04

SPHK1 -OE 0,42 0,70 0,58

spp1-1 4,08 5,97 5,18

spp1-2 4,27 7,25 5,82

50

SPP1 -OE 0,04 0,03 0,03

Col-0 1,84 1,35 1,53

SPHK1 -KD 0,05 0,07 0,06

SPHK1 -OE 0,24 0,21 0,22

spp1-1 8,91 10,86 9,94

spp1-2 9,37 10,96 10,17

11

72

SPP1 -OE 0,09 0,07 0,08

Col-0 0,52 1,21 1,17

dpl1-1 2,40 3,75 3,644

dpl1-2 1,73 3,27 3,14

Col-0 0,78 3,94 3,29

dpl1-1 2,32 6,65 5,1926

dpl1-2 1,59 6,76 4,93

Col-0 1,05 4,82 3,38

dpl1-1 4,78 13,41 9,9050

dpl1-2 2,02 6,03 4,21

Col-0 1,65 4,68 3,66

dpl1-1 8,30 24,97 18,03

12

72

dpl1-2 6,17 16,93 12,34
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Abbildung A11: Univariate Varianzanalyse zu Abbildung 9. Dargestellt ist die Ausgabe der sta-
tistischen Auswertung mit der Software IBM SPSS Statistics. Für Zelltodmessungen
(Abbildung 9A) wurden die Daten mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA) für
die Interaktion der festgesetzten Faktoren �Genotyp� und �t18:0-Behandlung� mit dem
Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Für Sphingobasen-Spiegel (Abbildung 9B) wur-
den die Daten mittels allgemeinem linearem Modell für den Faktor �Genotyp� mit
dem Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Signi�kanzniveaus<0,05 für den Faktor
oder die Interaktion der Faktoren wurden in der entsprechenden Abbildung mit einem
Sternchen markiert.
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Abbildung A12: Allgemeines lineares Modell zu Abbildung 10C. Dargestellt ist die Ausgabe
der statistischen Auswertung mit der Software IBM SPSS Statistics. Daten wurden
mittels allgemeinem linearem Modell für die Interaktion der Faktoren �Genotyp� und
�FB1-Behandlung� für jede der vier Sphingobasen analysiert. Signi�kanzniveaus<0,05
für die Interaktion der Faktoren wurden in der entsprechenden Abbildung mit einem
Sternchen markiert.
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Abbildung A13: Univariate Varianzanalyse zu Abbildung 11. Dargestellt ist die Ausgabe der sta-
tistischen Auswertung mit der Software IBM SPSS Statistics. Für Zelltodmessungen
(Abbildung 11A) wurden die Daten mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA) für
die Interaktion der festgesetzten Faktoren �Genotyp� und �FB1-Behandlung� mit dem
Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Für Sphingobasen-Spiegel (Abbildung 11B)
wurden die Daten mittels allgemeinem linearem Modell für den Faktor �Genotyp� mit
dem Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Signi�kanzniveaus<0,05 für den Faktor
oder die Interaktion der Faktoren wurden in der entsprechenden Abbildung mit einem
Sternchen markiert.
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Abbildung A14: Univariate Varianzanalyse zu Abbildung 12. Dargestellt ist die Ausgabe der sta-
tistischen Auswertung mit der Software IBM SPSS Statistics. Für Zelltodmessungen
(Abbildung 12A) wurden die Daten mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA) für
die Interaktion der festgesetzten Faktoren �Genotyp� und �FB1-Behandlung� mit dem
Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Für Sphingobasen-Spiegel (Abbildung 12B)
wurden die Daten mittels allgemeinem linearem Modell für den Faktor �Genotyp� mit
dem Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Signi�kanzniveaus<0,05 für den Faktor
oder die Interaktion der Faktoren wurden in der entsprechenden Abbildung mit einem
Sternchen markiert.
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Abbildung A15: Univariate Varianzanalyse zu Abbildung 14. Dargestellt ist die Ausgabe der
statistischen Auswertung mit der Software IBM SPSS Statistics. Für Zelltodmessun-
gen (Abbildung 14A) wurden die Daten mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA),
für Sphingobasen-Spiegel (Abbildung 14C) mittels allgemeinem linearem Modell, für
den Faktor �Est-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Signi�-
kanzniveaus<0,05 für den Faktor wurden in der entsprechenden Abbildung mit einem
Sternchen markiert.
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Abbildung A16: Univariate Varianzanalyse zu Abbildung A9. Dargestellt ist die Ausgabe der
statistischen Auswertung mit der Software IBM SPSS Statistics. Daten wurden mit-
tels univariater Varianzanalyse (ANOVA) für die Interaktion der Faktoren �Genotyp�
und �FB1-Behandlung� mit dem Faktor �Zeit� als Kovariate analysiert. Signi�kanzni-
veaus<0,05 für die Interaktion der Faktoren wurden in der entsprechenden Abbildung
mit einem Sternchen markiert.
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