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Die Biosynthese von fragmentierten Fettsduren (kurzkettige Dicarbonsduren und deren
Oxocarbonsaure-Vorstufen) ist in den meisten Pflanzen noch unklar. Wichtige, bekannte
Dicarbonsauren sind Pimelinsdure (PIM) und Azelainsaure (AZA) mit den putativen Vorstufen 7-Oxo-
heptanonsaure (OHA) und 9-Oxononanonsaure (ONA). Es besteht grolRes Interesse die Biosynthese-
mechanismen und die Regulation der Synthese dieser Substanzen aufzukldren, da Fettsaure-
fragmente an wichtigen biologischen Prozessen beteiligt sind. PIM ist eine essentielle Vorstufe von
Biotin in Mikroben, Pilzen und Pflanzen. Bisher konnte die Biosynthese von PIM nur in Bakterien
(E. coli und B. subtilis) aufgeklart werden. Es gibt keine Hinweise auf einen analogen Mechanismus in
Pflanzen. Eine biologische Aktivitat von AZA bei Pflanzen konnte erst vor kurzem beschrieben
werden. Eine Forschergruppe identifizierte AZA als Metabolit, der nach Infektion mit dem Pathogen
Pseudomonas syringae vermehrt im Phloemsaft von Arabidopsis vorhanden ist und der in Pflanzen
eine lokale und systemische Resistenz gegenliber dem Pathogen induziert. In Tieren sind
Fettsdaurefragmente ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung. Es ist bekannt, dass eine
nichtenzymatische oxidative Fragmentierung von Fettsdaurehydroperoxiden in komplexen
Membranlipiden als Folge von oxidativem Stress ablduft. Phospholipide mit veresterter ONA / AZA
spielen aufgrund ihrer Struktur eine Rolle als endogene Liganden bei Reaktionen des angeborenen
Immunsystems.

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der Oxidation von Fettsduren und deren Fragmentierung
in Pflanzen aufzuklaren. Weiterhin sollte die Rolle der oxidierten Fragmente in der Immunantwort
der Modellpflanze Arabidopsis thaliana untersucht werden. In Pflanzen wurden fragmentierte
Fettsduren im Rahmen dieser Arbeit erstmals in komplexen Lipiden identifiziert und verschiedene

Hypothesen zur Bildung von Fettsdaurefragmenten experimentell Gberpriift.

Es konnte gezeigt werden, dass die Biosynthese der Fettsdaurefragmente in Arabidopsis thaliana
ausgehend von zwei- oder dreifach ungesattigten Fettsdauren stattfindet. 9- und 13-Lipoxygenasen
(LOX1, LOX5 und LOX2) spielen dabei keine essentielle Rolle. Die Mitglieder der Lipid-Transfer-
Proteinfamilie AZELAIC ACID INDUCED 1 (AZI1) und DEFECTIVE IN INDUCED RESISTANCE 1 (DIR1),
ebenso wie die chloroplastidare Fettsdure Desaturase 7 (FATTY ACID DESATURASE 7, FAD7) sind
ebenfalls nicht essentiell fiir die Biosynthese der Fettsdaurefragmente. Fir diese Enzyme wurde eine
Rolle in der Biosynthese und / oder dem Transport des Signals in der systemischen Resistenz der

Pflanze bzw. eine Rolle in der Induktion der systemischen Resistenz postuliert.
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Die Fettsaurefragmente konnten in Arabidopsis in freier Form und in komplexen Lipiden verestert
(ausschlieRlich in Galactolipiden) detektiert werden. Applikationsexperimente zeigten, dass die
Biosynthese der Fettsdaurefragmente in den komplexen Lipiden auf nichtenzymatischem Wege in situ
stattfindet. Dabei wird in Ubereinstimmung mit den experimentellen in vitro und in vivo Daten als
Reaktionsmechanismus die Dimer-Hypothese der Arbeitsgruppe um Alan Brash vorgeschlagen. In
griinen Pflanzenteilen verlauft die Biosynthese demzufolge in drei Schritten ab: Im ersten Schritt
entsteht ein ,Pool” von oxidierten Galactolipiden mit Hydroperoxid-Acylketten (mit konjugierten
Dienen). Diese Hydroperoxide entstehen fortlaufend durch Oxidation der Fettsdureacyle mittels
Singulett Sauerstoff in Plastiden. Nach Infektion mit dem Pathogen Pseudomonas syringae pathovar
tomato (avirulenter Stamm) wird der ,Pool“ von Galactolipidperoxiden durch die katalytische
Einwirkung von freien Radikalen und der Lipoxygenase 2 erhoht. Im zweiten Schritt findet eine
Radikal-katalysierte Addition von Peroxylradikalen an Fettsdurehydroperoxide statt, wobei Lipid-
Peroxid-Dimere gebildet werden. Diese instabilen Zwischenprodukte zerfallen spontan in vier
Produkte, darunter zwei Aldehyd-Fragmente, ein Alkoxyradikal und ein Hydroxylradikal.
Bemerkenswert ist hierbei, dass durch die Fragmentierung des Dimers weitere Radikale de novo
entstehen. Im dritten Schritt kdnnen die in Galactolipiden veresterten Oxocarbonsduren in einem
Radikal-katalysierten Prozess zu Dicarbonsauren oxidiert werden.

Hydroperoxide, die Vorlaufer der Fettsdaurefragmente, wurden in freier Form und in komplexen
Lipiden verestert analysiert. Die Detektion der Peroxide erfolgte nach Reduktion mit
Triphenylphosphin zu Hydroxyfettsduren. Unter basalen Bedingungen liegt sowohl bei den freien, als
auch bei den veresterten Hydroxyfettsduren ein fast komplett Singulett Sauerstoff abhangiger
Oxidationsmechanismus vor. Drei Galactolipid Hauptspezies (Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG)-
18:3-16:3, Digalactosyldiacylglycerol (DGDG)-18:3-18:3 und DGDG-18:3-16:3) sind hoch oxidiert (5 bis
9 Mol-%, relativ zur jeweiligen Vorstufe). MGDG-18:3-18:3, ebenso wie Phosphatidylglycerol-,
Phosphatidylinositol- und Triacylglycerol-Hydroxyfettsdurespezies liegen basal nur schwach oxidiert
vor (< 2 Mol-%). Nach Infektion mit dem Pathogen P. syringae kommt es zu einer massiven Lipid
Biosynthese und Oxidation durch die 13-Lipoxygenase LOX2, Singulett Sauerstoff und freie Radikale.
Der Oxidationsgrad der Hydroxyfettsdauren in den Galactolipiden andert sich kaum. Innerhalb der
Triacylglycerole kommt es zu einem groRen Anstieg der oxidierten Spezies (auf 12 bis 38 Mol-%). Die
Oxidation und Fragmentierung der Fettsauren in den Galactolipiden unter basalen Bedingungen und
induziert durch die Pathogenbehandlung, stellen einen wichtigen biochemischen Prozess dar. Auf
diesem Weg entstehen die essentielle Biotin Vorstufe PIM und AZA, die in A. thaliana eine lokale und

systemische Resistenz induziert.
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Dariiber hinaus konnte eine starke Akkumulation von LOX2-abhadngigen Oxidationsprodukten nach
Infektion mit dem Pathogen, vor allem innerhalb der Gruppe der MGDG, wie z.B. den Arabidopsiden,
beobachtet werden. MGDG, ebenso wie hdher oxidierte Lipide, stellen aufgrund ihrer Struktur Lipide
dar, die nur zusammen mit anderen ,Bilayer“-bildenden Lipiden (z.B. Phosphatidylcholinen und
DGDG) eine Lipid-Doppelschicht aufbauen kénnen. Die Oxidation von Plastidenlipiden fiihrt zu einem
dramatischen Verlust von Thylakoidmembranen, der durch Neusynthese ausgeglichen wird. Dabei
konnte beobachtet werden, dass die Lipidverluste nicht nur kompensiert werden sondern die de
novo gebildeten Lipide nach Pathogeninfektion sogar akkumulieren. Die Spiegel an Galactolipiden,
Triacylglycerolen und einigen Phospholipiden nehmen nach Pathogeninfektion stark zu. Der groRte
Anstieg in der Summe der Lipide ist bei den Triacylglycerolen mit einer 8,5-fachen Zunahme zu
beobachten. Weiterhin konnte eine 2-fache Anreicherung von MGDG infolge der Pathogeninfektion
detektiert werden. Diese Anstiege in der Summe der Lipide gehen einher mit der Zunahme der GrolR3e
und Anzahl von Plastoglobuli (Speicher fiir Triglyceride) und Prolamellarkérper (Speicher fir
Thylakoidmembranlipide, insbesondere MGDG) in den Chloroplasten von infizierten Blattern. Es wird
postuliert, dass diese Strukturen ein Lipidreservoir fiir die Neubildung von Thylakoidmembranlipiden

darstellen.
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The biosynthesis of fragmented fatty acids (short chain bicarboxylic acids and their precursor
oxoacids) has not been established in plants. Important and common bicarboxylic fatty acids are
pimelic acid and azelaic acid (PIM and AZA) and their putative precursors 7-oxoheptanoic acid (OHA)
and 9-oxononanoic acid (ONA). Interest in the biogenetic origin of these unusual fatty acids stems
from the fact that these fragmented fatty acids are involved in important biological processes. PIM is
an established precursor of biotin in bacteria, fungi and plants. PIM biosynthesis has only recently
been clarified in bacteria (E. coli and B. subtilis) and there is yet no evidence that an analogous
pathway is operative in plants. Moreover, AZA has been identified as a pathogen-induced metabolite
in Arabidopsis vascular sap that has been reported to prime local and systemic resistance against the
pathogen Pseudomonas syringae. In animals, non-enzymatic fragmentation of fatty acid
hydroperoxides is known to occur in complex membrane lipids during oxidative stress. ONA and AZA
comprising phospholipids serve as endogenous pattern recognition ligands in the innate immune
system of animals.

The aim of this work was to clarify the mechanisms of fatty acid oxidation and fragmentation as well
as the function of the oxidized fragments in the immune response of the model plant Arabidopsis
thaliana. Within this work, fragmented fatty acids have been identified in complex lipids of plants for

the first time and different hypotheses for the biosynthesis of fragmented fatty acids were examined.

It could be shown that dienoic or trienoic fatty acids are precursors of fatty acid fragments in
Arabidopsis thaliana. 9- and 13-lipoxygenases (LOX1, LOX5 and LOX2) are not essential for
biosynthesis. AZELAIC ACID INDUCED 1 (AZI1) and DEFECTIVE IN INDUCED RESISTANCE 1 (DIR1),
members of the lipid transfer protein family, as well as FATTY ACID DESATURASE 7 (FAD7) are also
not necessary for biosynthesis of fragmented fatty acids. It has been postulated that these enzymes
play a role in synthesis and / or transport of systemic resistance signals in plants and in induction of
systemic resistance, respectively.

In Arabidopsis fragmented fatty acids could be identified in free form and esterified in complex lipids,
exclusively galactolipids. Application experiments revealed that biosynthesis of fatty acid fragments
takes place in galactolipids in situ in a non-enzymatic way. Interpretation of in vitro and in vivo results
lets suggest a reaction mechanism due to dimer hypothesis from Alan Brash's working group. The
fragmentation process in green organelles was found to proceed through three steps. An initial and
essential event is the formation of a pool of galactolipids comprising acyl hydroperoxides with
conjugated dienes. These hydroperoxides are generated continuously in plastids through oxidation of

fatty acyls by singlet oxygen. After infection with the avirulent strain of Pseudomonas syringae
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pathovar tomato the pool of galactolipid-peroxides is increased by catalytic impact of free radicals
and lipoxygenases. In a second step, peroxy radical addition to fatty acid hydroperoxides results in
dimerization of peroxides thereby forming an unstable intermediate that spontaneously decomposes
to yield two aldehyde fragments, an alkoxy radical and a hydroxy radical. Notably, decomposition of
the dimer leads to a de novo production of radicals. In a third step oxoacids esterified in galactolipids
could be oxidized into bicarboxylic acids in a radical catalyzed process.

Hydroperoxides, precursors of fatty acid fragments, were analyzed reduced to hydroxy fatty acids, in
free form and esterified in complex lipids. Under basal conditions, some complex lipids were found to
be highly and almost exclusively oxidized by singlet oxygen. Three galactolipid species
(monogalactosyldiacylglycerole (MGDG)-18:3-16:3, digalactosyldiacylglycerole (DGDG)-18:3-18:3 and
DGDG-18:3-16:3) showed highest level of oxidation with 5 to 9 mol-% (relative to their precursors).
MGDG-18:3-18:3, as well as phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol and triacylglycerol species are
only slightly oxidized (< 2 mol-%). After P. syringae infection, massive lipid biosynthesis and oxidation
by 13-lipoxygenase LOX2, singlet oxygen and free radicals was observed. Degree of oxidation in
galactolipids was almost the same but hydroxylated triacylglycerol species showed a strong increase
(up to 12 until 38 mol-%). Basal and pathogen-induced fatty acyl oxidation and fragmentation in
galactolipids might be an important and general biochemical process yielding the essential biotin
precursor PIM and AZA, which has previously been shown to prime the local and systemic immune
response of A. thaliana.

Moreover a strong accumulation of LOX2-depending oxidation products, particularly in MGDG, e. g.
arabidopsides, could be shown. MGDG and higher oxidized lipids are non-bilayer forming lipids that
can only be integrated into membranes in the presence of sufficient bilayer forming lipids such as
phosphatidylcholines and DGDG. Oxidation of plastidic lipids results in a dramatic loss of thylakoid
membranes that is overcompensated by de novo lipid synthesis. Indeed levels of galactolipids,
triacylglycerols and phospholipids increased after pathogen infection. In case of triacylglyerols
highest rise with 8.5-fold lipid accumulation could be observed. Also a strong accumulation of MGDG
(2-fold) could be observed after pathogen infection. This massive lipid biosynthesis is in agreement
with increase of size and number of plastoglobules (reservoir for triacylglycerols) and prolamellar
bodies (reservoir for thylakoid membrane lipids, particularly MGDG) in chloroplasts of infected
leaves. It has been postulated that these structures display a lipid reservoir for de novo synthesized

thylakoid membrane lipids.
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Pseudomonas syringae ist ein Gram negatives, stabchenféormiges Bakterium mit polaren Flagellen.
Bereits in den spaten 1980ern wurden mehrere Stamme isoliert, die die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana infizieren kdnnen. In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Bakterienstamm P. syringae
pathovar tomato DC3000 (Pst) gearbeitet. Ein avirulenter und ein virulenter Stamm dieses
Bakteriums wurden zur Infektion von Arabidopsis thaliana eingesetzt. Gegenliber dem avirulenten
Pst-Stamm ist Arabidopsis resistent, was zu einer inkompatiblen Interaktion fihrt. Nach Infektion mit
dem virulenten Pst-Stamm kommt es zu einer kompatiblen Interaktion (Whalen et al. 1991). Die
»Gen-flir-Gen“-Hypothese beschreibt die genetischen Grundlagen von Anfalligkeit und Resistenz
einer Pflanzenart gegeniliber verschiedenen Pathogenstammen. Eine Rassen-spezifische Resistenz
wird nur dann erreicht, wenn die Wirtspflanze zu dem jeweiligen dominant vererbten Avirulenzgen
des Pathogens das komplementare, ebenfalls dominant vererbte Resistenzgen tragt (Flor 1971).

Nach dem Befall einer Pflanze mit einem avirulenten Pathogen, kommt es in einem als
»Hypersensitive Reaktion” (HR) bezeichneten Prozess zur Generierung von reaktiven Sauerstoff-
spezies (engl.: reactive oxygen species, ROS) und Stickstoffmonoxid (NO). Nach der initialen ROS-
Bildung und der vermehrten NO-Freisetzung, kommt es einige Stunden spater zu einem zweiten
»oxidativen burst” (Low und Merida 1996). Dies fuhrt zum programmierten Zelltod, wobei das
pflanzliche Gewebe in der Umgebung des Infektionsorts abstirbt und somit die Verbreitung des
Pathogens verhindert wird (Shah 2005).

Zur Gruppe der ROS zahlen das Hydroxyl-Radikal (OH’), das Perhydroxyl-Radikal (O,H’), das
Superoxidanion-Radikal (‘0,), Singulett Sauerstoff ('O,) und Wasserstoffperoxid (H,0,). Generiert
werden ROS im Apoplasten durch NADPH-Oxidasen, zellwandgebundene Peroxidasen, Superoxid-
Dismutasen und Aminooxidasen (Laloi et al. 2004). ROS werden fortwahrend in den Mitochondrien
bei der unvollstandigen Reduktion von Sauerstoff in der Atmungskette, sowie in den Chloroplasten
beim direkten Elektronentransfer vom Photosystem | auf Sauerstoff (Mehler-Reaktion) generiert
(Mehler 1951; Neill et al. 2002; Vranova et al. 2002). Infolge verschiedener abiotischer und biotischer
Stressstimuli, wie z. B. Hitze- und Kaltestress, Trockenheit, Verwundung und Pathogenbefall (Dat et
al. 2000; Hancock et al. 2001; Neill et al. 2002) kommt es zu einer vermehrten Bildung von ROS.
Liegen erhohte Spiegel an ROS in der Zelle vor, 16sen diese Mechanismen aus, die in Verbindung mit
Signalprozessen und programmiertem Zelltod stehen (Mittler et al. 2004; Van Breusegem und Dat
2006). Eine klare Trennung zwischen den spezifischen Effekten der einzelnen ROS Spezies stellt sich

als sehr schwierig dar, da sie oft gleichzeitig gebildet und leicht in andere ROS Spezies umgewandelt
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werden. Ebenso fehlen entsprechende Marker, die eine Quantifizierung von ROS bzw. des oxidativen
Stresses erlauben.

Eine Konsequenz der Anreicherung von ROS ist die Lipidperoxidation. Nur Singulett Sauerstoff und
freie Radikale sind dabei reaktiv genug um ungesattigte Fettsdauren direkt oxidieren zu konnen
(Mueller et al. 2006). Unklar ist, ob die Lipidperoxidation eine Ursache oder Folge des Zelltods
darstellt. Eine Moglichkeit die Lipidperoxidation zu untersuchen, stellt die Analyse von
Hydroxyfettsaure-Mustern dar. Hydroperoxide bzw. Hydroxyfettsauren entstehen als primare
Produkte bei der nichtenzymatischen Lipidperoxidation. Die durch Singulett Sauerstoff initiierte
Lipidperoxidation unterscheidet sich von dem Mechanismus der Radikal-katalysierten Oxidation.
Singulett Sauerstoff kann aufgrund seiner hohen Elektrophilie direkt die Doppelbindung einer
ungesattigten Fettsdure angreifen, wahrend fiir die Radikal-katalysierte Oxidation eine
Pentadienylgruppe in der Fettsdure vorhanden sein muss, an der die Oxidation startet. Durch den
unterschiedlichen Reaktionsmechanismus werden spezifische Muster an Hydroperoxiden generiert,
die Riickschlisse auf den zugrundeliegenden Oxidationsmechanismus liefern (Frankel 1998; Montillet
et al. 2004). Durch Analyse der Hydroxyfettsdure-Muster konnte gezeigt werden, dass Singulett
Sauerstoff selbst unter optimalen Wachstumsbedingungen fiir mehr als 80 % der nichtenzymatischen
Lipidperoxidation verantwortlich ist. Weiterhin stellt Singulett Sauerstoff das Hauptspezies dar,
welches fiir den photooxidativen Schaden in Pflanzen verantwortlich ist (Triantaphylides et al. 2008).
Der Hauptort und die molekularen Ziele der Lipidperoxidation, ebenso wie der Beitrag der

verschiedenen ROS Spezies und Lipoxygenasen, sind bisher noch nicht aufgeklart.
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1 CHLOROPLASTEN: HAUPTORT DER LIPIDPEROXIDATION?

Die Plastiden stellen in Pflanzen eine der Hauptquellen an ROS, hauptsachlich an Singulett Sauerstoff
(*0,), dar. Die kurze Halbwertszeit von 'O, bedingt, dass dieser mit Lipiden reagiert, die nahe an dem
Ort, an dem er entsteht, lokalisiert sind: dem Photosystem Il (Triantaphylides et al. 2008).

Im Vergleich zur typischen Zellmembran von Tieren, Pilzen oder nichtphotosynthetischen Bakterien,
scheint auf den ersten Blick die Lipidkomposition von Chloroplastenmembranen uniiblich zu sein. Die
Membranen der Chloroplasten bestehen zu Uber 70 % aus Galactoglycerolipiden, den Mono- und
Digalactosyldiacylglyceriden (MGDG und DGDG). Weitere Komponenten sind die Sulfolipide
Sulfoquinovosyldiacylglycerole (SQDG) und Phospholipide (Browse und Somerville 1994). In
extraplastidiren Membranen sind keine Galactolipide, sondern nur Phospholipide zu finden.
Lediglich infolge Phosphatmangels kommt es zu einer Translokation von DGDG in extraplastidare
Membranen (Haertel et al. 2000).

Hohere Pflanzen kénnen Glycerolipide auf zwei verschiedenen Biosynthesewegen synthetisieren: auf
dem prokaryotischen Weg, der an der inneren Chloroplastenmembran stattfindet und Gber den
eukaryotischen Weg, welcher im Endoplasmatischen Retikulum (ER) stattfindet. Aufgrund der Acyl-
Gruppen-Spezifitdt der Acyltransferasen in verschiedenen Organellen, haben Lipide, die in Plastiden
synthetisiert werden eine C16 Fettsdure an der sn-2 Position, wahrend bei Lipiden, die im ER
synthetisiert werden eine C18 Fettsdure an sn-2 Position verestert vorliegt (Somerville und Browse
1991).

Abundanteste Fettsdaure in den oberirdischen Geweben der meisten Pflanzen ist die dreifach
ungesattigte a-Linolensdure (18:3). In Blattern von A. thaliana liegt 18:3 mit bis zu 54 Mol-%
vorwiegend in Chloroplasten und Mitochondrien vor (Harwood 1982; Falcone et al. 2004). Uber 90
bzw. 75 % der in MGDG bzw. DGDG veresterten Fettsduren sind dreifach ungesattigt (Douce und
Joyard 1982). Es scheint verwunderlich, dass gerade die hoch ungesattigten Fettsduren, die daullerst
anféllig sind fiir nichtenzymatische Oxidation (Frankel 1998), vorwiegend in Chloroplasten, dem
Hauptort der ROS Produktion, vorliegen. Zahlreiche Studien an der Mutante fad3,7,8, die keine
dreifach ungesattigten Fettsduren besitzt (McConn und Browse 1996), bieten Aufschluss Uber die
Funktion der hoch ungesattigten Fettsdauren im Chloroplasten. Dreifach ungesattigte Fettsdauren
werden bendtigt, um die Photosynthese unter Kalte aufrecht zu erhalten (Routaboul et al. 2000). In
Bezug auf erhohte Temperaturen ist die Mutante fad3,7,8, auf kurze Sicht thermotoleranter als der
Wildtyp. Auf lange Sicht sind die Photosynthese, das Wachstum und die Uberlebensrate der
Dreifachmutante im Vergleich zum Wildtyp stark beeintrachtigt (Routaboul et al. 2011). Linolensadure
ist ein Vorlaufermolekil fir eine Vielzahl an enzymatisch und nichtenzymatisch gebildeten

Signalstoffen, wie z. B. Jasmonate und Phytoprostane (McConn et al. 1997; Mueller 2004). Die
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Arbeitsgruppe um E. Farmer postulierte eine Rolle fiir dreifach ungesattigte Fettsduren im Abfangen
von ROS Spezies und damit eine physiologische Funktion dieser Fettsdauren in dem Absenken der ROS

Spiegel (Mene-Saffrane et al. 2008).

2 OXIDIERTE LIPIDE IM PFLANZLICHEN UND TIERISCHEN SYSTEM

Neben dreifach ungesattigten Fettsduren dienen in Pflanzen auch zwei- und einfach ungesattigte C18
und C16 Fettsauren als Substrat fiir die Synthese von oxidierten Lipiden (Oxylipinen). In Abhangigkeit
von der Arte des Stresses (z.B. Verwundung, Pathogenbefall, Behandlung mit Elicitoren oder
Signalmolekiilen) kommt es zu einer schnellen und dramatischen Verdnderung in der
Zusammensetzung der oxygenierten Fettsdurederivate (Blee 2002). Die Vielzahl der moglichen
Oxidationsprodukte vergrofRert sich noch durch weitere Modifikation einzelner Molekiile, wie die
Veresterung in komplexe Lipide und die Konjugation mit Aminosduren, Sulfaten, Glutathion,
Ethanolamin oder Kohlehydraten (Mosblech et al. 2008). Abbildung I-1 gibt einen Uberblick {iber die

Biosynthese enzymatisch und nichtenzymatisch gebildeter Oxylipine in Pflanzen.

Der erste Schritt in der Oxylipin-Biosynthese ist die Oxygenierung einer ungesattigten Fettsaure,
wodurch ein Fettsdure-Hydroperoxid entsteht. Dieser Prozess kann enzymatisch oder durch
chemische (Aut-) Oxidation erfolgen (Berger et al. 2001; Mueller 2004).

An der enzymatischen Bildung von Hydroperoxiden sind Lipoxygenasen (LOX) und oa-Dioxygenasen
(0-DOX) beteiligt (Feussner und Wasternack 2002; Hamberg et al. 2002). Jede bisher analysierte
Pflanzenspezies enthalt mehrere LOX Gene. In Arabidopsis konnten sechs LOX (AtLOX) Gene
identifiziert werden. Die LOX werden nach der Position des in Linol- bzw. Linolensaure eingefiihrten
Sauerstoffs in 9-LOX (Position 9) und 13-LOX (Position 13) eingeteilt (Feussner und Wasternack 2002).
In Arabidopsis gibt es zwei 9-LOX: AtLOX-1 und AtLOX-5. Die vier weiteren LOX (AtLOX-2, AtLOX-3,
AtLOX-4 und AtLOX-6) gehoren zur Gruppe der 13-LOX (Bannenberg et al. 2009). Friiher wurde
angenommen, dass pflanzliche und tierische LOX ausschlielich freie Fettsdauren oxidieren.
Inzwischen gibt es Studien, die belegen, dass LOX auch veresterte Fettsdauren als Substrat nutzen. Die
Fettsduren konnen dabei in Phospholipide, Galactolipide, Triacylglycerole oder an Cholesterol
verestert vorliegen (Mosblech et al. 2008). In Pflanzen ist ausschlieBlich LOX2 bekannt, die an
Galactolipide veresterte Fettsduren als Substrat nutzt (Glauser et al. 2009).

Die Hydroperoxide kdnnen im weiteren Verlauf durch verschiedene alternative Wege, mithilfe von
Enzymen oder nichtenzymatisch, zu den verschiedensten Oxylipinen umgewandelt werden (siehe

Abbildung I-1).
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Abbildung I-1: Ubersicht der Oxylipin Biosynthese; nach Mosblech et al. (2008). Ausgehend von zwei- und
dreifach ungesattigten Fettsduren, die eine Pentadienylgruppe besitzen, kdnnen mittels
verschiedener Enzyme oder durch nichtenzymatische Prozesse eine Vielzahl an Oxylipinen
entstehen.

Mehrere der Schliisselenzyme im Oxylipin-Metabolismus gehdren zu einer untypischen Familie der
Cytochrom P450 Monooxygenasen, den CYP74-Enzymen. Eines davon ist die Allenoxid-Synthase
(AOS, CYP74A), Uber die es zur Bildung der Gruppe der Jasmonate kommt. Diese Gruppe umfasst
Zwischenprodukte der Jasmonat-Biosynthese, z.B. 12-Oxo-Phytodiensdure (OPDA), ebenso wie
Derivate und Konjugate der Jasmonsaure. Die Cyclooxylipine OPDA und das C16-Analogon
dinorOPDA (dnOPDA) liegen nicht nur in freier Form, sondern auch an Mono- und Digalactolipide
verestert, vor. Die als Arabidopside bezeichneten Molekiile wurden bisher nur in A. thaliana und A.
arenosa gefunden (Stelmach et al. 2001; Hisamatsu et al. 2003; Hisamatsu et al. 2005; Andersson et
al. 2006; Buseman et al. 2006; Nakajyo et al. 2006; Boettcher und Weiler 2007).

Die freien Hydroperoxide kénnen auf einem anderen Weg durch Hydroperoxid-Lyasen (13-HPL und

9-HPL, CYP74B und CYP74C), die ebenfalls zu den CYP74-Enzymen gehoren, in kurzkettige Aldehyde
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und w-Oxofettsduren gespalten werden. Die meisten Pflanzen besitzen nur eine oder mehrere 13-
HPL und keine 9-HPL (Matsui 2006; Chehab et al. 2008).

Ein weiteres CYP-Enzym ist die Divinylether-Synthase (DES, CYP74D), die die Bildung von
Divinylethern aus freien Fettsdure-Hydroperoxiden katalysiert (Itoh und Howe 2001). Uber die
Peroxygenasen (PXG / POX) kénnen die Hydroperoxide zu Alkoholen reduziert und in Epoxy-Hydroxy-
Derivate Uberfihrt werden. Hierbei kdnnen auch Mono-, Di- und Trihydroxy-Fettsauren enstehen
(Blee 1998). Ahnliche Produkte entstehen auch durch die Epoxyalkohol-Synthase (EAS). Oft
unterscheiden sich die Molekiile nur aufgrund ihrer Stereochemie von den POX-Produkten (Hamberg
1999).

Durch eine Radikal-katalysierte Oxidation von Linolensdaure kénnen Phytoprostane entstehen
(Imbusch und Mueller 2000a; Imbusch und Mueller 2000b). Die Gruppe der nichtenzymatisch
gebildeten Oxidationsprodukte umfasst weiterhin Di- und Trihydroxyfettsduren, Epoxy-Alkohole,

Ketodiene, Ketotriene und Alkenale (Porter 1984).

Fir die meisten freien Oxylipine sind zahlreiche biologische Funktionen in der Immunantwort von
Pflanzen bekannt. Die Erlauterung wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Als Beispiel wird hier
nur die Gruppe der Jasmonate aufgefiihrt, da Vertreter dieser Gruppe in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden. Jasmonate spielen eine entscheidende Rolle in der Abwehr von Insekten und
Pathogenen, aber auch in der Stressantwort auf Ozon, UV Licht, Verwundung und andere abiotische

Faktoren (Memelink 2009).

Zur Funktion oxidierter komplexer Lipide in der Immunantwort von Pflanzen gibt es kaum Studien,
wahrend in Tieren bekannt ist, dass oxidierte Phospholipide eine Rolle in der Initiation und dem
Fortschreiten von entzlindungsbedingten Krankheiten, wie Atherosklerose, spielen (Berliner et al.
2009). Podrez et al. (2002a) identifizierten oxidierte Phospholipide (oxPL) in vitro und in vivo als
Produkte nichtenzymatischer Lipidperoxidation. Sie konnten zeigen, dass bestimmte oxPL als
endogene Liganden fungieren, die Uber die spezifische Mustererkennung von Rezeptoren
Makrophagen aktivieren, welche Entziindungsmediatoren produzieren und die Phagozytose
stimulieren.

Ein Protein, welches unter anderem auf der Oberflache von Makrophagen exprimiert wird, ist CD36
(Daviet und McGregor 1997; Silverstein und Febbraio 2000). /n vivo fungiert CD36 als Rezeptor fir
Phagozyten in der Erkennung von oxidierten Lipoproteinen und seneszenten oder apoptotischen
Zellen, er spielt eine Rolle beim Transport von Fettsduren, bei Zell-Matrix Interaktionen und bei anti-

angiogenen Prozessen (Nozaki et al. 1995; Febbraio et al. 1999; Jimenez et al. 2000). CD36 vermittelt
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eine Akkumulation von Lipiden und die Formation von Makrophagen Schaumzellen (Nozaki et al.
1995; Huh et al. 1996; Nakata et al. 1999). Es konnte gezeigt werden, dass oxidierte Phospholipide,
welche an CD36 (oxPLcpss) binden kénnen, stark konservierte Strukturen aufweisen (siehe Abbildung
I-2). Nicht nur Phosphocholine, sondern auch Phosphatidylethanolamine, Phosphoserine und
Phosphatidsauren, welche das CD36 Motiv beinhalten, konnen die CD36-vermittelte Erkennung und
Phagozytose induzieren (Hazen 2008). Die Kombination mit diesen amphipathischen Molekiilen ist

notwendig, da die freien oxidierten Fettsdauren nicht von CD36 erkannt werden (Podrez et al. 2002a).

A ! o :
: XJ\W )LG) (CH2)1ACH
' ! 0. .0
' y:ro Pz
PL-PL, n=7 PA-PL, n=3 PDHA-PL, n=2
HODA-PL, X=H, Y=0OH HOOA-PL, X=H, Y=OH HOHA-PL, X=H, Y=OH
KODA-PL, X=H, Y=0 KOOA-PL, X=H, Y=0 KOHA-PL, X=H, Y=0
HDdIA-PL, X=OH, Y=OH HOdiA-PL, X=OH, Y=OH  HHdIA-PL, X=0OH, Y=0OH
KDdiA-PL, X=OH, Y=0 KOdiA-PL, X=0OH, Y=0 KHdiA-PL, X=0OH, Y=0
Z= choline, ethanolamine, serine, inositol, glycerol, H (phosphatidic acid)
B O
o) o L (CH,)4CH,
n O _o
0. .0
x O Pl 2z
o o©o
PL-PL, n=7 PA-PL, n=3 PDHA-PL, n=2
ON-PL, X=H OV-PL, X=H OB-PL, x=H
A-PL, X=OH G-PL, X=OH S-PL, x=OH

Z= choline, ethanolamine, serine, inositol, glycerol, H (phosphatidic acid)

Abbildung 1-2: Struktur oxidierter Phospholipide, die Liganden fir den Rezeptor CD36 (oxPLcpss) darstellen;
nach Hazen (2008). A: Die Lange der Acylkette variiert entsprechend der Ausgangsfettsaure (n=2,
3 bzw. 7 fiir Docosahexaen-, Arachidon- bzw. Linolsdure). Die Struktur in der gestrichelten Box
verleiht die hohe Affinitdit zu CD36, wenn sie sich an der sn-2 Position eines Phospholipids
befindet. B: Struktur weiterer ausgewahlter Oxidationsprodukte, darunter 9-Oxononanonsaure
(ON-PL) und Azelainsaure (A-PL).

Die Gruppe der oxPLcpss beinhaltet viele kurzkettige Aldehyde und Dicarbonsaduren, darunter der C9
Aldehyd 9-Oxononanonsaure (ONA) und die C9 Dicarbonsaure Azelainsaure (AZA). Phospholipide, die
mit ONA bzw. AZA verestert sind, konnten sowohl in vitro als auch in vivo als nichtenzymatische
Oxidationsprodukte nachgewiesen werden (Hazen 2008).

Oxidierte Molekiile in bzw. auf der Membran von seneszenten und apoptotischen Zellen, sind dafr
verantwortlich, dass diese Zellen erkannt, von Makrophagen aufgenommen und phagozytiert werden
(Stuart und Ezekowitz 2005; Ravichandran und Lorenz 2007). Autoantikdrper gegen oxidierte
Lipoproteine zeigten sowohl genetische als auch strukturelle Ubereinstimmung mit Antikdrper gegen

infektiose Pathogene. Das bedeutet, dass ein molekulares Mimikry zwischen oxidierten
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Membranlipiden und den Lipiden auf der Oberflache von Pathogenen besteht. Endogener oxidativer
Stress induziert somit das Immunsystem auf dhnliche Weise wie es fiir die Abwehr von Pathogenen
vorgesehen ist (Binder et al. 2002; Binder et al. 2003).

Es wurden inzwischen mehrere Rezeptortypen identifiziert, die bei der biologischen Aktivitat der
oxPL eine Rolle spielen. Hierzu gehoren G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Toll-like Rezeptoren
(TLRs), Phagozyten und Rezeptoren des Zellkerns. Die Aktivierung der Rezeptoren durch oxPL kann zu
einer vermehrten Expression von Adhesionsmolekilen, chemischen Lockstoffen und Cytokinen
fliihren, wodurch eine Entzlindungsreaktion forciert wird (Fruhwirth et al. 2007). Im Gegensatz dazu
wurde auch beobachtet, dass oxPL die Fahigkeit haben Reaktionen auszuldsen, die einer Entzlindung
entgegenwirken. Sie konnen die Aktivierung von TLRs inhibieren, die proinflammatorische Cytokin
Produktion unterdriicken und die dendritische Zell Reifung abschwachen. Zusatzlich kénnen oxPL die
Barrierefunktion des Endothels beeinflussen und die Expression von Genen mit Zell-protektiven
Eigenschaften hochregulieren, wodurch die Regeneration des Gewebes unterstiitzt wird (Fu und

Birukov 2009; Singleton et al. 2009).

3 DIE OXIDIERTEN FETTSAUREFRAGMENTE PIMELIN- UND AZELAINSAURE

Die oxidierten Fettsdurefragmente, die in Tieren an Phospholipide verestert vorliegen, sind in freier
Form auch in Pflanzen bekannt. Wichtige Vertreter sind Azelainsdure (C9-Dicarbonsadure, AZA) und
Pimelinsdure (C7-Dicarbonsdure, PIM), sowie deren putative Vorstufen 9-Oxononanonsaure (C9-
Aldehyd, ONA) und 7-Oxoheptanonsdure (C7-Aldehyd, OHA).

Azelainsaure ist ubiquitar verbreitet. Sie wurde unter anderem im Medium von Laktose bildenden
Bakterien (Broberg et al. 2007) und im Urin von Tieren (Jardines et al. 2003) nachgewiesen. Die freie
Saure kommt in unterschiedlichen Pflanzenspezies in verschiedenen Organen vor (Zhang et al. 1993;
Zhang et al. 2006; Jung et al. 2009; Gallagher et al. 2010). Sie konnte als Lipidperoxidationsprodukt
identifiziert werden (Velasco et al. 2002; King et al. 2009). In niedrigen Konzentrationen kann AZA
von Pseudomonas als Kohlenstoffquelle genutzt werden (Janota-Bassalik und Wright 1964).
Therapeutisch wird AZA aufgrund ihrer antibiotischen und antimykotischen Eigenschaften bei Akne
und Rosazea eingesetzt (Fleischer 2011). Weiterhin wurden fir AZA antiproliferative und
zytotoxische Effekte auf verschiedene Tumor Zellkulturen nachgewiesen (Fitton und Goa 1991).

In Pflanzen wurde eine wichtige biologische Rolle von AZA erst 2009 von Jung et al. beschrieben. Die
Forschergruppe konnte zeigen, dass in Arabidopsis eine lokale und systemische Resistenz gegeniber
dem Pathogen Pseudomonas syringae durch AZA induziert wird. Nach Infektion mit Pseudomonas

kommt es zu einer Anreicherung von AZA im Phloemsaft. AZA induziert die Expression des AZELAIC
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ACID INDUCED 1 (AZI1) Gens. Mit Hilfe einer Arabidopsis Mutantenlinie (azi1) dieses Proteins, das zur
Familie der Lipid-Transfer-Proteine gehort, wurde nachgewiesen, dass dieses apoplastische Protein
essentieller Bestandteil der systemisch erworbenen Resistenz (engl.: systemic acquired resistance,
SAR) ist (Jung et al. 2009). AZI1 scheint auch eine Rolle in der Kaltetoleranz von Arabidopsis zu
spielen (Xu et al. 2011). Ein weiteres Protein der Lipid-Transfer-Proteinfamilie ist DEFECTIVE IN
INDUCED RESISTANCE 1 (DIR1) (Maldonado et al. 2002), das an der Generierung und / oder
Transduktion des systemischen Signals fiir die AZA-induzierte Resistenz beteiligt ist. AZA hat Einfluss
auf die Akkumulation von Salicylsdaure nach Pathogeninfektion, was Voraussetzung fiir die SAR ist und
zur Expression von PATHOGENESIS RELATED (PR) Genen fiihrt. AZA verleiht Arabidopsis eine
Resistenz gegentliber P. syringae durch ,,Priming” des SA-Signalweges (Shah 2009)

Sato et al. (2011) konnten zeigen, dass nach Behandlung der Blatter von Capsicum annuum mit einer
Cellulase-Losung Salicylsdure, Phenylalanin und AZA akkumulieren und die Pflanze eine erhohte
Resistenz gegen eine Virusinfektion aufweist. Bei Pisum sativum Keimlingen konnte nach Infektion
eine Akkumulation von AZA detektiert werden (Mukhtarova et al. 2011). Zusammenfassend
betrachtet scheint AZA also eine wichtige Rolle in der Antwort auf abiotischen und biotischen Stress
in Pflanzen zu spielen.

Pimelinsdure ist ein Vorlaufermolekil im Biosyntheseweg des essentiellen Vitamins Biotin (Vitamin
B7 / Vitamin H). Nur Mikroben, Pilze und Pflanzen kénnen Biotin synthetisieren. Sdugetiere erhalten
das Vitamin tber die Nahrung und / oder Uber die intestinale Mikroflora. Die physiologische aktive
Form von Biotin ist eine Enzym-gebundene prosthetische Gruppe, die Kohlenstoffdioxid in vielen
metabolischen  Carboxylierungs-,  Decarboxylierungs und  Transcarboxylierungsreaktionen
transportiert. Biotin-abhangige Enzyme sind involviert in der Fettsduresynthese, im Metabolismus

von Aminosauren und in der Gluconeogenese (Lin und Cronan 2011).

Biosynthese von AZA und PIM

Die Biosynthese von PIM ist bisher nur in Bakterien aufgeklart. Es sind zwei Wege bekannt: (1) der
E coli BioC-BioH und (2) der B. subtilis Biol-BioW Syntheseweg. Es gibt keine Hinweise, dass ein
ahnlicher Biosyntheseweg in Pflanzen ablaufen kann.

Erst kirzlich konnte der E. coli BioC-BioH Syntheseweg fir PIM aufgeklart werden (Lin et al. 2010). Es
handelt sich dabei um eine Modifizierung des Fettsaure Biosyntheseweges, bei dem die zwei Enzyme
BioC und BioH die Hauptrolle spielen. Die Pimelat Synthese erfolgt hierbei in drei Hauptschritten und

ist in Abbildung I-3 dargestellt.
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Abbildung I-3: Der E. coli BioC-BioH Biosyntheseweg von PIM; nach Lin und Cronan (2011). Die Synthese findet
in drei Schritten statt. Im ersten Schritt katalysiert BioC die Methylierung von Malonyl-CoA. Im
zweiten Schritt erfolgt eine Kettenverlangerung analog der Fettsduresynthese. Nach zwei Zyklen
entsteht der Pimeloyl-ACP Methyl Ester. AnschlieRend spaltet BioH den Methylester ab und
beendet damit die Kettenreaktion. Es entsteht Pimeloyl-ACP, was als Substrat fir die folgenden
enzymatischen Schritte in der Biotin-Biosynthese dient.

Der erste Schritt ist die Ubertragung einer Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf die ®-
Carboxylgruppe von Malonyl-CoA. Katalysiert wird diese Methylierung durch die BioC O-
Methyltransferase und es entsteht hierbei ein Malonyl-CoA-Methylester. Im zweiten Schritt erfolgt
die Kettenverldangerung analog der Fettsduresynthese. Die Acylkette ist hierbei an das Acyl-Carrier-
Protein (ACP) gebunden. Nach zwei Zyklen der Kettenverlangerung entsteht der Pimeloyl-ACP
Methylester. Anschlielend spaltet BioH den Methylester ab und beendet damit die Kettenreaktion.
Es entsteht Pimeloyl-ACP, was als Substrat fiir die folgenden enzymatischen Schritte in der Biotin-

Biosynthese dient.
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Neben E. coli ist B. subtilis der einzige Organismus, bei dem der Biosynthesemechanismus von PIM
ebenfalls aufgeklart ist. B. subtilis hat zwei Moglichkeiten Pimelat-Thioester zu gewinnen: (1) eine
Pimeloyl-CoA Synthetase, die bioW codiert und (2) ein Cytochrom P450 Enzym, das biol codiert
(Bower et al. 1996).

Die Pimeloyl-CoA Synthetase ermoglicht die Aufnahme von exogener PIM in den Biotin Syntheseweg.
Homologe Enzyme wurden auch in anderen Bakterien charakterisiert, wobei der Ursprung von PIM
unklar ist. PIM ist ein Molekil, was im zentralen Metabolismus nicht gefunden wird und es kommt
auch nicht abundant in der Umwelt vor (Lin und Cronan 2011).

Im Gegensatz dazu bietet Biol eine de novo Synthese von Pimeloyl-ACP, indem es die oxidative
Spaltung einer Kohlenstoffbindung von langkettigen Acyl-ACPs katalysiert (Stok und De Voss 2000). In

Abbildung I-4 ist dieser Spaltungsmechanismus dargestellt.
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Abbildung 1-4: Spaltung von langkettigen Acyl-ACPs durch Biol; nach Lin und Cronan (2011). Es findet
unabhangig von der Acylkettenlange eine Spaltung der C7-C8 Bindung statt, wodurch Pimeloyl-
ACP und eine Monocarbonsdure entsteht.

Im Gegensatz zum E. coli BioC-BioH Syntheseweg sind beim B. subtilis Biol-BioW Weg noch viele
Fragen ungeklart. Es wurde noch nicht deutlich, ob beide Proteine (Biol und BioW) benétigt werden
oder nicht. Die aktuelle Hypothese ist, dass Biol essentiell ist fiir die Synthese von Pimeloyl-ACP,
wahrend BioW PIM aus der Umwelt aufnimmt oder moglicherweise PIM, welches durch
unspezifische Spaltung von freien Fettsauren durch Biol entsteht. PIM kénnte auch noch auf anderen
Wegen entstehen und durch BioW zu Pimeloyl-CoA umgewandelt werden, da B. subtilis trotz einer
Mutation im biol Gen, ein schlechtes Wachstum zeigt (Bower et al. 1996). Weiterhin ist ungeklart,

welches Substrat in Bacillus fur die weitere Biotin Synthese genutzt wird.
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In einigen Pflanzen, z. B. in Pisum sativum, kann die Biosynthese von AZA und dem Vorlaufermolekl
ONA (iber einen enzymatischen Weg ablaufen (Mukhtarova et al. 2011). Der Syntheseweg, bei dem
die Enzyme 9-LOX und 9-HPL essentiell sind, ist in Abbildung I-5 (linke Seite) dargestellt. Linolen- bzw.
Linolsdure (und die C16-Analoga), die aus Membranlipiden freigesetzt werden, dienen als Substrat
fiir die 9-LOX. Als Produkt entsteht eine allylische 9-Hydroxyfettsaure, die durch die 9-HPL (CYP74C)
in ein Hemiacetal-Derivat umgewandelt wird. Dieses instabile Produkt zerfallt in zwei Fragmente.
Hierbei entsteht zum einen ONA (bzw. OHA) und als zweites Fragment fllichtige Aldehyde (Matsui
2006). ONA kann im Anschluss reduziert oder oxidiert werden, wobei 9-Hydroxynonanonsaure bzw.
AZA entstehen (Mukhtarova et al. 2011). Analog kann OHA zu PIM oxidiert werden.

Nur wenige Pflanzen exprimieren eine funktionstiichtige 9-HPL (Matsui 2006; Chehab et al. 2008).
Das bedeutet, dass der 9-HPL Biosyntheseweg auf eine kleine Gruppe an Pflanzenspezies beschrankt
ist. In den restlichen Pflanzen muss es einen alternativen Weg geben. In den restlichen, bzw. in allen
Pflanzen, kénnte die Biosynthese durch nichtenzymatische Prozesse ablaufen. Durch eine Hock
Fragmentierung entstehen aus dem 9-Hydroperoxid, analog zum 9-HPL Syntheseweg, ONA bzw. OHA
(siehe Abbildung I-5, rechte Seite), die weiter zu AZA bzw. PIM oxidiert werden kénnen.

Die Hock Fragmentierung ist eine bekannte Reaktion fiir benzylische, allylische und dienylische
Hydroperoxide. Um die Fragmentierung von schwachen Carboxylsdauren zu erreichen, werden hohe
Temperaturen (60-80 °C) bendtigt. Bei Raumtemperatur kann die Reaktion nur mit starken S&duren
ablaufen (Schneider et al. 2008b). Diese unphysiologischen Bedingungen lassen schlussfolgern, dass
die Hock Fragmentierung vermutlich nicht den Biosyntheseweg von AZA und PIM in Pflanzen

darstellt.
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Abbildung I-5: Mogliche Biosynthesewege fiir Azelain- und Pimelinsdure: 9-HPL- und Hock Fragmentierung. Auf
der linken Seite der Abbildung ist der 9-HPL Weg nach Mukhtarova et al. (2011) dargestellt, der in
einigen Pflanzen den Biosynthesemechanismus von AZA und PIM beschreibt. Einen
nichtenzymatischen Weg stellt eine Hock Fragmentierung des 9-Hydroperoxids dar, wodurch
ONA / OHA entstehen, die anschlieRend zu AZA / PIM oxidiert werden kdonnen.

Eine weitere Hypothese zum Syntheseweg von AZA bzw. PIM kann analog des Lipid-Dimer-
Mechanismus der Arbeitsgruppe um Alan Brash formuliert werden. Die Untersuchungen dieser
Arbeitsgruppe fiihrten zur Dimer-Hypothese, mit Hilfe derer z. B. die Synthese von 4-Hydroxynonenal
(4-HNE) und einer Reihe an Epoxid-Verbindungen erklart werden kann (Schneider et al. 2008a;
Schneider et al. 2008b; Liu et al. 2011).

Bereits in den 1970ern wurde in Autoxidationsansatzen Fettsaureperoxid-Dimere gefunden. Es
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen Dimeren um potente Molekile handelt, die die Lipid-
peroxidation vorantreiben (Morita und Fujimaki 1973a; Morita und Fujimaki 1973b). Diesen
Peroxiden wurde auch schon friih eine Rolle als Vorlaufermolekiile in der Entstehung von Aldehyden,
wie z. B. Hexanal, 2-Octenal und 2,4-Dienal, zugeschrieben (Morita und Tokita 1990; Morita und

Tokita 1993). Die aktiven Komponenten konnten schlielich als Verbindungen, die mit Peroxid-
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Dimern verknipft sind und die zwei Hydroperoxygruppen beinhalten, identifiziert werden (Morita
und Tokita 2006). Auch die Arbeitsgruppe um Takashi Kaneda untersuchte bereits in den 1980er
Jahren die Bildung von Dimeren wahrend der Lipidperoxidation von Linolensdure. Sie
veroffentlichten mehrere Artikel, in welchen die Analysen zur Struktur der Dimer-Verbindungen und
deren Fragmente beschrieben sind (Miyashita et al. 1982a; Miyashita et al. 1982b; Miyashita et al.
1984; Miyashita et al. 1985a; Miyashita et al. 1985b).

Die Reaktionen der Dimer-Hypothese der Arbeitsgruppe um Alan Brash sind in Abbildung I-6
dargestellt. Das Schema zeigt die Synthese von 4-Hydroxyperoxynonenal (4-HPNE), weiterer
Aldehyde und Epoxyverbindungen als Oxidationsprodukte von 15-Hydroxyperoxyeicosatriensdure
(15-HPETE) (Schneider et al. 2008b). Im ersten Schritt (I) attackiert ein Peroxylradikal die 11,12-
Doppelbindung in einem 15-HPETE Molekil, wodurch ein allylisches Kohlenstoffradikal entsteht. Das
ungepaarte Elektron des Radikals ist liber C12 bis C14 delokalisiert (ll). Die zwei moglichen
anschlieRenden Reaktionen des Kohlenstoffradikals sind hauptsachlich von der lokalen Verfligbarkeit
von molekularem Sauerstoff abhangig. Falls Sauerstoff nicht verfligbar ist, kann das C12-Radikal die
Peroxid Briicke des Dimers angreifen und eine homolytische Spaltung induzieren. Dies resultiert in
der Bildung eines Epoxyhydroperoxids und eines Alkoxyradikals, das weitere Umwandlungen
durchlaufen kann. Wenn molekularer Sauerstoff zur Verfligung steht, reagiert das Kohlenstoffradikal
zu einem neuen Peroxylradikal (Ill). Das Peroxyl kann durch Wasserstoff Abstraktion zu einem
Hydroperoxid reduziert werden, was in einer Dimerstruktur (IV) resultiert. Alternativ kann das
Peroxyl an der 11,12-Doppelbindung eines dritten 15-HPETE Molekiils angreifen und zu einem
Fettsaure Trimer reagieren. Dieser Prozess kann weiterlaufen und resultiert in einer Oligomerisierung
von Fettsduren. Der durch Wasserstoff Abstraktion gebildete Dimer (IV) ist anfallig fir eine Spaltung
der Peroxidbindungen, besonders des ,cross“-molekularen Peroxids (V). Dies fiihrt zu einem Bruch
der Kohlenstoffkette und zur Produktion von zwei Aldehyden (VI), in diesem Fall 11-Oxoundeca-5,8-

dienonsdure und 4-HPNE.
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Abbildung 1-6: Dimer-Hypothese der Arbeitsgruppe um Alan Brash; nach Schneider et al. (2008b). Das Schema
zeigt die Synthese von 4-Hydroxyperoxynonenal (4-HPNE), weiterer Aldehyde und
Epoxyverbindungen als Oxidationsprodukte von 15-Hydroxyperoxyeicosatriensdure (15-HPETE).

Die Biosynthese von AZA / PIM bzw. den putativen Vorstufen ONA / OHA in Pflanzen kdnnte nach
dieser Dimer-Hypothese rein nichtenzymatisch ablaufen. Bisher ist allerdings vollig unklar, welche
Fettsduren als Substrat flir die Biosynthesereaktion dienen kdnnten und ob der beschriebene

Mechanismus in Pflanzen moglich ist.
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4 ZIEL DER ARBEIT

Die Biosynthese von Dicarbonsduren und auch deren Aldehyd-Vorstufen ist in den meisten Pflanzen
noch unklar. Wichtige, bekannte Dicarbonsduren sind Pimelinsaure (PIM) und Azelainsdure (AZA) mit
den putativen Vorstufen, den Aldehyden 7-Oxoheptanonsdure (OHA) und 9-Oxononanonsaure
(ONA).

Es besteht groBes Interesse die Biosynthesemechanismen und die Regulation der Synthese dieser
Substanzen aufzuklaren, da diese Substanzen in wichtige biologische Prozesse involviert sind. PIM ist
ein essentielles Vorlaufermolekiil in der Biotin-Biosynthese von Mikroben, Pilzen und Pflanzen. Bisher
konnte die Biosynthese von PIM nur in E. coli und B. subtilis aufgeklart werden (Cronan und Lin
2011). Es gibt keine Hinweise auf einen analogen Mechanismus in Pflanzen. AZA ist ubiquitar
verbreitet und wird therapeutisch bei Hautkrankheiten eingesetzt. Eine biologische Aktivitdat von AZA
bei Pflanzen konnte erst 2009 von Jung et. al beschrieben werden. Diese Forschergruppe
identifizierte AZA als Metabolit, der nach Infektion mit dem Pathogen Pseudomonas vermehrt im
Phloemsaft von Arabidopsis vorhanden ist und der in Pflanzen eine lokale und systemische Resistenz
gegeniber dem Pathogen induziert.

In Tieren sind Fettsdurefragmente ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung. Es ist bekannt, dass
eine nichtenzymatische oxidative Fragmentierung von Fettsdurehydroperoxiden in komplexen
Membranlipiden als Folge von oxidativem Stress ablduft. Phospholipide mit veresterter ONA/ AZA
spielen aufgrund ihrer Struktur eine Rolle als endogene Liganden bei Reaktionen des angeborenen
Immunsystems.

In Pflanzen wurden die fragmentierten Fettsdauren bisher noch nicht in komplexen Lipiden
identifiziert. Ebenfalls sind der Ablauf und die Regulationsmechanismen der Biosynthesereaktion
dieser Fettsaurefragmente noch ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der Oxidation von Fettsdauren und deren Fragmentierung
aufzuklaren. Hierbei wurden verschiedene Hypothesen, die in der Einleitung bereits beschrieben
wurden, Uberpriift. Weiterhin sollte die Rolle dieser oxidierten Fragmente in der Immunantwort der

Modellpflanze Arabidopsis thaliana untersucht werden.
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I ERGEBNISSE

Die neun Kohlenstoff lange Dicarbonsdure Azelainsdure (AZA) wurde u. a. von Jung et al. (2009) im
Phloemsaft von Arabidopsis thaliana nachgewiesen. Nach Infektion mit Pseudomonas syringae kam
es zu einer 6,2-fachen Akkumulation dieses Metaboliten. Die Analyse erfolgte mittels Gas-
chromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC/MS). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass AZA in der Pflanze eine lokale und systemische Resistenz gegenliber dem Pathogen P. syringae
induziert. Pimelinsdure (PIM), die sieben Kohlenstoff lange Dicarbonsédure, stellt einen essentiellen
Vorlaufer in der Biotin Biosynthese dar.

Abgesehen von der Publikation von Jung et al. (2009), gibt es keine weiteren Studien, die eine Rolle
fir AZA oder PIM in der pflanzlichen Stressantwort belegen. Uberdies ist die Biosynthese der
Dicarbonsdauren in Pflanzen noch weitgehend ungeklart. In einigen Pflanzen, jedoch nicht in
Arabidopsis, kann AZA auf einem 9-HPL vermittelten Weg synthetisiert werden. Nur wenige Pflanzen
exprimieren eine funktionstiichtige 9-HPL (Matsui 2006; Chehab et al. 2008), daher ist der 9-HPL
Biosyntheseweg auf eine kleine Gruppe an Organismen beschrdankt und in den restlichen Pflanzen

muss es einen alternativen Syntheseweg geben.

Zunachst wurde eine Methode entwickelt, die den schnellen und eindeutigen Nachweis der
Fettsdurefragmente ermoglicht. Aus Pflanzenmaterial wurde ein Rohextrakt hergestellt, der
anschlieRend chromatographisch mittels Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie (Ultra High
Performance Liquid Chromatographie, UHPLC) aufgetrennt wurde. Die Detektion erfolgte an einem
Triple Quadrupol Massenspektrometer nach Elektrospray-lonisierung im negativen (ESI’) Modus. Die
Detektion der Analyten fand hierbei im ,multiple reaction monitoring” (MRM) Modus statt. Bei
diesem Modus werden zundchst die gewiinschten Molekil-lonen (,Parent“-lonen) anhand ihres
Masse/Ladungs-Verhéltnisses (m/z) im ersten Quadrupol des Massenspektrometers selektiert. In der
Kollisionszelle werden diese lonen anschlieBend durch Reaktion mit Argon fragmentiert. Im dritten
Quadrupol werden ausschlieBlich die spezifischen Fragmente isoliert und im Detektor registriert.

Somit ist ein sehr selektiver und spezifischer Nachweis der einzelnen Analyten moglich.

1 NACHWEIS VON AZA UND PIM IN A. THALIANA NACH VERSCHIEDENEN ARTEN VON STRESS

Einzelne Blatter von A. thaliana Wildtyp Pflanzen (Ecotyp Col0) wurden mit verschiedenen Arten von

Stress behandelt. AnschlieRend wurden die entsprechenden Blatter geerntet und in Stickstoff
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schockgefroren. Das homogenisierte Pflanzenmaterial wurde extrahiert und aus den gewonnenen

Rohextrakten wurden anschlieRend die Spiegel verschiedener Oxylipine bestimmt.

11 INFEKTION MIT DEM PATHOGEN PSEUDOMONAS SYRINGAE

Die Pflanzen wurden mit dem virulenten und dem avirulenten Stamm von Pseudomonas syringae
pathovar tomato DC3000 infiziert. Hierzu wurde eine Bakteriensuspension (10° Kolonie bildenden
Einheiten pro Milliliter) mit Hilfe einer Spritze durch die Stomata in die Blatter gedriickt (Infiltration).
Als Kontrolle erfolgte eine Infiltration mit Magnesiumsulfat, dem Puffer, in dem die Bakterien
resuspendiert waren. Die infiltrierten Blatter wurden nach verschiedenen Zeitpunkten (0 bis 24
Stunden nach Infiltration) geerntet. Es wurden sowohl die Spiegel der Fettsdurefragmente AZA und
PIM bestimmt, als auch die Spiegel an nichtenzymatisch (16-Hydroxyfettsdure, 16-OH-18:3 und F;-
Phytoprostan, PPF;) bzw. enzymatisch (12-Oxo-Phytodiensdure, OPDA und Jasmonsaure, JA)
gebildeten Marker-Oxylipinen. Die Ergebnisse der Infektionskinetik sind in Abbildung II-1 dargestellt.
Nach Infektion mit avirulenten Bakterien waren die Spiegel aller untersuchten Lipidspezies zwischen
finf und zehn Stunden nach Infektion erhéht. Die héchsten AZA und PIM Spiegel wurden nach 24
Stunden beobachtet. Bei den Fettsaurefragmenten kam es insgesamt nur zu einem 3- bis 4-fachen
Anstieg. Die nichtenzymatisch gebildeten Spezies waren nach Infektion um ein 5- bis 10-faches
hoher, wahrend es bei der enzymatisch gebildeten Jasmonsdure zu einer mehr als 75-fach
gesteigerten Akkumulation kam.

Nach Infektion mit dem virulenten Bakterienstamm war bei allen Oxylipinen nur ein geringer und
zeitlich verzogerter Anstieg zu beobachten.

Die frihe nichtenzymatische und enzymatische Oxylipin Biosynthese sind Merkmal der in-

kompatiblen Interaktion von P. syringae mit A. thaliana.
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Abbildung II-1: Akkumulation freier oxidierter Fettsduren in Arabidopsis thaliana Col0 nach Pathogeninfektion.
Dargestellt sind die Spiegel der Fettsdurefragmente AZA und PIM, ebenso wie die Spiegel an
nichtenzymatisch (16-HO-18:3 und PPF;) bzw. enzymatisch (OPDA, JA) gebildeten Marker-
Oxylipinen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infiltration mit avirulenten (avir) oder virulenten
(vir) Pseudomonas syringae (Pst) bzw. Infiltration mit Magnesiumsulfat (MgSO,) als Kontrolle
(MW4SD, n=3).

1.2 VERWUNDUNG

Als weitere Moglichkeit zur Auslésung von Stress, wurden einzelne Blatter von Arabidopsis mit Hilfe
einer Pinzette verwundet. Auch hier wurde eine Kinetik der Spiegel verschiedener Oxylipine erstellt.
Wie in Abbildung II-2 zu sehen, kam es nach Verwundung zu einer raschen Akkumulation von AZA,
PIM und den Jasmonaten. Innerhalb von vier Stunden waren 4- bis 5-fach erh6hte AZA- bzw. PIM-
Spiegel detektierbar. Am Ende der hier dargestellten Zeitkurve (10 Stunden) erreichten beide
Fragmentspezies ihre Maxima. Die Jasmonate zeigten bereits nach ein bis zwei Stunden die hochsten

Werte mit einem etwa 250-fachen Anstieg.
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Abbildung 1I-2. Akkumulation freier oxidierter Fettsduren in Arabidopsis thaliana Col0 nach Verwundung.
Dargestellt sind die Spiegel der Fettsaurefragmente AZA und PIM, ebenso wie die Spiegel an
enzymatisch (OPDA, JA) gebildeten Marker-Oxylipinen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Verwundung mit einer Pinzette (MWzSD, n=3).

1.3 BEHANDLUNG MIT HOCHLICHT

Die Arbeitsgruppe um Christian Triantaphylides (Commissariat a I'Energie Atomique, CEA, Cadarache,
Frankreich) fihrt diverse Experimente zur Antwort der Pflanzen auf Hochlichtstress durch.
Freundlicherweise wurde uns Pflanzenmaterial zur Verfligung gestellt, welches aus einem Hochlicht-
Experiment stammt. Daher konnte auch der Einfluss von Hochlichtstress auf die Biosynthese von AZA
und PIM untersucht werden.

Arabidopsis Wildtyp Pflanzen wurden unter Hochlicht-Lampen (1500 uE) gestellt. Nach zwei
verschiedenen Zeitpunkten (50 und 74 Stunden) wurden die Blatter dieser Pflanzen geerntet und
einer Lipidanalyse unterzogen. Wie in Abbildung 1I-3 zu erkennen, fiihrte auch diese
Stressbehandlung zu einer Akkumulation von AZA und PIM. Nach 50 Stunden Hochlicht kam es nur zu
einem geringen Anstieg (~2-fach) an AZA, PIM und OPDA. Die Jasmonsaurespiegel zeigten zum
friihen Zeitpunkt keine Verdnderung, stiegen aber nach 74 Stunden auf das doppelte (25 nmol/g
Trockengewicht) an. Im Gegensatz dazu kam es sowohl bei den Dicarbonsauren, als auch bei OPDA

nach 74 Stunden zu einer etwa 10-fachen Akkumulation im Vergleich zur Kontrolle (0 h).



|| ERGEBNISSE 21

30
25
20
15
10

m AZA
u PIM

300
250 I
200
150
100

50 T

O,LT,_L,_L

0 50 74
Zeit nach Behandlung (h)

Lipid/TG (nmol/g)

OPDA

Abbildung 1I-3: Akkumulation freier oxidierter Fettsauren in Arabidopsis thaliana Col0 nach Behandlung mit
Hochlicht. Dargestellt sind die Spiegel der Fettsaurefragmente AZA und PIM, ebenso wie die
Spiegel an enzymatisch (OPDA, JA) gebildeten Marker-Oxylipinen nach verschieden langer
Inkubation der Pflanzen unter Hochlichtbedingungen (MW+SD, n=3).

14 OXIDATIVER STRESS DURCH KUPFERSULFAT BEHANDLUNG

Eine weitere Moglichkeit oxidativen Stress in der Pflanze hervorzurufen stellt die Behandlung mit
Kupfersulfat dar. Fir dieses Experiment wurden zehn Tage alte Keimlinge verwendet, die in
Flissigmedium herangezogen wurden. Dies ermoglicht eine vereinfachte Applikation, da das
Kupfersulfat direkt ins Wachstumsmedium gegeben wird. Die Endkonzentration an Kupfersulfat
betrug 500 uM. Die Inkubation erfolgte fir 1,5 bzw. 24 Stunden.

Die kurze Behandlung (1,5 Stunden) bewirkte keine Veranderung der Spiegel an AZA, PIM, JA oder
OPDA, wie in Abbildung 1l-4 zu erkennen ist. Nach 24 Stunden konnten bei allen Oxylipinen erhdhte
Werte detektiert werden. Wahrend AZA und OPDA um das 8- bis 10-fache anstiegen, konnte bei PIM

und JA ein etwa 4- bis 5-facher Anstieg verzeichnet werden.
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Abbildung 1l-4: Akkumulation freier oxidierter Fettsauren in Arabidopsis thaliana Col0 Keimlingen nach
Behandlung mit Kupfersulfat als Ausloser von oxidativem Stress. Dargestellt sind die Spiegel der
Fettsdurefragmente AZA und PIM, ebenso wie die Spiegel an enzymatisch (OPDA, JA) gebildeten
Marker-Oxylipinen nach verschieden langer Inkubation der Keimlinge in einer 500 uM
Kupfersulfatlosung (MW+SD, n=3).

2 HYPOTHESEN ZUR BIOSYNTHESE VON AZA UND PIM: MUTANTENSCREEN

Zur Aufklarung des Biosyntheseweges von AZA bzw. PIM wurde die Rolle verschiedener Enzyme in
diesem Prozess untersucht. Die Kinetik aus Abbildung II-1 zeigte, dass es 24 Stunden nach Infektion
mit avirulenten Pseudomonas zu einer deutlichen Akkumulation von AZA und PIM kam. Daher
wurden fiir das folgende ,Screening” verschiedene Mutanten fir 24 Stunden mit avirulenten

Bakterien infiziert. AnschlieRend erfolgte eine Lipidanalyse.

2.1 SUBSTRAT DER BIOSYNTHESEREAKTION

Bisher ist unklar, welche Vorlaufermolekiile fir die Synthese von AZA bzw. PIM genutzt werden.
Moglich ware, dass nur dreifach ungesattigte Fettsduren das Substrat fiir die Biosynthesereaktion
darstellen. Es erfolgte daher die Analyse der Mutante fad3,7,8, die keine dreifach ungesattigten
Fettsduren besitzt (McConn und Browse 1996). Dreifach ungesattigten Fettsduren sind in dieser
Mutante durch zweifach ungesattigte Fettsauren ersetzt. Darliber hinaus wurde publiziert, dass eine
Induktion der systemischen Resistenz unter anderem von der chloroplastidaren Fettsdaure Desaturase
7 (FATTY ACID DESATURASE 7, FAD7) abhangig ist (Chaturvedi et al. 2008). Diese Abhangigkeit

konnte ebenfalls mit Hilfe der Triple Mutante untersucht werden.
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Sowohl unter basalen Bedingungen, als auch 24 Stunden nach Infektion mit P. syringae, akkumulierte
die Mutante im Vergleich zum Wildtyp vergleichbare Spiegel an AZA und PIM sowohl in den lokalen
als auch in den systemischen Blattern. Diese Ergebnisse sind in Abbildung II-5 dargestellt.

Die Triple Mutante fad3,7,8 ist folglich sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach Infektion

mit P. syringae nicht in der Biosynthese von AZA und PIM beeintrachtigt.
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Abbildung II-5: Akkumulation von AZA und PIM nach Pathogenbehandlung im Arabidopsis Wildtyp Col0 und in
der Mutante fad3,7,8. Dargestellt sind die Spiegel der Fettsaurefragmente AZA und PIM, 0 und 24
Stunden nach Infiltration von Col0 und fad3,7,8 mit avirulenten P.syringae bzw.
Magnesiumsulfat als Kontrolle. Die Spiegel der Fettsdurefragmente wurden sowohl in infizierten,
als auch in systemischen Blattern bestimmt (MW+SD, n=3).

2.2 DIE ROLLE VON 9-LIPOXYGENASEN

In einigen Pflanzen kann die Biosynthese von AZA (ber einen enzymatischen Weg ablaufen
(Mukhtarova et al. 2011). In diesem Syntheseweg sind 9-Lipoxygenasen (9-LOX) und 9-
Hydroperoxidlyasen (9-HPL) essentiell. In Arabidopsis sind zwei 9-LOX bekannt (LOX1 und LOX5), die
beide cytosolisch exprimiert werden. Eine Beteiligung der 9-LOX an der Biosynthese wurde mit T-
DNA Insertionslinien, bei denen eines bzw. beide Gene komplett defizient sind, untersucht. Da die
Mutanten aus dem Arabidopsis Ecotyp Wassilewskija generiert wurden, erfolgte als Kontrolle die
Analyse dieses Wildtyp Ecotyps.

Wie in Abbildung 11-6 zu sehen, akkumulierten sowohl die Einzelmutanten als auch die
Doppelmutante 24 Stunden nach Infektion Wildtyp-Spiegel an AZA und PIM in den lokalen Blattern.

In den systemischen Blattern konnte in keiner der untersuchten Linien ein Anstieg der Menge der
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Fettsaurefragmente beobachtet werden. 9-LOX spielen daher keine essentielle Rolle in der

Biosynthese von AZA und PIM.
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Abbildung 11-6: Akkumulation von AZA und PIM nach Pathogenbehandlung im Arabidopsis Wildtyp WS und in
den 9-LOX Mutanten. Dargestellt sind die Spiegel der Fettsdurefragmente AZA und PIM, 0 und 24
Stunden nach Infiltration von WS, lox1, lox5 und lox1,5 mit avirulenten P. syringae bzw.
Magnesiumsulfat als Kontrolle. Die Spiegel der Fettsaurefragmente wurden sowohl in infizierten,
als auch in systemischen Blattern bestimmt (MW+SD, n=3).

23 DIE ROLLE DER 13-LIPOXYGENASE LOX2

Um eine mogliche Rolle von Lipoxygenasen im Biosyntheseweg von AZA und PIM aufzuklaren,
erfolgte auch die Analyse der 13-LOX Mutante /ox2-1 (Bell et al. 1995).

Wie in Abbildung II-7 ersichtlich, unterschieden sich die basalen Werte an AZA und PIM in lox2-1
nicht vom Wildtyp. Nach Infiltration mit P. syringae kam es zu einem vergleichbaren Anstieg von AZA
in der Mutante. Die PIM Spiegel schienen in lox2-1 im Vergleich zum Wildtyp nach Infektion in dieser
Analyse erniedrigt. Das Infiltrationsexperiment wurde mit der LOX2 Mutante mehrmals
durchgefiihrt. In den anderen Experimenten unterschieden sich die Spiegel an PIM kaum. Es war
auch zu beobachten, dass es manchmal zu einer geringeren Akkumulation von AZA in lox2-1 im
Vergleich zum Wildtyp kam. Zusammengefasst betrachte, scheint LOX2 nicht essentiell fir die

Biosynthese von AZA und PIM zu sein.
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Abbildung II-7: Akkumulation von AZA und PIM nach Pathogenbehandlung im Arabidopsis Wildtyp Col0 und in
der 13-LOX Mutante /lox2-1. Dargestellt sind die Spiegel der Fettsdurefragmente AZA und PIM, 0
und 24 Stunden nach Infiltration von Col0 und /ox2-1 mit avirulenten P. syringae bzw.
Magnesiumsulfat als Kontrolle (MW+SD, n=3).

24 DIE ROLLE VON PROTEINEN DER LIPID-TRANSFER-PROTEINFAMILIE

Es wurde postuliert, dass das Protein AZELAIC ACID INDUCED 1 (AZI1), ein Mitglied der Lipid-Transfer-
Proteinfamilie, an der lokalen Produktion oder / und dem Transport von AZA beteiligt ist (Jung et al.
2009). Ein weiteres Protein der Lipid-Transfer-Proteinfamilie, DEFECTIVE IN INDUCED RESISTANCE 1
(DIR1), scheint ebenfalls eine Rolle in der Biosynthese oder dem Transport des systemischen Signals
zu spielen (Chaturvedi et al. 2008). Es wurden Mutantenlinien dieser Proteine analytisch untersucht.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 1I-8 dargestellt.
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Abbildung 11-8: Akkumulation von AZA und PIM nach Pathogenbehandlung im Arabidopsis Wildtyp Col0 bzw.
WS und den Mutantenlinien von Mitgliedern der Lipid-Transfer-Proteinfamilie, dirl und azil.
Dargestellt sind die Spiegel der Fettsdurefragmente AZA und PIM, 0 und 24 Stunden nach
Infiltration mit avirulenten P. syringae bzw. Magnesiumsulfat als Kontrolle (MW+SD, n=3).

Die Mutante dirl zeigte im Vergleich zum Wildtyp (Wassilewskija) nach Infektion mit P. syringae nur

eine etwa halb so grofle Akkumulation von AZA und PIM. Zwischen azil und Col0 waren keine
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Unterschiede in den Spiegeln der beiden Fettsaurefragmente, sowohl basal als auch nach Infektion,
detektierbar.
Die beiden untersuchten Proteine AZI1 und DIR1 scheinen ebenfalls keine essentielle Rolle in der

Biosynthese von AZA bzw. PIM zu spielen.

3 OXIDATION VON FETTSAUREN IN VITRO

Alternativ zur enzymatischen Biosynthese konnten die Fettsdurefragmente auch durch
nichtenzymatische  Oxidation mehrfach ungeséattigter Fettsduren entstehen. Bei der
nichtenzymatischen Oxidation werden zwei verschiedene Mechanismen, die Oxidation mittels
Singulett Sauerstoff und ein Radikal-vermittelter Weg, unterschieden. Die radikalische
Lipidperoxidation von Linolensaure fihrt zur Bildung von vier Hydroperoxid-lsomeren (9-, 12-, 13-
und 16-Hydroperoxid). Oxidation mittels Singulett Sauerstoff flihrt zusatzlich zur Bildung des 10- und
15-Hydroperoxids, wobei bei diesem Oxidationsmechanismus alle Isomere in gleichen Mengen
entstehen (Frankel 1998; Triantaphylides et al. 2008).

Zur weiteren Aufklarung des Biosynthesemechanismus von AZA und PIM wurden in vitro Oxidationen
mit verschiedenen Substraten durchgefiihrt. Hierbei wurden die Fettsduren zum einen einer
Dinnfilm-Oxidation (Radikal-katalysierter Mechanismus) und zum anderen einer Photooxidation

(Singulett Sauerstoff) unterzogen.

3.1 DUNNFILM-OXIDATION

Es wurden Kinetiken der radikalischen Oxidation von Linol- und Linolensdure erstellt. Hierzu wurde
die entsprechende Fettsaure als diinner Film unter Ausschluss von Licht an Luftsauerstoff oxidiert.
Nach verschiedenen Zeitpunkten (0 bis 4 Tage) wurden die entstandenen Hydroperoxide mittels
Triphenylphosphin zu Hydroxyfettsduren reduziert und analysiert. Neben den Mengen an
entstandenen Hydroperoxyfettsduren (bestimmt als HODE bzw. HOTE) wurden auch die Mengen an
entstandenen Fettsdaurefragmenten (ONA und AZA) bestimmt. Die Kinetiken sind am Beispiel von

Linolsaure in Abbildung 1I-9 und fiir Linolensdure in Abbildung 11-10 dargestellt.
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Abbildung 11-9: Kinetik verschiedener Produkte der radikalischen Lipidperoxidation von Linolsdure. Dargestellt
sind die Spiegel an Hydroxyfettsauren und an den Fettsdaurefragmenten ONA und AZA nach 0 bis
4 Tagen (MW+SD, n=3).

Die Radikal-katalysierte Oxidation von Linolsdure fiihrte innerhalb von drei Tagen zu einer starken
Akkumulation von Hydroperoxyfettsdauren. Am vierten Tag konnte bereits wieder ein Absinken der
Gesamtmenge an Hydroperoxyfettsduren beobachtet werden. Im Gegensatz dazu stiegen die
Mengen an AZA und dem putativen Vorlaufermolekil ONA im Laufe von vier Tagen stark an und
erreichten erst zum Ende der Zeitkurve ein Maximum. Es konnten vergleichbare Mengen an ONA und

AZA detektiert werden.

Bei der Diinnfilm-Oxidation von Linolensdaure konnte eine deutlich schnellere Akkumulation der
primadren Oxidationsprodukte, den Hydroperoxyfettsauren, beobachtet werden. Bereits am zweiten
Tag war ein Maximum erreicht; an den nachfolgenden Tagen konnten keine oder nur geringe
Mengen an Hydroxyfettsduren detektiert werden. Phytoprostane, Marker nichtenzymatischer
Fettsdureoxidation, entstehen durch Zyklisierung aus Hydroperoxiden und konnten in diesen
Oxidationsansatzen ebenfalls als primare Oxidationsprodukte analysiert werden. Die hdchsten

Spiegel an Phytoprostanen wurden ebenfalls zu einem friihen Zeitpunkt (1 bzw. 2 Tage) detektiert.
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Abbildung 11-10: Kinetik verschiedener Produkte der radikalischen Lipidperoxidation von Linolensaure.
Dargestellt sind die Spiegel an Hydroxyfettsduren, an den Fettsdurefragmenten ONA und AZA
und Phytoprostanen nach 0 bis 4 Tagen (MW+SD, n=3).

Analog zur Linolsdure kam es im Laufe von vier Tagen zu einem kontinuierlichen Anstieg von AZA. Die
Mengen an ONA stiegen in den ersten drei Tagen stetig an und nahmen am vierten Tag wieder leicht
ab.

Eine genaue Untersuchung des Hydroxyfettsaure-Musters, sowohl aus Linol- als auch aus
Linolensaure, lasst auf einen rein radikalischen Oxidationsmechanismus schlieRen. Als Beispiel hierfiir

sind die Mengen 24 Stunden nach Oxidation in Abbildung II-11 dargestellt.

Neben den mehrfach ungesattigten Fettsdauren Linol- und Linolensdaure, wurde auch die einfach
ungesattigte Olsiure einer radikalischen Oxidation unterzogen. Nach Oxidation dieser Fettsaure kam
es nicht zur Bildung der Fettsaurefragmente ONA bzw. AZA. In Abbildung 1l-12 sind die Anteile von
ONA bzw. AZA in Bezug auf die jeweiligen Substrate (Ol-, Linol- und Linolensiure) in Mol-% 24
Stunden nach Oxidation zusammengefasst.

Die radikalische Oxidation wurde auch mit dem 9- und 13-Hydroperoxid (9- bzw. 13-HOO-18:3)
durchgefiihrt, um zu klaren, ob beide Hydroperoxide Vorlaufer fiir die oxidierten Fettsaurefragmente
darstellen konnen. Bei beiden Substraten kam es zur Bildung von ONA und AZA, wie in Abbildung

11-12 zu erkennen ist.
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Abbildung 11-11: Darstellung des zugrundeliegenden Oxidationsmechanismus durch Analyse des
Hydroxyfettsduremusters nach Dinnfilmoxidation. Dargestellt sind die Spiegel an
Hydroxyfettsduren von 18:2 bzw. 18:3 nach 24 Stunden einer Dinnfilmoxidation (MW+SD, n=3).
Die Analyse des Hydroxyfettsduremusters gibt Aufschluss Giber den Oxidationsmechanismus, der
in diesem Fall rein Radikal-katalysiert ablauft.
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Abbildung 11-12: Akkumulation der Fettsaurefragmente ONA und AZA nach radikalischer Oxidation
verschiedener Substrate. Dargestellt sind die Spiegel der Fettsdurefragmenten ONA und AZA
nach 24 Stunden Dinnfilmoxidation verschiedener Substrate (MW+SD, n=3). Als Substrat dienten
die Fettsduren 18:1, 18:2 und 18:3, ebenso wie das 9- und 13-Hydroperoxid der Linolensdure.

3.2 PHOTOOXIDATION

Die zweite Moglichkeit der nichtenzymatischen Oxidation von Fettsduren stellt die Oxidation mittels
Singulett Sauerstoff dar. Mit Linol- und Linolensaure als Substrat wurde daher eine Photooxidation
durchgefiihrt. Die Fettsauren wurden in Methanol geldst und nach Zugabe des Photosensitizers
Methylenblau wurden die Ansadtze unter Hochlicht inkubiert. Zur Unterdriickung der radikalischen
Oxidation wurde in einem zweiten Ansatz der Radikalfanger Butylhydroperoxid (BHT) zugegeben.
Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die entstandenen Hydroperoxide mittels Triphenyl-
phosphin zu Hydroxyfettsdauren reduziert und analysiert.

Ein Vergleich der Hydroxyfettsaure-Muster in Abbildung 11-13 zeigt, dass in den Ansatzen ohne BHT

sowohl eine radikalische als auch eine Singulett Sauerstoff vermittelte Oxidation von Linol- und
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Linolensaure stattgefunden hat. In beiden Fillen Gberwogen die radikalischen Produkte. Infolge
dessen kam es auch zu einer raschen (innerhalb von 2 h) Akkumulation der Fettsdurefragmente ONA
und AZA. In den Oxidationsansatzen mit BHT entstanden die Hydroperoxyfettsdure-lsomere in
vergleichbaren Mengen. Selbst hohe Mengen an BHT (0,5 %) konnten die radikalische Oxidation von
Linolensdure nicht vollstandig unterdriicken. Unter (fast) reinen photooxidativen Bedingungen kam
es kaum zur Bildung von Fettsdurefragmenten aus Linol- und Linolensdure. Es konnten nur geringe
Mengen an ONA und AZA detektiert werden, die wahrscheinlich durch die verbliebenen freien

Radikale generiert werden.
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Abbildung 1I-13: Produkte der Photooxidation von Linol- und Linolensdure. Dargestellt sind die Spiegel an
Hydroxyfettsdauren und an den Fettsdurefragmenten ONA und AZA nach 2 Stunden
Photooxidation ohne bzw. mit dem Radikalfanger Butylhydroperoxid (BHT). Die Analyse des
zugrundeliegenden Oxidationsmechanismus zeigt, dass in den Ansdtzen mit BHT eine fast
vollstandige Oxidation durch Singulett Sauerstoff stattfindet (MW+SD, n=3).

In keinem der in vitro Oxidationsansatze konnte, wie erwartet, OHA oder PIM detektiert werden.
Diese beiden Fragmente werden vermutlich auf analogem Weg aus zwei- bzw. dreifach ungesattigten

C16-Fettsauren gebildet.
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4 OXIDATION VON FETTSAUREN IN VIVO

Der Mechanismus der Lipidperoxidation, der in vivo zur Fragmentierung der Fettsauren fihrt, sollte
anhand der Hydroxyfettsaure-Zusammensetzung in A. thaliana, untersucht werden. Hierflir wurde
das Muster unter basalen Bedingungen, als auch 24 Stunden nach Infektion mit avirulenten
Pseudomonas bestimmt. Zusatzlich zu freien HOTE wurden auch veresterte HOTE bestimmt. In
diesem Versuch wurde der Wildtyp Col0 und die Mutante lox2-1 untersucht, da LOX2 die einzig
bekannte LOX ist, die komplexe Lipide oxidieren kann (Glauser et al. 2009; Seltmann et al. 2010).

Wie schon zuvor beschrieben, wurden die behandelten Blatter geerntet und ein Rohextrakt
hergestellt. Aus diesem Rohextrakt wurden nach Reduktion der Peroxide die freien

Hydroxyfettsdauren bestimmt.

Im oberen Teil der Abbildung II-14 ist zu erkennen, dass unter Kontrollbedingungen nur sehr wenige
freie Hydroxyfettsauren detektiert werden konnten. Im Wildtyp lag die Gesamtmenge bei ca. 1 nmol
pro Gramm Trockengewicht. Nach Infektion stiegen die Mengen auf das 20-fache an. In der Mutante
lox2-1 lagen die basalen Werte mit 1,5 nmol/g leicht héher im Vergleich zum Wildtyp. Allerdings kam
es hier nach Infektion zu einem deutlich hoheren Anstieg der Gesamtmenge (287 nmol) an

Hydroxyfettsauren. Insbesondere 9-HOTE akkumulierte sehr stark.
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Abbildung 11-14: Akkumulation freier Hydroxyfettsduren im Wildtyp Col0 und in der Mutante lox2-1. Dargestellt
sind die Spiegel an freien Hydroxyfettsdauren unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach
Infiltration mit avirulenten P. syringae (MW+SD, n=3). Im unteren Teil der Abbildung ist der
zugrundeliegende Oxidationsmechanismus darstellt.
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Die Berechnung des zugrundeliegenden Oxidationsmechanismus (Abbildung 1I-14, unten) zeigte, dass
unter Kontrollbedingungen sowohl in Col0, als auch in lox2-1, Singulett Sauerstoff, freie Radikale und
13-LOX an der Lipidperoxidation beteiligt sind. Nach Infektion mit dem Pathogen akkumulierten die
Produkte dieser drei Oxidationsmechanismen stark. In der Mutante lox2-1 kam es zusatzlich zu

einem sehr starken Anstieg des 9-LOX Produkts.

Ein Aliquot der zuvor gewonnenen und mit Triphenylphosphin reduzierten Rohextrakte wurde
alkalisch hydrolysiert und daraus ebenfalls die Zusammensetzung der Hydroxyfettsauren analysiert.
Durch Subtraktion der freien Hydroxyfettsduren konnten die Mengen an Hydroxyfettsauren
bestimmt werden, die in komplexen Lipiden verestert vorliegen. Die Spiegel der veresterten HOTE

sind in Abbildung II-15 dargestellt.

Im Wildtyp und in der Mutante lagen unter Kontrollbedingungen die einzelnen HOTE Isomere in
vergleichbaren Mengen vor. Das Muster entsprach einer reinen Singulett Sauerstoff Oxidation.
Insgesamt betrug die Menge der veresterten Hydroxyfettsduren 490 nmol/g Trockengewicht im
Wildtyp bzw. 635 nmol/g in der Mutante. Die freien Spezies machen also weniger als 1% der

Gesamtmenge an Hydroxyfettsauren aus.
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Abbildung 1I-15: Akkumulation veresterter Hydroxyfettsduren im Wildtyp Col0 und in der Mutante lox2-1.
Dargestellt sind die Spiegel an veresterten Hydroxyfettsauren unter basalen Bedingungen und 24
Stunden nach Infiltration mit avirulenten P.syringae (MW+SD, n=3). Im unteren Teil der
Abbildung ist der zugrundeliegende Oxidationsmechanismus darstellt.
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Nach Infektion mit Pseudomonas stieg die Gesamtmenge im Wildtyp und in der Mutante um das ca.
6-fache an. Alle HOTE-Spezies akkumulierten stark, wobei in Col0 13-HOTE dominiert. In der Mutante
lox2-1 waren die Spiegel an 9-und 16-HOTE deutlich héher als die der restlichen Isomere.

Die Berechnung des zugrundeliegenden Oxidationsmechanismus zeigte, dass nach Infektion mit dem
Pathogen im Wildtyp sowohl die Singulett-Sauerstoff Produkte, die radikalischen Produkte als auch
13-LOX Spezies stark zunahmen. In lox2-1 akkumulierten ebenfalls die Singulett-Sauerstoff und
radikalischen Produkte stark. Die Mutante besitzt keine 13-LOX und wie erwartet kam es daher zu
keiner Akkumulation von 13-LOX Spezies. Interessanterweise akkumulierten bei der Mutante durch

9-LOX gebildeten Produkte.

5 OXIDATION VON KOMPLEXEN LIPIDEN

5.1 DETEKTION MITTELS UPLC-Q-TOF

Zur Aufklarung oxidierter Lipide wurden Pflanzenextrakte auf komplexe Lipide untersucht, bei denen
Hydroperoxide, die putativen Vorlaufer der Fettsdurefragmente, verestert vorliegen. Nach der
chromatographischen Auftrennung der Extrakte erfolgte die Detektion an einem Quadrupol-Flugzeit-
Massenspektrometer (Q-TOF). Die Peroxide wurden im Extrakt zu Hydroxiden reduziert, daher wurde
nach ,Parent“-Molekiilen gesucht, bei denen durch Einwirkung von Kollisionsenergie Fragmente
entstehen, die der Masse von Hydroxyfettsauren (HOTE) entsprechen.

Es konnten vier Klassen an Glycerolipiden identifiziert werden, die verestere HOTE beinhalten:
Galactolipide (MGDG, DGDG), Phosphatidylglycerole (PG), Phosphatidylinositole (Pl) und Triacyl-
glycerole (TG). Innerhalb der Klassen der Phosphatidylcholine (PC), Phosphatidylserine (PS) und
Phosphoethanolamine (PE) konnten keine HOTE detektiert werden. Die oxidierten Glycerolipide
stammen alle von den abundantesten Spezies innerhalb der einzelnen Klassen ab. Um den
Oxidationsgrad unter basalen Bedingungen und nach Pathogen-Infektion zu bestimmen, erfolgte die

weitere Analyse der verschiedenen Lipidklassen gezielt mittels UPLC-MS/MS.

5.2 DETEKTION MITTELS UPLC-MS/MS

Nach der zuvor ungerichteten Suche nach oxidierten komplexen Lipiden, wurde bei dieser Methode
gezielt nach nichtoxidierten Glycerolipiden und den korrespondierenden HOTE-Spezies gesucht. Die
Detektion der Lipide erfolgte im MRM Modus. Fir jede Lipidklasse wurde ein interner Standard

verwendet, der eine semiquantitative Bestimmung der einzelnen Analyten ermdglichte.
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Neben dem Wildtyp Col0 wurde auch die Mutante lox2-1 untersucht um eine LOX-Abhangigkeit der
einzelnen oxidierten Spezies zu untersuchen. Es wurden jeweils Blattextrakte von Pflanzen unter
basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Behandlung mit P. syringae analysiert. Im Folgenden sind
die oxidierten Spezies mit ihrem Masse/Ladungsverhiltnis angegeben. m/z 293 entspricht hierbei der

hydroxylierten 18:3-Fettsdure und m/z 265 der hydroxylierten 16:3-Fettsaure.

Zunachst erfolgte eine Analyse der Galactolipide. Die abundantesten Galactolipide sind MGDG bzw.
DGDG mit dreifach ungesattigten Fettsduren. Die Spiegel der einzelnen Galactolipide, sowie den

korrespondierende HOTE Spezies sind in Abbildung 1I-16, Tabelle VII-1 und Tabelle VII-2

zusammengefasst.
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Abbildung [I-16: Spiegel verschiedener Galactolipid Spezies im Wildtyp Col0 und in der Mutante lox2-1.
Dargestellt sind die Spiegel der Hauptspezies MGDG-18:3-16:3, MGDG-18:3-18:3, DGDG-18:3-
18:3 und DGDG-18:3-16:3 und Galactolipidspezies, mit einer bzw. zwei Hydroxyfettsauren in den
Acylketten in ColO (schwarze Balken) und lox2-1 (weilRe Balken) unter basalen Bedingungen und
24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten P. syringae. (MW+SD, n=3).

Das Hauptspezies MGDG-18:3-16:3 lag unter basalen Bedingungen im Wildtyp mit 4700 nmol/g TG
vor, gefolgt von MGDG-18:3-18:3 mit 3500 nmol/g TG. DGDG-18:3-18:3 stellte mit knapp
4600 nmol/g TG die abundanteste Verbindung innerhalb der DGDG-Klasse dar. Das zweith&ufigste
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Spezies war DGDG-18:3-16:3 mit ca. 620 nmol/g Trockengewicht. In der LOX2 Mutante lagen die
Spiegel dieser Hauptverbindungen im selben GroBenbereich. Nach Infektion mit P. syringae nahm bei
beiden Pflanzenlinien die Menge der Haupt-MGDG um das ca. 2-fache zu, wahrend die DGDG-Spiegel

schwiécher anstiegen (max. 1,5-fach).

Sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach Pathogeninfektion konnten Galactolipidspezies
detektiert werden, bei denen Hydroxyfettsauren verestert vorkommen. Es wurden Molekiile
analysiert, bei denen eine (sn-1 oder sn-2) oder beide Acylketten oxidiert vorliegen. Die Spiegel
dieser Lipidspezies und der zugehorige Vorstufen sind ebenfalls in Abbildung 11-16 , Tabelle VII-1 und
Tabelle VII-2 gezeigt.

Im Wildtyp lagen die basalen Spiegel an MGDG-18:3-265 und MGDG-16:3-293 bei ca. 200 nmol/g TG,
was einem Oxidationsgrad von 4,5 bzw. 4,2 % entspricht. MGDG-18:3-293 war 5-fach niedriger mit
40 nmol/g TG, der Oxidationsgrad betrug 1,1 %. Die Mengen an DGDG-18:3-293 erreichten
300 nmol/g TG was einem Oxidationsgrad von 6 % entspricht. Die oxidierten Formen von DGDG-18:3-
16:3 (DGDG-18:3-265 und DGDG-16:3-293) kamen mit etwa 15nmol/g TG vor und der
Oxidationsgrad dieser Verbindungen betrug ~2,4 %. Auch doppelt oxidierte MGDG- und DGDG-
Spezies konnten bereits unter basalen Bedingungen, allerdings mit einem niedrigen Oxidationsgrad
von 0,1 -0,2 %, detektiert werden. Die Mengen dieser Verbindungen lagen im Bereich von 3,5 bis
8,9 nmol/g TG.

Nach Infektion mit P. syringae kam es bei den einfach oxidierten Spezies zu einem Anstieg (maximal
1,8-fach). Die Mengen der doppelt oxidierten Verbindungen (2x HOTE) stiegen dagegen um das bis zu
8,6-fache an. Da auch die Mengen der Vorstufen stark anstiegen, nahm der Oxidationsgrad nach
Infektion im Vergleich zu Kontrollbedingungen nicht zu, sondern sogar ab. Lediglich der
Oxidationsgrad der doppelt oxidierten Substanzen nahm leicht zu (max. 1,1 %).

In der LOX2 Mutante konnten Werte der gleichen GroRenordnung detektiert werden und die
Veranderungen infolge Pathogeninfektion waren analog zum Wildtyp. Ein Unterschied konnte in
Bezug auf die doppelt oxidierten Spezies festgestellt werden, da es bei lox2-1 zu einer schwacheren
Akkumulation dieser Spezies (max. 3,8-fach; Col0: max. 8,6-fach) nach Behandlung mit P. syringae

kam.

In dem ungerichteten ,Screen” nach den putativen Vorstufen der veresterten Hydroxyfettsauren
wurden neben den Galactolipiden auch Phospholipide identifiziert. Folglich wurden Hauptspezies der

einzelnen Phospholipidklassen, die eine 18:3 Fettsaure enthalten, gezielt untersucht.
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In Phosphatidylcholinen (PC), Phosphoethanolaminen (PE) und Phosphatidylserinen (PS) konnten mit
Hilfe dieser Analysetechnik ebenfalls keine Hydroxyfettsdauren detektiert werden. In Abbildung 1I-17,

Tabelle VII-3 und Tabelle VII-4 sind daher lediglich die Werte der Hauptspezies dieser Klassen

dargestellt.
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Abbildung 11-17: Spiegel verschiedener Phospholipid Hauptspezies im Wildtyp ColO und in der LOX2 Mutante.
Dargestellt sind die Spiegel einiger Hauptspezies aus der Klasse der Phosphatidylcholine (PC),
Phosphoethanolamine (PE) und Phosphatidylserine (PS) in Col0 (schwarze Balken) und lox2-1
(weiRe Balken) unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten
P. syringae. (MW+SD, n=3).

Innerhalb der PC wurden drei verschiedene Molekile untersucht, die alle Linolensdure enthalten.
Das abundanteste Spezies war PC-18:3-18:3, welches im Wildtyp basal mit 2100 nmol/g
Trockengewicht vorlag. In der Mutante wurden leicht niedrigere Werte (1600 nmol/g TG) gemessen.
Die beiden weiteren Spezies PC-18:3-18:2 und PC-18:3-16:0 lagen in beiden Linien unter
Kontrollbedingungen mit ca. 500 nmol/g TG vor. Nach Infektion mit P. syringae kam es zu keiner
groRen Verdanderung dieser PC-Spiegel. Lediglich im Wildtyp nahm PC-18:3-18:3 leicht ab, was

aufgrund der Standardabweichung nicht von Bedeutung scheint.
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Das Molekil mit den Acylketten 18:3 und 16:0 stellt sowohl bei den PE, als auch bei den PS ein
Hauptspezies dar. PE-18:3-16:0 lag im Wildtyp und in der Mutante basal mit 600 nmol/g vor. Nach
Pathogeninfektion kam es in Col0O zu einem 2-fachen Anstieg dieses Lipids, in lox2-1 sogar zu einem
knapp 4-fachen Anstieg. Flr PS-18:3-16:0 konnten basale Werte von 300 (wt) bis 400 (lox2-1) nmol/g

TG gemessen werden. Nach Behandlung mit P. syringae lagen die Werte ebenfalls in diesem Bereich.

Die UPLC-MS/MS Analysen bestatigten, dass es Phosphatidylglycerole (PG) und Phosphatidylinositole
(P1) gibt, bei denen Hydroxyfettsduren verestert vorliegen. Die Spiegel dieser Lipide sowie der
zugehorigen Vorstufen bzw. nicht oxidierten Lipide sind in Abbildung II-18, Tabelle VII-3 und Tabelle

VIl-4 aufgezeigt.
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Abbildung 11-18: Spiegel weiterer Phospholipide im Wildtyp Col0 und in der LOX2 Mutante. Dargestellt sind die
Spiegel einiger Hauptspezies und Phospholipidspezies, mit einer Hydroxyfettsduren in den
Acylketten in ColO (schwarze Balken) und lox2-1 (weilRe Balken) unter basalen Bedingungen und
24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten P. syringae. (MW+SD, n=3).

Basal lagen die Spiegel von PG-18:3-16:0 und PG-18:3-16:1 in beiden Pflanzenlinien bei ca.
5500 nmol/g TG. Nach Infektion mit P. syringae kam es zu einem 1,5-fachen Anstieg von PG-18:3-
16:3, wahrend sich die Spiegel von PG-18:3-16:1 kaum unterschieden.

Schon unter Kontrollbedingungen konnte von diesen beiden PG-Spezies eine oxidierte Form (je eine
Hydroxyfettsaure verestert) mit Spiegeln von 30 bis 40 nmol/g TG, detektiert werden. Dies entspricht

einem Oxidationsgrad von ca. 0,6 % bezogen auf das entsprechende Vorlaufermolekil. Nach
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Pathogeninfektion stiegen die Werte der oxidierten Spezies um das 4- bis 5,2-fache an, wodurch ein

Oxidationsgrad von bis zu 2,7 % erreicht wurde.

Innerhalb der Klasse der Pl wurde das Hauptspezies PI-18:3-16:0 untersucht. Die basalen Werte im
Wildtyp lagen bei 1200 nmol/g TG, in der Mutante leicht hoher bei 1780 nmol/g TG. In beiden
Pflanzenlinien kam es nach Pathogenbehandlung zu einer 2-fach vermehrten Akkumulation dieses

Lipids.

Analog der Lipidklasse der PG konnte auch die oxidierte Form von PI-18:3-16:0 bereits unter
Kontrollbedingungen mit 15 nmol/g TG detektiert werden, was einem Oxidationsgrad von 1,3 % im
Wildtyp bzw. 0,9 % in der Mutante entspricht. Auch hier kam es nach Infektion mit P. syringae zu
einem starken Anstieg dieses Molekiils um das 5- (Col0) bzw. 4-fache (lox2-1). Somit lag nach

Pathogenbefall im Wildtyp ein Oxidationsgrad von 4,7 %, in der Mutante von 3,8 % vor.

Die dritte Lipidklasse, die als molekulares Ziel der Oxidation komplexer Lipide identifiziert wurde,
stellt die Gruppe der Triglyceride (TG) dar. Auch hier wurden gezielte Analysen von Hauptspezies, die
dreifach ungeséttigte Fettsauren enthalten, mittels UPLC-MS/MS durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Messungen sind in Abbildung 11-19, Tabelle VII-3 und Tabelle VII-4 dargestellt.

Die abundantesten Spezies waren TG-18:3-18:3-18:3, TG-18:3-18:3-18:2, TG-16:0-18:3-18:3 und TG-
16:0-18:3-18:2. Unter Kontrollbedingungen konnten im Wildtyp Spiegel von 30 (TG-16:0-18:3-18:3)
bis 290 (TG-18:3-18:3-18:2) nmol/g TG detektiert werden. In der LOX2 Mutante lagen die Werte in
einem vergleichbaren Bereich. Nach Infektion mit P. syringae kam es innerhalb dieser Lipidklasse zu
einem bemerkenswerten Anstieg der analysierten Spezies. Es fand eine 6,8- (TG-18:3-18:3-18:2) bis
11,3-fache (TG-16:0-18:3-18:3) Akkumulation dieser Lipide statt. Auch in lox2-1 konnte dieser groRe
Anstieg der Lipide beobachtet werden.

Unter basalen Bedingungen konnten auch von diesen vier Hauptspezies oxidierte Molekiile
detektiert werden, bei denen jeweils eine Acylgruppe in Form einer Hydroxyfettsdure vorliegt. Die
Spiegel dieser Molekile lagen im Bereich von 1 nmol/g TG, was einem Oxidationsgrad von 0,3 bis
2 % (TG-16:0-18:3-293) entspricht. Auch bei diesen Spezies kam es nach Infektion mit dem Pathogen
zu einer sehr starken Akkumulation. Ein 160- (TG-18:3-18:2-293) bis 454-facher (TG-18:3-18:3-293)
Anstieg konnte hier beobachtet werden. Der Oxidationsgrad der einzelnen Spezies lag folglich
zwischen 10 und 27 % (TG-16:0-18:3-293).

Weiterhin konnten auch TG-Spezies detektiert werden, bei denen zwei Acylketten in Form von

Hydroxyfettsduren vorliegen (TG-18:3-293-293, TG-18:2-293-293 und TG-16:0-293-293). Die Spiegel
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dieser Gruppe an oxidierten Lipiden, die nur nach P. syringae Infektion gemessen werden konnte,
lagen zwischen 4 und 6,3 nmol/g TG. Dreifach oxidierte TG wurden weder basal noch nach

Pathogenbehandlung detektiert.
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Abbildung 1I-19: Spiegel an Triacylglycerolen im Wildtyp Col0 und in der LOX2 Mutante. Dargestellt sind die
Spiegel einiger Hauptspezies und Triacylglycerolspezies, mit einer bzw. zwei Hydroxyfettsdauren in
den Acylketten in ColO (schwarze Balken) und lox2-1 (weilRe Balken) unter basalen Bedingungen
und 24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten P. syringae. (MW+SD, n=3).

Zusammenfassend betrachtet, konnten sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Infektion
mit P. syringae HOTE Spezies in drei groBfen Gruppen der Glycerolipide gefunden werden: den
Galactolipiden, Phospholipiden und den Triglyceriden. Neben einfach oxidierten komplexen Lipiden
konnten auch solche detektiert werden, bei denen zwei Acylketten hydroxyliert vorliegen. Weiterhin
konnte beobachtet werden, dass es nach Pathogenbehandlung nicht nur zu einer Akkumulation der

oxidierten Spezies, sondern auch der Vorstufen bzw. nicht oxidierten Lipide kam.
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6 OXIDIERTE FETTSAUREFRAGMENTE IN KOMPLEXEN LIPIDEN

Die akkumulierten HOTE-Spezies in komplexen Lipiden, stellen einen Pool an Verbindungen dar, der
hochst anfillig ist fir eine weitere, Radikal-katalysierte Oxidation und Fragmentierung. Es wurden
daher weitere gezielte Analysen der komplexen Lipide mittels UPLC-MS/MS durchgefiihrt. Hierbei
wurde nach Acylketten mit m/z 171, m/z 143, m/z 187 bzw. m/z 159 gesucht. Diese Masse/Ladungs
Verhiltnisse kénnten den Aldehyden ONA (m/z 171) und OHA (m/z 143) bzw. den Dicarbonsauren

Azelain- (m/z 187) und Pimelinsaure (m/z 159) entsprechen.

6.1 OXIDIERTE FETTSAUREFRAGMENTE AUSSCHLIERLICH IN GALACTOLIPIDEN

Die oxidierten Fettsaurefragmente (ONA, OHA, AZA und PIM) konnten nur in Galactolipide verestert
nachgewiesen werden. Weder in Phospholipiden (PC, PG, PE, Pl bzw. PS), noch in Triglyceriden

wurden Spezies mit diesen Acylketten gefunden.

Ausgehend von den Vorstufen MGDG/DGDG-18:3-16:3 konnten je zwei Oxidationsprodukte, bei
denen Aldehyde bzw. Sduren verestert waren, detektiert werden: MGDG/DGDG-16:3-171 (oxidiertes
Fragment in sn-1) und MGDG/DGDG-18:3-143 (oxidiertes Fragment in sn-2) bzw. MGDG/DGDG-16:3-
187 (sn-1) und MGDG/DGDG-18:3-159 (sn-2). Ausgehend von MGDG/DGDG-18:3-18:3 konnte jeweils
die Verbindung MGDG/DGDG-18:3-171 (sn-1 / sn-2) bzw. MGDG/DGDG-18:3-187 (sn-1 / sn-2)
gemessen werden. Andere Kombinationen der Fragmente mit den Fettsduren wurden nicht
detektiert. Im Unterschied zu den HOTE Spezies konnten weiterhin ausschlieBlich Verbindungen
nachgewiesen werden, bei denen nur eine Seitenkette fragmentiert vorliegt. Die Ergebnisse dieser

Analysen sind in Abbildung 11-20, Tabelle VII-1 und Tabelle VII-2 zusammengefasst.

Im Wildtyp konnte unter basalen Bedingungen MGDG-16:3-171 mit 23 nmol/g TG, MGDG-18:3-143
mit 3 nmol/g TG und MGDG-18:3-171 mit 13 nmol/g TG nachgewiesen werden. Die Spiegel der
Galactolipide mit veresterten Sauren lagen noch leicht unter diesen Werten: MGDG-16:3-187 mit
1,2 nmol/g TG, MGDG-18:3-159 mit 5,3 nmol/g TG und MGDG-18:3-187 mit 1,9 nmol/g TG. Nach
Infektion mit P. syringae kam es bei allen sechs Spezies zu einem etwa 2-fachen Anstieg. Da die
fragmentierten Galactolipide in diesen geringen Mengen vorkamen, erreichten sie sowohl basal als
auch nach Infektion nur einen Oxidationsgrad von maximal 0,5 %.

Innerhalb der Gruppe der DGDG konnten ebenfalls die oben genannten fragmentierten Spezies mit

Ausnahme von DGDG-16:3-187 detektiert werden. Die Spiegel lagen in derselben GroRenordnung im
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Vergleich zu den MGDG. DGDG-16:3-171 konnte basal mit 9,3 nmol/g TG, DGDG-18:3-143 mit
2,7 nmol/g TG, DGDG-18:3-171 mit 26,3 nmol/g TG, DGDG-18:3-159 mit 12,6 nmol/g TG und DGDG-
18:3-187 mit 1,2 nmol/g TG nachgewiesen werden. Nach Pathogenbehandlung konnten keine
wesentlichen Verdanderungen der DGDG-Spiegel beobachtet werden.

Die Analyse von lox2-1 lieferte im Vergleich zum Wildtyp vergleichbare Ergebnisse. Somit kann eine

LOX2-Abhangigkeit der Galactolipide mit oxidierten Fettsdaurefragmenten ausgeschlossen werden.
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Abbildung 11-20: Spiegel verschiedener Galactolipid Spezies im Wildtyp Col0 und in der Mutante lox2-1.
Dargestellt sind die Spiegel der Hauptspezies und Galactolipidspezies, mit Fettsdurefragmenten in
den Acylketten in Col0 (schwarze Balken) und lox2-1 (weile Balken) unter basalen Bedingungen
und 24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten P. syringae. (MW+SD, n=3).

6.2 IDENTITATSNACHWEIS DER OXIDIERTEN FRAGMENTE

Die Detektion der komplexen Lipide im MRM Modus gibt Aufschluss Uber die Masse des
Gesamtmolekiils und der einzelnen Fragmente, den Acylketten. Hinter den detektierten Massen

kénnten sich unterschiedliche Verbindungen mit gleichem Masse/Ladungs Verhaltnis verbergen. Um
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nachzuweisen, dass es sich bei den oxidierten Galactolipiden tatsachlich um die veresterten
Fettsdaurefragmente ONA, OHA, AZA bzw. PIM handelt, wurden Experimente zum Identitatsnachweis
durchgefihrt.

Mit A. thaliana Blattmaterial wurde einer Lipid Extraktion nach Bligh und Dyer (1959) durchgefiihrt.
Da die Galactolipide mit oxidierten Fettsaurefragmenten nur in geringer Menge vorkommen, wurde
der Pflanzenextrakt anschlieBend in vitro oxidiert, was zu einer starken Akkumulation der oxidierten
und fragmentierten Galactolipide fiihrte. Mit diesem oxidierten Ansatz wurden im Anschluss
verschiedene Derivatisierungsreaktionen und eine Hydrolyse von gesammelten Peaks durchgefiihrt,

die dem Identitatsnachweis der fragmentierten Fettsduren dienen sollten.

6.2.1 DERIVATISIERUNG DER ALDEHYDGRUPPE

Aldehydgruppen kénnen mit Methoxyamin zu Oximen derivatisiert werden. Das Produkt welches
dabei entsteht ist um 29 Masseneinheiten schwerer und kann mittels Massenspektrometrie vom
Ausgangsmolekil unterschieden werden.

Ein Aliquot des oxidierten Pflanzenextrakts wurde mit einer Methoxyamin-Losung versetzt und fir
60 Minuten inkubiert. AnschlieRend erfolgte die chromatographische Auftrennung des
derivatisierten Ansatzes im Vergleich zum oxidierten Pflanzenextrakt.

In Abbildung 11-21 sind die Chromatogramme zur Derivatisierung von MGDG-16:3-ONA dargestellt.
Die beiden oberen Spuren sind spezifisch fir MGDG-16:3-ONA. Das Gesamtmolekil mit m/z 639,5
liefert die Fragmente m/z 249 (16:3) und m/z 171 (ONA). In den beiden unteren Spuren wurden die
Massen, die nach Derivatisierung entstehen, ausgewahlt. Sowohl das ,,Parent“-Molekdil, als auch das
ONA-Methoxim-Fragment sind um 29 Masseneinheiten schwerer.

Auf der linken Seite sind die Ergebnisse des oxidierten Extraktes abgebildet. Bei einer Retentionszeit
von 5,2 Minuten war der MGDG-16:3-ONA Peak deutlich in beiden spezifischen Spuren erkennbar. In
den Spuren der Methoxim-Massen waren keine Peaks vorhanden. Nach Methoxyamin-Behandlung
(rechte Seite der Abbildung 11-21) verschwanden die MGDG-16:3-ONA Peaks. In den Spuren der
Methoxim-Massen tauchten dagegen zu einer Retentionszeit von 6,2 Minuten neue Peaks auf. Da

das derivatisierte Molekiil lipophiler ist als das Ausgangsmolekil wird es spater von der Saule eluiert.

Die Chromatogramme der Derivatisierungsprodukte von MGDG-18:3-OHA und MGDG-18:3-ONA sind
der Vollstandigkeit wegen im Anhang hinterlegt (Abbildung VII-1 und Abbildung VII-2). Die Ergebnisse

waren analog der zuvor beschriebenen Derivatisierung von MGDG-16:3-ONA.
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Das Derivatisierungsexperiment hat bestatigt, dass es sich bei m/z171 und m/z 143 in den

Galactolipiden tatsachlich um Aldehyde, also ONA bzw. OHA handelt.
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Abbildung 11-21: Chromatogramm vor und nach Derivatisierung der Aldehydgruppe in MGDG-16:3-ONA. Nach
der chromatographischen Auftrennung des Pflanzenextrakts ist bei einer Retentionszeit von 5,2
Minuten in den beiden charakteristischen Massenspuren fiir MGDG-16:3-ONA je ein deutlicher
Peak erkennbar. Im Chromatogramm des mit Methoxyamin behandelten Extrakts ist in diesen
beiden Spuren kein Peak mehr detektierbar. In den Massenspuren, die charakteristisch sind fiir

das Derivatisierungsprodukt tauchen dagegen bei einer Retentionszeit von 6,2 Minuten neue
Peaks auf.

6.2.2 IMETHYLIERUNG DER CARBOXYLGRUPPE

Eine Moglichkeit zum Nachweis einer Sauregruppe stellt die Methylierung dieser funktionellen
Gruppe dar. Diazomethan, bzw. Trimethylsilyldiazomethan sind starke Methylierungsmittel, die auch
aus schwachen Carbonsduren Methylester generieren.

Ein Aliquot des oxidierten Pflanzenextrakts wurde mit Trimethylsilyldiazomethan versetzt, fir

10 Minuten inkubiert und anschlieRend mittels UPLC-MS/MS vermessen. Zum Vergleich wurde zuvor

der oxidierte Pflanzenextrakt gemessen.



[l ERGEBNISSE 44

Im oxidierten Extrakt konnten MGDG-16:3-AZA, MGDG-18:3-AZA und MGDG-18:3-PIM deutlich
detektiert werden. Nach Methylierung nahm die Intensitat dieser Verbindungen ab, bzw. die Peaks
verschwanden vollstiandig. In den Methylierungsspuren konnten keine neuen Peaks detektiert
werden. Diese Ergebnisse lieferten erste Hinweise darauf, dass es sich bei m/z 187 und m/z 159 um

veresterte AZA bzw. PIM handelt.

6.2.3 HYDROLYSE ISOLIERTER OXIDIERTER GALACTOLIPIDE

Zusatzlich zu den Derivatisierungsexperimenten erfolgte noch ein weiterer Nachweis, dass es sich bei
den oxidierten Galactolipiden tatsachlich um die veresterten Dicarbonsduren AZA bzw. PIM handelt.
Hierzu wurde ein Aliquot des oxidierten Pflanzenextrakts mittels UPLC aufgetrennt. Zur
entsprechenden Retentionszeit der Verbindungen wurde das Eluat aufgefangen. Ein Teil dieses
gesammelten Eluats wurde mit internem Standard fiir Galactolipide versehen, erneut mittels UPLC-
MS/MS vermessen und die Menge an veresterter AZA und PIM bestimmt. Der Rest des Eluats wurde
mit Sebainsdure als internem Standard versetzt und alkalisch hydrolysiert. AnschlieRend wurde die
Menge an freier AZA und PIM mittels UPLC-MS/MS bestimmt.

Die Spiegel der freien Sduren lagen im Bereich der zuvor bestimmten veresterten Mengen. Da auch
hier im MRM Modus gemessen wurde und jedes Molekiil spezifische Fragmente bildet, konnte
nachgewiesen werden, dass es sich bei den veresterten Verbindungen tatsdchlich um AZA und PIM

handelt.

6.3 LOKALISATION DER BIOSYNTHESE DER OXIDIERTEN FETTSAUREFRAGMENTE

Nachdem die oxidierten Fettsdaurefragmente in vivo in freier Form und an Galactolipide verestert
nachgewiesen werden konnten, war dennoch unklar, wo die Biosynthesereaktion stattfindet. Zwei
Hypothesen kénnen formuliert werden: (1) freie Sduren werden synthetisiert und anschlieBend in
komplexe Lipide (Galactolipide) verestert bzw. (2) es erfolgt eine Oxidation und Fragmentierung der
Fettsduren direkt in den komplexen Lipiden.

Zur Uberpriifung dieser Hypothesen wurden Applikationsversuche mit A. thaliana Keimlingen
durchgefihrt. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Flissigmedium, was die Applikation der
gewiinschten Substanzen deutlich erleichterte. Nach verschieden langen Inkubationszeiten wurde
der Gehalt an freien Sduren in den Pflanzen bestimmt. Ebenfalls wurden Galactolipide, die oxidierte

Fettsdurefragmente enthalten, gemessen.
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6.3.1 APPLIKATION DER FREIEN SAURE AZA

Im ersten Versuch erfolgte die Applikation der freien Saure AZA mit einer Endkonzentration von
100 uM im Medium. Der Versuch sollte zeigen, ob die Keimlinge die applizierte Substanz aufnehmen
und ob diese metabolisiert und / oder in Galactolipide verestert wird.

In Abbildung II-22 sind die Ergebnisse des Applikationsversuchs zusammengefasst. Die basalen Werte
an AZA und PIM in den Keimlingen lagen bei 3 nmol/g Trockengewicht. Bereits 1,5 Stunden nach
Applikation, kam es zu einer starken Akkumulation von AZA (180 nmol/g) und PIM (80 nmol/g) in den
Pflanzen. Nach 24 Stunden sank der Gehalt von AZA auf 120 nmol/g. Die Spiegel an PIM stiegen
dagegen um das 5,7-fache auf 455 nmol/g an. ONA und OHA wurden weder basal, noch nach

Applikation von AZA detektiert.

600 -

= 500

~

o

€ 400

£

2 300

S~

£

S 200 -

=

x

O 100 A

0 T T
S¥Igs 23g8s £5£g8=
oo <a OO0 <& OO0 <a
0 1,5 24

Zeit nach Applikation (h)

Abbildung 11-22: Akkumulation von Fettsdaurefragmenten in Arabidopsis Keimlingen nach Applikation freier AZA.
Dargestellt sind die Spiegel der Fettsaurefragmente ONA, OHA, AZA und PIM in den Keimlingen O,
1,5 bzw. 24 Stunden nach Applikation freier AZA (MW+SD, n=3).

Nach Applikation von AZA wurde zu beiden Zeitpunkten kein Anstieg der Galactolipide, die veresterte
Fettsdurefragmente beinhalten (ONA und AZA), detektiert. Die gemessenen Werte sind in Tabelle
VII-5 zusammengefasst.

Mithilfe dieses Experiments konnte nachgewiesen werden, dass AZA von den Keimlingen

aufgenommen, allerdings nicht in komplexe Lipide verestert wird.
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6.3.2  APPLIKATION DEUTERIERTER ONA

In einem zweiten Experiment erfolgte die Applikation deuterierter ONA mit einer Endkonzentration
von 100 uM im Medium. Die Behandlungslésung enthielt 15 uM ONA, 21 uM [D1]-ONA und 64 uM
[D2]-ONA. Auch hier sollte gezeigt werden, ob die Substanz metabolisiert und / oder in Galactolipide
verestert wird.

Trotz der hohen Konzentration der [D]-ONA-L6sung konnte zu keinem Zeitpunkt deuterierte oder
unmarkierte ONA in den Pflanzen detektiert werden (siehe Abbildung 11-23). Nach 1,5 Stunden kam
es zu einer starken Akkumulation von deuterierter AZA (270 nmol/g) in den Keimlingen, was
schlussfolgern ldsst, dass es zu einer raschen Oxidation von ONA zu AZA in der Pflanze kommt. Diese
Reaktion wird vermutlich durch Aldehyd Dehydrogenasen katalysiert. Auch deuterierte PIM
(56 nmol/g) wurde bereits nach 1,5 Stunden gemessen. Nach 24 Stunden lag nur noch eine geringe
Menge markierter AZA (17 nmol/g) vor, dies entspricht einer 16-fachen Abnahme im Vergleich zum
friheren Zeitpunkt (1,5 Stunden). Die Spiegel markierter PIM stiegen dagegen um ein 4,3-faches auf

240 nmol/g an. In vivo kann PIM vermutlich durch B-Oxidation aus AZA entstehen.
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Abbildung 1I-23: Akkumulation von deuterierten Fettsdaurefragmenten in Arabidopsis Keimlingen nach
Applikation markierter ONA. Dargestellt sind die Spiegel der Fettsdurefragmente ONA, OHA, AZA
und PIM in den Keimlingen 0, 1,5 bzw. 24 Stunden nach Applikation deuterierter ONA (MW+SD,
n=3).

Auch bei diesem Experiment konnte keine Beeintrachtigung der Galactolipid-Spiegel festgestellt
werden. Die gemessenen Werte sind in Tabelle VII-5 aufgefiihrt. Es wurden keine Galactolipide
detektiert, die deuterierte Fettsaurefragmente beinhalten ([D]-ONA, [D-ONA] Alkohol, [D]-AZA). Die

Werte der nicht deuterierten AZA- und ONA-Galactolipide blieben ebenfalls konstant.
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Demzufolge kommt es zu keiner Veresterung der freien Sduren in komplexe Lipide. Die Oxidation und

Fragmentierung der Fettsauren findet offensichtlich in den Galactolipiden in situ statt.

7 LOX2-ABHANGIGE OXIDIERTE FETTSAUREN IN GALACTOLIPIDEN

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Biosynthese der oxidierten Fettsdurefragmente nicht
abhangig ist von LOX2. Darliber hinaus wurden noch weitere oxidierte Galactolipide analysiert, und
es konnte gezeigt werden, dass diese eine LOX2-Abhangigkeit aufweisen. Zur Gruppe dieser
oxidierten komplexen Lipide zdhlen Arabidopside, Ketotrienoate und Ketole. Auch hier wird das
Masse/Ladungsverhaltnis zur Nomenklatur der einzelnen Verbindungen herangezogen. m/z 291 bzw.
m/z 263 entspricht den Ketoverbindungen, die aus 18:3 bzw. 16:3 entstehen. Hinter m/z 309 bzw.
m/z281 stehen zum groRten Teil o-Ketole, wobei ebenfalls Epoxyverbindungen dieses
Masse/Ladungsverhaltnis aufweisen. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 11-24, Tabelle

VII-1 und Tabelle VII-2 zusammengefasst.

Unter basalen Bedingungen lagen im Wildtyp Col0 nur geringe Mengen an Arabidopsiden vor. Nach
Infektion mit P. syringae hingegen kam es zu einer sehr starken Akkumulation aller Arabidopside (A,
B, C, D, E und G). Arabidopsid A und E erreichten mit 1876 nmol/g TG bzw. 1466 nmol/g TG die
hochsten Werte. Dies entspricht einem 43- bzw. 69-fachen Anstieg. Insgesamt stieg der
Oxidationsgrad der einzelnen Verbindungen von basal unter 1 % auf bis zu 17 % nach Infektion. In der

Mutante /lox2-1 konnten weder basal noch nach Infektion Arabidopside detektiert werden.

Ketotrienoate stellen eine weitere Gruppe oxidierter Fettsauren dar, die in Galactolipide verestert
untersucht wurden. Bereits unter Kontrollbedingungen konnten geringe Mengen (< 5 nmol/g TG) von
einigen dieser Verbindungen sowohl in Col0, als auch in lox2-1 detektiert werden. Nach Infektion mit
P. syringae kam es im Wildtyp zu einer starken Akkumulation der Ketotrienoat-MGDG. Die Werte
waren um das 21- bis 35-fache erhoht. Die hochsten Spiegel erreichte MGDG-16:3-291 mit
168 nmol/g TG, gefolgt von MGDG-18:2-291 mit 109 nmol/g TG und MGDG-18:3-263 mit 56 nmol/g
TG. Nach Pathogenbehandlung akkumulierten in Col0O ebenfalls Ketotrienoat-DGDG. Die Werte lagen
fur DGDG-18:3-291 bei 71 nmol/g TG, fur DGDG-16:3-291 bei 16 nmol/g TG und fiir DGDG-18:3-263
bei 12 nmol/g TG. In der Mutante lox2-1 hingegen kam es im Vergleich zum Wildtyp zu einem
deutlich schwacheren Anstieg der Ketotrienoat-MGDG. Die Werte waren um das 9- bis 13-fache
erhoht, lagen aber mit maximal 18 nmol/g TG (MGDG-16:3-291) deutlich niedriger. Ketotrienoat-

DGDG konnten in der Mutante nicht detektiert werden.
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Die LOX2-Abhangigkeit der Biosynthese der Ketotrienoate zeigt sich auch im Oxidationsgrad.
Wahrend im Wildtyp der Oxidationsgrad der einzelnen Verbindungen von basal 0,1 % auf maximal

1,8 % nach Infektion stieg, betrug er in lox2-1 nach Infektion maximal 0,2 %.
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Abbildung II-24: Spiegel verschiedener LOX2-abhangiger oxidierter Galactolipid Spezies im Wildtyp Col0 und in
der Mutante lox2-1. Dargestellt sind die Spiegel der Hauptspezies und Galactolipide mit
verschiedenen Oxidationsprodukten in den Acylketten in Col0 (schwarze Balken) und lox2-1
(weiBe Balken) unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten
P. syringae (MW+SD, n=3).

Des Weiteren konnte eine Gruppe an oxidierten Galactolipiden mit o-Ketolen in den Acylketten
nachgewiesen werden. Unter Kontrollbedingungen lagen diese Verbindungen im Wildtyp und in der
Mutante nur an MGDG verestert in geringen Mengen (Col0 < 4 nmol/g TG, lox2-1 <2 nmol/g TG) mit
einem Oxidationgrad von héchstens 0,1 % vor. Infolge der Infektion mit P. syringae kam es in Col0 zu
einem deutlichen Anstieg (9- bis 20-fach) dieser Verbindungen. Die hdchsten Werte erreichte MGDG-
16:3-309 mit 74 nmol/g TG, gefolgt von MGDG-18:3-265 mit 26 nmol/g TG und MGDG-18:3-309 mit
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24 nmol/g TG. Zusétzlich konnten nach Infektion von Col0 die Spezies DGDG-18:3-309 mit 9 nmol/g
TG und DGDG-16:3-309 mit 2,5 nmol/g TG nachgewiesen werden. Auch der Oxidationsgrad der
Verbindungen nahm zu, blieb aber unter 1 %. In lox2-1 kam es ebenfalls zu einer Akkumulation der
oxidierten MGDG-Spezies. Die Spiegel an MGDG-16:3-309, MGDG-18:3-309 bzw. MGDG-18:3-281
betrugen 21, 18 bzw. 15 nmol/g TG. Der Oxidationsgrad der einzelnen Verbindungen lag bei maximal

0,2 %.

Zusammenfassend betrachtet, ist die Biosynthese dieser drei Gruppen an oxidierten Galactolipiden
komplett (Arabidopside) bzw. teilweise (Ketotrienoate, o-Ketole) LOX2-abhangig. Die Verbindungen
konnten sowohl basal als auch nach Infektion mit P. syringae nachgewiesen werden. Bei allen Spezies

kam es zu einer starken Akkumulation infolge der Infektion mit dem Pathogen.

8 ANSTIEG DER GESAMTMENGE DER LIPIDE NACH INFEKTION MIT P. SYRINGAE

Die Analysen der komplexen Lipide haben bereits gezeigt, dass es nach Infektion mit P. syringae nicht
nur zu einer starken Akkumulation von oxidierten Spezies, sondern auch von Hauptspezies einiger
Lipidklassen kommt. In diesem Abschnitt erfolgt daher eine Zusammenfassung und Ubersicht tber
die Summen der detektierten Verbindungen im Wildtyp Col0 und in der Mutante /ox2-1 unter
Kontrollbedingungen, sowie nach Pathogeninfektion. Die Summen der einzelnen Lipidklassen sind in

Abbildung II-25 und in Tabelle VII-6 dargestellt.

Im oberen Teil der Abbildung sind die Mengen an Galactolipiden zusammengefasst. Unter Kontroll-
bedingungen lagen im Wildtyp und der Mutante vergleichbare Mengen an nichtoxidierten und
oxidierten MGDG bzw. DGDG vor. Auch nach Infektion mit P. syringae lagen die Summen an
nichtoxidierten MGDG bzw. DGDG in einem dhnlichen Bereich. In beiden Linien kam es zu einem 2-
fachen Anstieg der MGDG und zu einem 1,2- (Col0) bzw. 1,6-fachen (lox2-1) Anstieg der DGDG. Die
Akkumulation der oxidierten Galactolipide in der Mutante unterschied sich allerdings stark im
Vergleich zum Wildtyp. In Col0 war ein 10,5-facher Anstieg der oxidierten MGDG zu beobachten,
wahrend in der Mutante nur ein 1,4-facher Anstieg zu verzeichnen war. Dies ldsst schlussfolgern,
dass LOX2 Oxidationsprodukte sehr stark in MGDG akkumulieren. In Bezug auf oxidierte DGDG zeigte

der Wildtyp eine 2-fach hohere Akkumulation als die Mutante.
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Abbildung 11-25: Akkumulation von komplexen Lipiden im Wildtyp ColO und in der Mutante lox2-1. Dargestellt
sind die Summen an nichtoxidierten und oxidierten Spezies der komplexen Lipide in Col0 und
lox2-1 unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Infiltration mit avirulenten P. syringae
(MW+SD, n=3).

In beiden Pflanzenlinien kam es nach Infektion mit dem Pathogen ebenfalls zu einem leichten Anstieg
(1,3- bis 1,6-fach) in der Summe der nichtoxidierten Phospholipidspezies. In Bezug auf oxidierte
Phospholipide konnten beim Wildtyp bzw. in der Mutante eine 5,3- bzw. 5,7-fache Akkumulation

beobachtet werden. Die gemessenen oxidierten Spezies zeigen folglich keine LOX2-Abhangigkeit.

Innerhalb der Gruppe der Triglyceride konnten die groBten Verdanderungen infolge der
Pathogenbehandlung beobachtet werden. Hier kam es im Wildtyp zu einem 8,5-fachen Anstieg der
Summe an nichtoxidierten TG. Diese Lipidakkumulation wurde in Bezug auf oxidierte Spezies noch
weit Ubertroffen, da es hier zu einem 215-fachen Anstieg kam. Die Mutante lox2-1 unterschied sich
nicht im Vergleich zum Wildtyp. Die gemessenen Lipidspezies weisen demnach keine LOX2-

Abhangigkeit auf.
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9 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE

Zusatzlich zu den quantitativen, analytischen Experimenten wurden A. thaliana Blatter mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) qualitativ untersucht. Es wurden Praparate von Blattern
angefertigt, die mit Magnesiumsulfat bzw. mit avirulenten P. syringae infiltriert wurden. Zur
Kontrolle wurden auch Praparate von komplett unbehandelten Blattern angefertigt. Die
Chloroplasten wurden in den verschiedenen Prdparaten genau betrachtet, um eventuelle
Veranderungen infolge der Pathogeninfektion, die z. B. die GroRe und Anzahl der Plastoglobuli

betreffen, festzustellen.

Die mit Magnesiumsulfat infiltrierte Pflanze zeigte phanotypisch keine Unterschiede im Vergleich zur
unbehandelten Pflanze. Auch die Chloroplasten dieser beiden Prdparate wiesen keine
Veranderungen auf. In Abbildung 11-26 ist eine TEM Aufnahme eines Chloroplasten einer
unbehandelten Pflanze zu sehen. Die Thylakoidmembranen, sowie die Anordnung zu Grana in
einzelnen Bereichen, sind deutlich erkennbar. Die weiRen Bereiche kennzeichnen
Starkeansammlungen. Einzelne Plastoglobuli (PG) sind in Form runder, dunkel gefarbter Strukturen

erkennbar.

Abbildung I1-26: TEM Aufnahme eines Chloroplasten einer unbehandelten Pflanze. Die charakteristischen
Strukturen der Chloroplasten, wie Thylakoide, Starkeansammlungen und Plastoglobuli (PG) sind
gut erkennbar.
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9.1 PLASTOGLOBULI

Beim Vergleich der Chloroplasten aus den Kontrollpraparaten mit den Pathogen-behandelten fielen
sofort Verdnderungen in Bezug auf die Plastoglobuli auf. Die mikroskopischen Aufnahmen sind in
Abbildung II-27 hinterlegt. Nach Infektion mit Pseudomonas nahm sowohl die Anzahl, als auch die

GroRe der PG deutlich zu.

Abbildung 11-27: TEM Aufnahmen von Chloroplasten 24 Stunden nach Infiltration mit Magnesiumsulfat bzw.
P. syringae (Pst). Im Vergleich zur Kontrolle nimmt nach Pathogenbehandlung sowohl die Zahl als
auch die GroRe der Plastoglobuli (PG) deutlich zu.

Zur Bestatigung dieser Beobachtung wurde die Anzahl der Plastoglobuli pro Chloroplast sowohl in
den Kontrollen, als auch nach Infektion bestimmt. Dazu wurden die Plastoglobuli von tber 100
Chloroplasten je Behandlung ausgezdhlt. Es wurden immer drei verschiedenen Positionen bzw.
Blattstlickchen zum Auswerten berlicksichtigt, so dass anschlieBend der Mittelwert mit
Standardfehler bestimmt werden konnte. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11-28 dargestellt.

In den Kontrollen lagen im Durchschnitt 8,8 Plastoglobuli pro Chloroplast vor. Nach Infektion mit

avirulenten Pseudomonas stieg die Anzahl um das ca. 1,5-fache auf 12,9 PG pro Chloroplast.
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Abbildung II-28: Anzahl der Plastoglobuli (PG) pro Chloroplast in der Kontrolle (K) bzw. 24 h nach Infektion mit
Pseudomonas (Pst). Die Zahl der Plastoglobuli nimmt nach Pathogenbehandlung zu (MWH+SE,

n=105).

9.2 PROLAMELLARKORPER

Im Zuge der Mikroskopie konnte eine Struktur beobachtet werden, die ausschlieflich in den
Praparaten der infizierten Blatter zu finden war. Es handelt sich hierbei um traubenartige Gebilde im

Randbereich der Chloroplasten. Detaillierte Aufnahmen dieser Strukturen sind in Abbildung 11-29 zu

sehen.

Abbildung 11-29: TEM Aufnahmen von Prolamellarkérper. In einigen Préparaten der Pseudomonas infiltrierten
Blatter kann die charakteristische Struktur des Prolamellarkorpers (PLB) beobachtet werden.
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Uberwiegend konnte eine dieser Formationen pro Chlorplast, ganz vereinzelt zwei, beobachtet
werden. Der Aufbau der Struktur besteht aus bis zu vier Reihen von bis zu acht kleinen, hohl
aussehenden Blaschen. Jede Reihe ist hierbei um eine dieser Hohlkugeln versetzt im Vergleich zu der
angrenzenden Reihe. Vermutlich handelt es sich bei diesen Strukturen um Prolamellarkérper (engl.:
prolamellar bodies, PLB). PLB wurden bisher nur in Etioplasten und in Chloroplasten von jungen, sich
wahrend der Dunkelheit entwickelnden Blattern, beobachtet. Obwohl die Funktion der PLB noch
nicht vollstandig aufgeklart ist, wird vermutet, dass sie eine Rolle im Differenzierungsprozess von

Chloroplasten spielen (Blomqvist et al. 2008).

Uber 230 Chloroplasten pro Behandlung wurden auf das Vorhandensein eines Prolamellarkdrpers
untersucht. AnschlieBend wurde aus den Werten von drei verschiedenen Positionen bzw.
Blattstiickchen der Mittelwert mit Standardabweichung berechnet und in Abbildung 11-30 dargestellt.
In den Kontrollen konnte in keinem einzigen Fall diese Struktur beobachtet werden. Nach Infektion

mit Pseudomonas war in 22,5 % der Chloroplasten ein Prolamellarkérper vorhanden.
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Abbildung [1I-30: Anteil der Chloroplasten mit Prolamellarkérper. Der Prolamellarkérper (PLB) wurde
ausschlieBlich in Praparaten von infizierten Blattern detektiert (MW+SD, n=3).



[II DISKUSSION 55

n DISKUSSION

1 BIOSYNTHESE DER DICARBONSAUREN AZELAIN- UND PIMELINSAURE

In einigen Pflanzen kann AZA auf enzymatischem Weg aus Linolensaure gebildet werden. Die Enzyme
9-LOX, 9-HPL und Aldehyd Dehydrogenasen sind bei diesem Biosyntheseweg von essentieller
Bedeutung (Mukhtarova et al. 2011). A. thaliana exprimiert keine 9-HPL, der Wildtyp ColO ist darlber
hinaus eine natlrliche 13-HPL Mutante (Matsui 2006; Chehab et al. 2008). In dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass in Arabidopsis die zwei bekannten cytosolischen 9-LOX (LOX1 und LOX5)
nicht an der Biosynthese von AZA beteiligt sind. Die Biosynthese von AZA kann in Arabidopsis folglich
nicht auf dem bekannten enzymatischen Weg stattfinden.

Eine Hock Fragmentierung des 9-Hydroperoxids stellt eine weitere Moglichkeit zur Biosynthese von
AZA dar. Dieser Prozess wird durch starke Sduren bzw. hohe Temperaturen katalysiert (Schneider et
al. 2008b). Beide Parameter liegen unter den physiologischen Bedingungen der Pflanzen nicht vor. Es
konnte gezeigt werden, dass in vitro durch Radikal-katalysierte Oxidation und Fragmentierung nicht
nur aus dem 9-Hydroperoxid ONA bzw. AZA entstehen, sondern auch aus dem 13-Hydroperoxid.
Wirde der Mechanismus analog des Hock Mechanismus verlaufen, kdnnten aus dem 13-
Hydroperoxid nicht die Fragmente ONA bzw. AZA generiert werden.

Im tierischen System wurde publiziert, dass durch einen Radikal-katalysierten Prozess aus oxidierten
Phospholipiden, die Hydroperoxide von mehrfach ungesattigten Fettsduren beinhalten,
Phospholipide mit oxidierten Fettsaurefragmenten, wie ONA, OHA, AZA bzw. PIM, entstehen (Podrez
et al. 2002a; Podrez et al. 2002b; Hazen 2008). In Arabidopsis konnten weder unter basalen
Bedingungen, noch nach Infektion mit Pseudomonas, Phospholipide mit veresterten oxidierten
Fettsdurefragmenten nachgewiesen werden. ONA, OHA, AZA und PIM konnten allerdings in
veresterter Form, basal und nach Pathogenbehandlung, in Galactolipiden detektiert werden.
Applikationsexperimente mit freier AZA und markierter (deuterierter) ONA zeigten, dass die freien
Fettsdaurefragmente aufgenommen, aber nicht in Galactolipide verestert werden. Die Behandlung mit
markierter ONA lies schlussfolgern, dass der Aldehyd sofort zu AZA oxidiert wird. Dies erklart, warum
ONA bzw. OHA nie in freier, sondern nur in veresterter Form in vivo detektiert werden konnte. AZA
wiederum kann durch B-Oxidation zu PIM metabolisiert werden. Die Oxidation und Fragmentierung
der Fettsauren findet in den Galactolipiden in situ statt. Freie AZA und PIM konnten daher ihren
Ursprung in einer Lipase-vermittelte Freisetzung aus den komplexen Lipiden haben. Moglich ware
auch, dass ONA und OHA durch Lipasen aus der Membran freigesetzt werden und anschlieBend
durch Stress-induzierte Aldehyd Dehydrogenasen zu AZA bzw. PIM oxidiert werden (Kirch et al.

2005). Nach Infektion mit Pseudomonas konnte ein 2- bis 2,5-facher Anstieg der fragmentierten
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Galactolipide beobachtet werden. Die Menge der freien oxidierten Fettsduren steigt im Vergleich

dazu starker an (3- bis 4-fach).

Die Plastiden stellen in Pflanzen eine der Hauptquellen an ROS, hauptsachlich an Singulett Sauerstoff,
dar. Tatsachlich sind in komplexe Lipide veresterte Hydroxyfettsauren fast ausschliefSlich Produkte
der Singulett Sauerstoff vermittelten Oxidation. Die kurze Halbwertszeit von 'O, bedingt, dass dieser
mit Lipiden reagiert, die nahe an dem Ort, an dem er entsteht, lokalisiert sind, also dem Photosystem
Il (Triantaphylides et al. 2008). In ungezielten und gezielten Analysen konnte gezeigt werden, dass
unter basalen Bedingungen drei Galactolipid Hauptspezies (MGDG-18:3-16:3, DGDG-18:3-18:3 und
DGDG-18:3-16:3) hoch oxidiert in einem Bereich von 5 bis 9 Mol-%, relativ zur jeweiligen Vorstufe,
vorliegen. MGDG-18:3-18:3, ebenso wie PG-, PI- und TG-Hydroxyfettsdurespezies liegen basal mit
unter 2 Mol-% vor. Nach Infektion mit Pseudomonas andert sich der Oxidationsgrad der
Hydroxyfettsdauren in den Galactolipiden kaum. Innerhalb der TG kommt es allerdings zu einem
dramatischen Anstieg der oxidierten Spezies, die nun in einem Bereich von 12 bis 38 Mol-%

vorliegen.

2 FETTSAURE FRAGMENTIERUNGSMECHANISMUS: DIMER-HYPOTHESE

Es wurde gezeigt, dass oxidativer Stress in Tieren eine Akkumulation von Phosphatidylcholinen mit
veresterten Hydroperoxiden induziert. Diese komplexen Lipide kénnen im Anschluss
nichtenzymatisch oxidiert und fragmentiert werden. Die oxidierten Phosphatidylcholine (oxPC)
beinhalten zum groéBten Teil Linol- und Arachidonsdurefragmente. Die typischen Acylketten in
Phosphatidylcholinen, die aus Linolsdure entstehen sind der Aldehyd ONA und die Dicarbonsaure
AZA (Podrez et al. 2002a). Weitere Aldehyde und die korrespondierenden Dicarbonsauren wurden in
den Acylketten identifiziert (Chen et al. 2008).

Der Fragmentierungsmechanismus von oxidierten, mehrfach ungesattigten Fettsauren wurde
kiirzlich sehr detailliert von Schneider, Porter, Brash und weiteren Kollegen untersucht (Schneider et
al. 2008a; Schneider et al. 2008b; Liu et al. 2011). In ihren Studien konnten sie zeigen, dass die
Bildung von Fettsaurehydroperoxiden mit einem konjugierten Dien ein erster und essentieller Schritt
im Fragmentierungsprozess ist, der allerdings nicht ausreicht. Die Aufklarung des Fragmentierungs-
mechanismus wurde mit der Erkenntnis vorangetrieben, dass Fettsaureperoxy-Radikale eine Bindung
mit einem konjugierten Dien von Hydroperoxiden einer Reaktion mit einer nichtoxidierten Fettsdaure

bevorzugen (Schneider et al. 2008a; Schneider et al. 2008b).
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Bereits in den 1970ern wurde in Autoxidationsansatzen Fettsdaureperoxid-Dimere gefunden. Es
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen Dimeren um potente Molekiile handelt, die die Lipid-
peroxidation vorantreiben (Morita und Fujimaki 1973a; Morita und Fujimaki 1973b).

Die Dimer-Hypothese zum Biosyntheseweg von AZA und PIM ist in Abbildung Ill-1 dargestellt. Durch
die Addition eines Peroxylradikals an ein Fettsdaurehydroperoxid kommt es zur Dimerbildung. Dieses
instabile Zwischenprodukt zerfdllt spontan in zwei Aldehyd-Fragmente, ein Alkoxyradikal und ein
Hydroxylradikal. Bemerkenswert ist hierbei, dass durch die Fragmentierung des Dimers weitere
Radikale entstehen. Das Dimermolekiil stellt folglich eine de novo Quelle von Radikalen dar, was zu
einer Vervielfachung der Radikale fihrt.

Die Dimerbildung und Fragmentierung der Fettsdauren wird in einer Umgebung in der ungesattigte
Fettsdureacyle sehr eng und flachendeckend nebeneinander vorkommen erleichtert. Dies ist bei
Glycerolipiden von Membranen der Fall.

Liu et al. (2011) konnten den Mechanismus der Dimer-Fragmentierung durch Studien an
Cardiolipinen nach Tetrachlorkohlenstoff Behandlung in der Rattenleber bestatigen.

Der erlauterte Fragmentierungsmechanismus stimmt mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit
Uberein. Ein konzentrierter Pool an mehrfach ungesattigten Lipidperoxiden, der in Galactolipiden
identifiziert wurde, ist pradestiniert fir eine Radikal-katalysierte Fettsdaurefragmentierung. Die
Lipidperoxide stellen eine grofSe Quelle fiir eine de novo Bildung von Radikalen dar.

Wie schon erldutert, sind bereits unter basalen Bedingungen die Hauptspezies der MGDG und DGDG
in Arabidopsis hoch oxidiert. Die Oxidation erfolgt fast komplett durch Einwirkung von Singulett
Sauerstoff. Unter oxidativem Stress, wie zum Beispiel nach Infektion mit Pseudomonas, kénnen
Spuren an freien Radikalen die Dimerisierung der Lipidperoxide katalysieren, wodurch es zur
Fragmentierung von Fettsaureacylresten und Amplifikation der Radikale kommt. Die Einwirkung der
freien Radikale, ebenso wie die Stress-induzierte Bildung von Singulett Sauerstoff und das Enzym
LOX2, fiihren zu einer starken Zunahme des Pools an oxidierten Galactolipiden.

Obwohl die Mutante fad3,7,8 keine dreifach ungesattigten Fettsauren besitzt, ist die Biosynthese von
AZA und PIM nicht beeintrachtigt. In der Mutante sind dreifach ungesattigte Fettsdauren quantitativ
durch zweifach ungesattigte ersetzt (McConn und Browse 1996). Folglich stellen die zweifach
ungesattigten Fettsdauren adhnlich gute Substrate fiir den nichtenzymatischen Fragmentierungs-

mechanismus dar. In vitro Oxidationen von 18:2 fiihrten ebenfalls zur Bildung von ONA und AZA.
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Abbildung 1ll-1: Dimer-Hypothese zur Biosynthese von AZA und PIM. Ausgehend von zwei- bzw. dreifach
ungesattigten Fettsduren in Galactolipiden entstehen durch Singulett Sauerstoff, Lipoxygenasen
oder frei Radikale Hydroperoxide, die durch einen weiteren radikalischen Angriff eine
Dimerstruktur ausbilden. Der Dimer ist instabil und zerfdllt spontan. Die unter anderem
entstandenen Aldehydfragmente konnen anschlieBend zu Dicarbonsduren oxidiert werden.

Zusatzlich zu den Galactolipiden liegen unter basalen Bedingungen auch zum Teil Phospholipide und
Triacylglyerole in oxidierter Form vor. Der Oxidationsgrad ist im Vergleich zu den Galactolipiden um
einiges niedriger und es konnten keine fragmentierten Fettsduren in diesen Lipidklassen identifiziert

werden.
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Tiere besitzen keine Plastiden als Hauptquelle fir ROS und akkumulieren keine durch Singulett
Sauerstoff oxidierten Galactolipide. Der Grad der Oxidation der MGDG ist in Pflanzen um einige
GroBenordnungen hoher als in Phosphatidlycholinen von Tieren. Unter basalen Bedingungen betragt
das Verhaltnis von MGDG-ONA-16:3 zu MGDG-18:3-16:3 in Arabidopsis 0,5 Mol-%, wahrend in der
Aorta von Mausen das Verhaltnis von PC-ONA-16:0 zu PC-18:2-16:0 bei 0,0002 Mol-% liegt (Chen et
al. 2008).

3 BEDEUTUNG DER AZA UND PIM BIOSYNTHESE

Es werden verschiedene physiologische Funktionen fiir PIM und AZA postuliert. Eine essentielle
Funktion fir die Entwicklung und Physiologie von Pflanzen spielt PIM in der Rolle als Substrat der
Biotin Biosynthese. Unter basalen Bedingungen betrdagt die Gesamtmenge von PIM und den
Vorlaufermolekilen OHA, ONA und AZA verestert in Galactolipide 99 nmol/g TG. Die Spiegel an freier
PIM liegen in einem Bereich von 2-4 nmol/g TG. In A. thaliana Blattern betrdgt die Menge an Biotin
weniger als 1 nmol/g TG (berechnet aus Shellhammer und Meinke (1990)). Das bedeutet, dass die
nichtenzymatische Fragmentierung der Galactolipide und eine Lipase-vermittelte Freisetzung der
fragmentierten Fettsduren einen theoretisch ausreichenden Weg darstellen, um PIM fiir den Biotin
Biosyntheseweg zur Verfligung zu stellen. Es kann allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dass es bisher unbekannte enzymatische Wege fiir die Biosynthese von AZA und PIM in
Arabidopsis und anderen Pflanzen gibt. Bakterien, die generell keine mehrfach ungesattigten
Fettsduren besitzen (Nichols und McMeekin 2002), kdnnen PIM nicht auf dem nichtenzymatischen
Dimer-Weg synthetisieren. In E. coli und B. subtilis wurden jedoch bereits enzymatische Wege
aufgeklart, mittels derer PIM aus gesattigten Fettsauren entstehen kann (Lin und Cronan 2011).

Die Funktion der Lipidfragmente wie ONA und AZA ist noch nicht vollstandig klar. In einigen Pflanzen
werden diese Fragmente enzymatisch Uber einen 9-HPL Syntheseweg gebildet (Mukhtarova et al.
2011). Vermutlich entstehen sie in allen Pflanzen durch nichtenzymatische Oxidation der
ungesattigten Fettsdauren in Membranen. Antimikrobielle Funktionen, ebenso wie eine Bedeutung im
Signalmechanismus wurden fiir verschiedene Fettsdurefragmente postuliert (Matsui 2006). Jung et
al. (2009) publizierten, dass freie AZA durch ,Priming” in Arabidopsis eine lokale und systemische
Resistenz gegenliber dem Pathogen Pseudomonas induziert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass freie AZA nach Infektion mit dem avirulenten Stamm
von Pseudomonas infolge der hypersensitiven Reaktion (HR) lokal in den Blattern von Arabidopsis
akkumuliert. Die HR ist charakterisiert durch eine oxidativen Burst, der durch NADPH Oxidasen in der

Zellmembran initilert wird, welche Superoxidanion-Radikale produzieren. Obwohl das
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Superoxidanion-Radikal ebenso wie das Dismutationsprodukt Wasserstoffperoxid die Lipide nicht
direkt oxidieren kdnnen, treiben diese ROS vermutlich eine Fragmentierung des Pools an zuvor
oxidierten Galactolipiden an. Diese Reaktion stellt eine neue groRe Quelle an freien Radikalen in den
Plastiden wahrend der HR dar. Infolgedessen findet eine durch freie Radikale katalysierte Oxidation
der Lipide statt, was ebenfalls ein gut untersuchtes Merkmal der HR ist. Parallel zu diesen Prozessen
kommt es zu einer Re-Modellierung der Plastidenmembranen. Es konnte eine massive Biosynthese
von komplexen Lipiden, vor allem innerhalb der Klassen der MGDG und Triacylglycerole beobachtet
werden. Neben dem Anstieg der nichtoxidierten Spezies dieser beiden Klassen kann vor allem eine
Akkumulation von LOX2-abhdngigen Oxidationsprodukten innerhalb der MGDG beobachtet werden.
In Tieren wurde gezeigt, dass die Oxidation der Zellmembran Lipide einen physischen Kontakt
zwischen Rezeptoren (z. B. Toll-like Rezeptoren) und den entsprechenden molekularen Liganden
ermoglicht. AulRerdem gibt es spezifische Reparatur-Lipasen, die eine Substratspezifitat fiir oxidierte
Glycerolipide aufweisen. Vermutlich besteht ein molekulares Mimikry zwischen oxidierten
Membranlipiden mit charakteristischen Strukturmotiven (z. B. AZA und ONA) und den Lipiden auf der
Oberflaiche von Pathogenen, was zu einer Aktivierung von spezifischen Rezeptoren des
Immunsystems von Saugern fihrt. Demzufolge induziert endogener oxidativer Stress das
Immunsystem auf dhnliche Weise wie Pathogene (Binder et al. 2002; Binder et al. 2003; Hazen 2008).
In Pflanzen sind weder Rezeptoren noch spezifische Reparatur-Lipasen bekannt, die oxidierte
Glycerolipide erkennen. Weiterhin wurde die Funktion von oxidierten Glyerolipiden in Pflanzen, mit
Ausnahme von Arabidopsiden, noch nicht untersucht. Arabidopside akkumulieren sehr stark nach
Infektion mit avirulenten Pseudomonas. Sie dienen entweder als Speichermolekiile fiir OPDA oder
agieren selbst als antimikrobielle Sekundarmetaboliten (Kourtchenko et al. 2007). Da die Oxidation
von Membranen einen konstitutiven Prozess darstellt, ist es sehr wahrscheinlich dass Lipasen
existieren, die oxidierte und fragmentierte Fettsduren freisetzen. Fir viele freie oxidierte oder
fragmentierte Fettsduren, die aus oxidierten Membranen stammen, konnten biologische Aktivitdten
bzw. eine Rolle in der Pathogenantwort von Pflanzen, nachgewiesen werden. Einige Beispiele hierfir
sind AZA (Jung et al. 2009), Malondialdehyd (Weber et al. 2004), Hydroxyfettsauren (Vellosillo et al.
2007), Phytoprostane und OPDA (Mueller et al. 2008).

4 LOKALISATION DER LIPIDE

Nach Infektion mit Pseudomonas kommt es zu einer dramatischen Akkumulation von Lipiden in
Arabidopsis Blattern. Die Spiegel an Galactolipiden, Triglyceriden und einigen Phospholipiden

nehmen zu. Der grofSte Anstieg in der Summe der Lipide ist bei den Triglyceriden mit einer 8,5-fachen



[II DISKUSSION 61

Zunahme zu beobachten. Diese Beobachtung geht einher mit der Zunahme der GrofRe und Anzahl der
Plastoglobuli in den Chloroplasten. Plastoglobuli sind von einer einfachen Lipidschicht umgeben.
Diese Schicht ist mit der dem Stroma zugewandten dulReren Lipidschicht der Thylakoidmembran
verbunden, wodurch ein Austausch an Lipiden zwischen der Thylakoidmembran und den
Plastoglobuli stattfinden kann (Austin et al. 2006). Plastoglobuli fungieren als Speicher fir Lipide in
den Plastiden (Kessler und Vidi 2007) und sie sind involviert in verschiedenen metabolischen
Synthesewegen, z. B. von Vitamin K, Tocopherol und Carotinoiden (Besagni et al. 2011). GréRe und
Anzahl der Plastoglobuli variieren als Reaktion auf verschiedene Umweltbedingungen. Bei Seneszenz
steigen die Zahl und GroRRe der Plastoglobuli deutlich an (Kaup et al. 2002). Oxidativer Stress, bedingt
durch eine Vielzahl an abiotischen oder biotischen Faktoren, tragt ebenfalls zu einer Verdanderung der
Plastoglobuli Zahl bzw. GréRe bei. Einige Beispiele hierfiir sind Trockenstress (Rey et al. 2000), hohe
Salzkonzentrationen (Locy et al. 1996), Stickstoffmangel (Bondada und Syvertsen 2003), Pilz- und
Virusinfektionen (Coulomb et al. 1996; Hernandez et al. 2004). Die Funktion der Plastoglobuli in der
Pflanze Pathogen Interaktionen ist allerdings noch nicht klar. Moglicherweise stellen Plastoglobuli ein
Reservoir flir Thylakoidmembranlipide dar.

Neben der starken Akkumulation der Triglyceride in den Plastoglobuli konnte ebenfalls eine Zunahme
der Galactolipide, insbesondere der MGDG (2-fach) infolge der Pathogeninfektion beobachtet
werden. MGDG, ebenso wie hoher oxidierte Lipide stellen aufgrund ihrer Struktur Lipide dar, die in
reiner Form keine Lipid-Doppelschicht ausbilden kdénnen. MGDG koénnen nur in Gegenwart
ausreichender Mengen ,Bilayer“-bildender Lipide, wie DGDG und PC, Membranen bilden. Nach
Infektion mit Pseudomonas, konnten mittels Transmissionselektronenmikroskopie Prolamellarkérper
(PLB) in den Chloroplasten identifiziert werden, die reich an MGDG sind (Gunning 2001). Bisher
wurden PLB nur in Etioplasten und in Chloroplasten von jungen, sich wahrend der Dunkelheit
entwickelnden Blattern gefunden. Die Funktion der PLB ist noch nicht vollstindig aufgeklart.
Vermutlich spielen sie als Vorlaufer bzw. Abbaustrukturen von Thylakoidmembranen eine Rolle im
Differenzierungsprozess von Chloroplasten (Blomqvist et al. 2008). Das vorherrschende Protein in
den PLB ist das Enzym NADPH:Protochlorophyllid Oxidoreduktase (POR), welches die Licht-abhdngige
Reduktion von Protochlorophyllid (Pchlid) zu Chlorophyllid (Chlid) in hoheren Pflanzen katalysiert
(Murakami und Ikeuchi 1982; Ryberg und Sundqvist 1982; Lindsten et al. 1993). Die PLB spielen eine
wichtige Rolle fiir die schnelle Verfiigbarkeit der photosynthetischen Aktivitat nach Einwirkung von
Licht, da Pchlid schnell reduziert und zu Chlorophyll verestert wird (Ruediger et al. 1980; Ryberg und
Sundqvist 1988). Es wurde auch gezeigt, dass Pchlid, welches nicht durch POR reduziert wird, als
Photosensitizer fungiert. Folglich kann es zur Bildung von Singulett Sauerstoff und zu photooxidativen

Schaden kommen (Reinbothe et al. 1996; Sperling et al. 1997; Sperling et al. 1998). Die dominierende
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Lipidklasse in den PLB sind MGDG (Gunning 2001). Das Verhaltnis von Lipiden zu Proteinen ist in PLB
im Vergleich zu Thylakoiden héher (Selstam und Sandelius 1984). Es wird vermutet, dass die
Interaktion von POR und MGDG die PLB-Struktur stabilisiert (Klement et al. 1999; Engdahl et al. 2001;
Selstam et al. 2002).Die Speicherung der Lipide ermdoglicht die schnelle Bildung von Thylakoiden der
Chloroplasten, wenn eine Pflanze normalen Lichtbedingungen ausgesetzt wird (Solymosi et al. 2007;
Blomquist et al. 2008). PLB beinhalten eine groBe Membranoberfliche, in welcher bis zu 50 pm?
Membran in einen Kubikmikrometer verpackt sind (Gunning 2001). Dies entspricht vermutlich der
hochsten Packungsdichte einer Membran, die in der Zelle erreicht werden kann. Diese ,,gepackten”
PLB kénnen dann als vorgefertigtes Substrat fir die Umwandlung in Thylakoide dienen. Es wurde
postuliert, dass der hohe Gehalt an MGDG, welche eine kegelformige Form aufweisen, zur
ausgepragten Struktur der PLB fiihrt. In vitro konnte gezeigt werden, dass MGDG hexagonale,
réhrenformige Mizellen formen (Gunning 2001). Die Entstehung der PLB nach Pathogeninfektion
kénnte eine Folge der massiven Akkumulation von Lipiden sein, die nicht an der Ausbildung einer
Lipiddoppelschicht beteiligt sind, wie MGDG und oxidierte komplexe Lipide.

Die oxidierten Acylketten von komplexen Lipiden kénnen aufgrund ihrer hohen Polaritdt nicht mehr
der inneren Seite der Lipid Doppelschicht zugewandt sein. Folglich sind die oxidierten Ketten der
duBeren, wassrigen Phase zugewandt, wodurch es zu einer Zerstorung der Barriere-Funktion der
Membran kommen kann. Die oxidierten Fettsdauren von Glycerolipiden ragen wie Haare aus der
Membran heraus und bilden sogenannte ,Whisker”, entsprechend dem ,Lipid Whisker Modell”
(Greenberg et al. 2008). Wahrend des Oxidationsprozesses wird Sauerstoff an die hydrophobe
Seitenkette der Lipide addiert, wodurch es zu einer Umorientierung der Acylkette kommt. Die nun
deutlich polarere Seitenkette ist nicht mehr in die Membran eingebettet, sondern ragt in das
wassrige Kompartiment hinein. NMR Daten der Konformation von oxidierten Phosphatidylcholinen
zeigen, dass die Addition von nur einem Sauerstoff (z. B. Hydroxyfettsauren) nicht ausreichend ist,
um diese Umlagerung der Acylkette zu bewirken. Veresterte oxidierte Fettsdure-Fragmente, wie z. B.
ONA und AZA ragen allerdings aus der Doppelmembran heraus, da sie deutlich polarer sind (Li et al.
2007). Auch zyklische Lipide in Pflanzen, wie OPDA und Phytoprostane ragen vermutlich aufgrund
ihrer hohen Polaritat (ahnlich wie Isoprostane, fir die ein solches Verhalten ebenfalls beschrieben
wurde) aus der Zellmembran heraus. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass Arabidopside mit zwei
oxidierten zyklischen Acylketten in die Thylakoid Doppelmembran integriert werden kénnen. Dieser
Verlust der Lipide muss durch eine de novo Lipid Biosynthese kompensiert werden.

In Tieren ermoglicht die Konformationsanderung oxidierter Glycerolipide der Zellmembran einen
physischen Zugang der oxidierten Fettsdure zu Rezeptoren auf den Zelloberflaichen von z.B.

Makrophagen und auch zu spezifischen Phospholipasen, die eine Substratspezifitdt gegenlber
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oxidierten Glycerolipiden aufweisen (Hazen 2008). Eine selektive Abspaltung der oxidierten
Glycerolipide konnte eine Erkennung durch das Immunsystems verhindern und erlaubt eine
Reparatur der Membran durch Re-Veresterung und Re-Modellierung. In Pflanzen sind allerdings
bisher keine Rezeptoren oder Reperatur-Lipasen bekannt. Ob oxidierte Glycerolipide in Pflanzen

ebenfalls eine Immunantwort ausldsen ist bisher jedoch noch nicht untersucht worden.



IV MATERIAL

64

v MATERIAL

1 CHEMIKALIEN

Bezeichnung

9-Oxononanoic Acid (ONA) 97 %

Murashige & Skoog (MS) Salze

Pioloform

MGDG-18:0-18:0 (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
monogalactosyl)

DGDG-18:0-18:0 (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
digalactosyl)

PC-17:0-17:0 (1,2-diheptadecanoly-sn-glycero-3-
phosphocholine)

TG-10:0-10:0-10:0, Tricaprin (Tridecanoin)
PG-17:0-17:0 (1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-
phospho-(1'-rac-glycerol) (sodium salt))
PI-16:0-16:0 (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
(1'-myo-inositol) (ammonium salt))

PS-17:0-17:0 (1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-
phospho-L-serine (sodium salt))

PE-18:0-18:0 (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine)

15-HEDE (15-Hydroxyeicosadienoic acid)

Lieferant

Larodan (Malmo, Schweden)
Duchefa (Haarlem, NL)

Plano (Wetzlar)

Matreya LLC (Pleasant Gap, USA)

Matreya LLC (Pleasant Gap, USA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Larodan (Malmo, Schweden)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

C. Triantaphylides (Commissariat a I'Energie

Atomique (CEA), Cadarache, Frankreich)

Nicht aufgelistete Chemikalien wurden in der entsprechenden Reinheit von folgenden Herstellern

bezogen: AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe) oder Sigma

(Deisenhofen).

Die verwendeten Losungsmittel von technischem Reinheitsgrad wurden von der Firma Roth

(Karlsruhe) bezogen; Losungsmittel von p.a.- bzw. HPLC-Qualitat (gradient-grade) von Merck

(Darmstadt). Laufmittel fir die UPLC-TOF-MS-Analyse stammten von der Firma Biosolve

(Valkenswaard, Niederlande) und hatten ULC/MS-Qualitét.
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2 VERBRAUCHSMATERIAL

Artikel

24 well-Multischalen (128 x 86 mm)

Cellstar Tubes (50 ml)

Einmalspritzen (1 ml)

Electron Image Film SO-163

HPLC-Vials (0,3 ml)

Kupfernetz mit Kohle bedampft (300 Mash)

Kupfernetz mit Lochblende (75 Mash)

Miracloth

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 1000 pl)

Proben-Gldschen (2 ml)

Pyrex-Reagenzglaser mit Schraubverschluss (10 ml)

Reagenzglaser (10 ml)

ReaktionsgefaRe (1,5 ml)

Rollrandglaser (5 ml)

SchraubreaktionsgefaRe (2 ml)

Lieferant

Nunc (Wiesbaden)

Greiner bio one (Frickenhausen)

Dispomed (Geinhausen)

Kodak (Rochester, USA)

Chromacol (Welwyn Garden City, UK)

Plano (Wetzlar)

Plano (Wetzlar)

Merck (Darmstadt)

A. Hartenstein (Versbach)

A. Hartenstein (Versbach)

Sarstedt (Nimbrecht)

A. Hartenstein (Versbach)

Corning (Corning, USA)

A. Hartenstein (Versbach)

Sarstedt (Nimbrecht)

A. Hartenstein (Versbach)

A. Hartenstein (Versbach)
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3 PFLANZENMATERIAL

Alle in vivo Versuche wurden mit Hilfe der Modellpflanze Arabidopsis thaliana durchgefihrt.
Verwendet wurden die Wildtyp Ecotypen Columbia (Col0) und Wassilewskija (Ws), ebenso wie
mehrere Mutantenlinien. Die Lipoxygenasemutanten Jlox2-1, lox1, lox5 und lox1,5 wurden
freundlicherweise von E. Farmer (Glauser et al. 2009) zur Verfligung gestellt. Die Triple Mutante
fad3-2 fad7-2 fad8-1 (fad3,7,8) konnte von J. Browse (McConn und Browse 1996) bezogen werden.
Die Mutantenlinien dirl und azil wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre

(www.arabidopsis.org) erworben.

4 MEDIUM ZUR PFLANZENANZUCHT

Zur Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen wurde Wachstumsmedium nach Murashige & Skoog

verwendet:

MS - Medium

Saccharose 30¢/l
MS-Salze (+ MES) 4,8 g/l
myo-Inositol 0,1¢g/l
B5 Vitamine (1000x) 1ml/l
ddH,0 ad 1l

pH 5,7 (mit KOH eingestellt)

B5 Vitamine (1000x)

myo-Inositol 100 mg/ml
Thiamine/HCI 10 mg/ml
Nicotinsdure 1 mg/ml
Pyridoxin/HCl 1 mg/ml

Das Medium wurde nach der Herstellung autoklaviert.
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5 BAKTERIEN FUR INFILTRATION

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 — virulenter und avirulenter Stamm

6 IMEDIEN FUR INFILTRATION VON A. THALIANA MIT P. SYRINGAE

LB-Medium

Trypton 10g
Hefeextrakt 58
Nacl 10¢g
ddH,0 ad 11

Das Medium wurde abschlieBend autoklaviert.

Fiir Agarplatten wurden 12,4 g Agar pro Liter Medium hinzugefiigt.

Magnesiumsulfat-Losung

Magnesiumsulfat 10 mM

ddH,0 ad 11

Der Puffer wurde abschlieRend autoklaviert.

Magnesiumsulfat bzw. Dikaliumhydrogenphosphat-L6sung fiir Bakterienmedium
MgSO0, bzw. K,HPO, 0,1g/ml

ddH,0 ad 11

Die Loésungen wurden abschliefend mit Hilfe von Sterilfiltern sterilisiert.

7 LOSUNGEN FUR DIE TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE

Losung zur Fixierung von Chloroplasten im Gewebe
Glutaraldehyd 5%
Cacodylat 0,1M

pH 7,2 (eingestellt mit HCI)
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Waschlosung zur Fixierung von Chloroplasten im Gewebe

Saccharose 70mg/ml

Cacodylat 0,1M

Nachfixierlésung zur Fixierung von Chloroplasten im Gewebe

Osmiumtetroxid 2%

Cacodylat 0,1M

Kontrastierungslosung nach Reynolds fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

Natriumcitrat 120 mM
Bleinitrat 80 mM
Natronlauge pH 12,0, 8 ml, 1N
ddH20 ad 50 ml

8 LABORGERATE

Tuttnauer Systec 5075ELV (NY,USA)

Autoklav

Klimaschrank Percival, CLF Plant Climatics (Emersacker)
Intellus environmental controller, Percival Scientific
(Perry, USA)

Kiihl- und Gefrierschranke +4 °C-KUhlschrank, Comfort, Liebherr (Ochsenhausen)
-20 °C-Gefrierschrank, Liebherr (Ochsenhausen)
-80 °C-Gefrierschrank, New Brunswick Scientific
(Ndrtingen)

Massenspektrometer Quattro Premier Triple Quadrupol, Waters (Milford, USA)
Time of Flight MS: SYNAPT G2 HDMS, Waters (Milford,
USA)

Messen/Wiegen 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 ul Einkanalpipetten,

Eppendorf Research Variabel (Hamburg)
Analysenwaage Sartorius BP211D
Laborwaage Sartorius PE 1600 (Gottingen)
AT 200 FACT, Mettler Toledo (Giessen)
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Sartorius BP3100P, DWS (Elk Grove, USA)

Mikroskop EM 900 TEM, Zeiss (Oberkochen)
EM 10 TEM, Zeiss (Oberkochen)

pH Messung HI 9321 Microprocessor pH-Meter, Hanna Instruments

Probenaufschluss

Probenkonzentrierung

Riihren/Durchmischen

Schiitteln

Ultramikrotom

UPLC-Anlage

UPLC-Saulen

Wasserbad

(Portugal)

Ultraschallstab Sonifier Cell disruptor B15, Branson
(Schwabisch Gmiind)

Ultraschallbad Sonorex TK52, Bandelin (Berlin)
Kugelmiihle MM301, Retsch (Haan)
Rotationsvakuumkonzentrator RVC 2-18 und RVC 2-25,
Heraeus-Christ (Osterode) jeweils mit
Membranvakuumpumpe MZ 2C, Vakuubrand (Wertheim)
Rotavapor R 110, Biichi (Flawil, Schweiz)

Diverse Magnetrihrer

Vortex Genie 2, Scientific Industries (USA)

REAX 2000, Heidolph (Schwabach)

Kreisschittler 3015, GFL (Burgwedel)

Multitron Standard, Infors HT (Bottmingen)

MT-7000, Boeckeler (Tucson, USA)
Acquity-UPLC-System:

Acquity Binary HPLC Pump, Waters (Milford, USA)
Acquity Autosampler, Waters (Milford, USA)

Acquity UPLC Saulenofen, Waters (Milford, USA)
Acquity UPLC BEH C18 Column, 2,1 x50 mm, 1,7 um,
Waters (Milford, USA)

Acquity UPLC BEH C8 Column, 2,1 x 50 mm, 1,7 um,
Waters (Milford, USA)

Acquity UPLC BEH C18 Column, 2,1 x 100 mm, 1,7 um,
Waters (Milford, USA)

Acquity BEH C18 VanGuard, 2,1 x5 mm, 1,7 um, Waters
(Milford, USA)

Acquity BEH C8 VanGuard, 2,1 x 5 mm, 1,7 um, Waters
(Milford, USA)

Thermomix MM, B.Braun (Melsungen)
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Zentrifugieren

Minifuge RF, Heraeus Sepatech (Osterode)
Zentrifuge 5415C, Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge 5804R, Eppendorf (Hamburg)
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\% METHODEN
1 ANZUCHT DER PFLANZEN
1.1 ANZUCHT AUF ERDE

Samen von Arabidopsis thaliana Col0 wurden auf Anzuchterde ausgesat und anschliefend in einem
Klimaschrank (Temperatur 22 °C, téagliche Lichtdauer 9 Stunden, Lichtintensitat 120 umol
Photonen m™s!) angezogen. Nach zwei Wochen wurden die Keimlinge pikiert und fir weitere vier
Wochen im Klimaschrank herangezogen. Fir alle Experimente wurden sechs Wochen alte Pflanzen

verwendet.

1.2 ANZUCHT STERILER KEIMLINGE

Arabidopsis Samen wurden fiir 2 min mit 700 pl 70%igem Ethanol behandelt. Nachdem der Alkohol
entfernt wurde, erfolgte die Zugabe von 700 ul einer Natriumhypochloridlésung (5 ml 15 %iges
Natriumhypochlorit, 2,5 ml H,O und 10 pl 10 %iges Tween 20). In dieser Sterilisationslésung fand
eine Inkubation der Samen fiir 10 min statt. AnschlieBend wurde die Flissigkeit abgenommen und
Reste der Natriumhypochloridléosung durch flinfmaliges Waschen mit 700 ul sterilem Wasser
entfernt.

Acht bis zehn der sterilen Arabidopsis Samen wurden zusammen mit je 1 ml MS-Medium in eine 24
Loch-Platte (128 x 86 mm) gegeben. Die Kultivierung der Platten erfolgte fiir 10 Tage im Klimaschrank
auf einem Schittler (~200 rpm) bei 22°C und einer Lichtdauer von 9 Stunden (180 pmol Photonen m™
s oder ME). Nach 7 Tagen fand ein Austausch des Wachstumsmediums gegen 1 ml frisches MS-

Medium statt.

2 BEHANDLUNG DER PFLANZEN
2.1 INFILTRATION VON A. THALIANA MIT P. SYRINGAE

Zu 100 ml LB-Medium wurden 1 ml MgS0O, (10%ige Losung) und 1 ml K,HPO, (10%ige Losung)
zugefligt und mit den entsprechenden Antibiotika versetzt. Dieses Medium wurde mit Pseudomonas
syringae pathovar tomato DC3000 angeimpft. Der Kolben wurde lber Nacht bei 28 °C auf einem
Schittler inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Bakteriensuspension zentrifugiert (4 °C, 3000 rpm,

10 min), der Uberstand abgekippt und das Pellet mit 40 ml einer 10 mM MgSO0,-Lésung gewaschen.
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Nach erneuter Zentrifugation (4 °C, 3000 rpm, 10 min) wurde das Pellet in MgSQO, bis zu einer
Zelldichte von 0,2 (ODgw0=0,2) resuspendiert. Dies entspricht einer Bakterienkonzentration von 10®
Kolonien-bildenden Einheiten pro ml Suspension. Mit dieser Infiltrationssuspension wurden sechs
Wochen alte A. thaliana-Pflanzen infiltriert, indem die Suspension mit Hilfe einer 1 ml-Spritze durch
die Spalt6ffnungen der Blattunterseite von gut entwickelten Rosettenblattern gepresst wurde. Die
Pflanzen wurden dann im Klimaschrank unter einer Haube, die zu starke Austrocknung vermeiden
sollte, inkubiert. Zur Kontrolle wurde die gleiche Anzahl an Pflanzen mit MgSO,-Ldsung infiltriert und
ebenso kultiviert. Zu verschieden Zeitpunkten wurden die infiltrierten Blatter geerntet und sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Bei einigen Experimenten wurden nicht nur die infiltrierten
Blatter, sondern auch systemische Blatter einer infiltrierten Pflanze geerntet. Bis zur Verwendung des

Pflanzenmaterials wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

2.2 VERWUNDUNG VON A. THALIANA BLATTERN

Einzelne Blatter von sechs Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden mit Hilfe einer Pinzette jeweils
drei Mal pro Halfte einer Blattspreite gequetscht. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die
verletzten Blatter geerntet und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

23 HOCHLICHT BEHANDLUNG VON A. THALIANA

Freundlicherweise wurde uns Pflanzenmaterial von der Arbeitsgruppe um Christian Triantaphylides
(Commissariat a I'Energie Atomique, CEA, Cadarache, Frankreich) zur Verfiigung gestellt, welches aus
einem Hochlicht-Experiment stammt. Arabidopsis Col0 Wildtyp Pflanzen wurden einer Hochlicht-
Behandlung (1500 pE) ausgesetzt. Nach 0, 50 und 74 Stunden wurden die Blatter geerntet und in
Stickstoff schockgefroren. Um ein Auftauen der Proben zu vermeiden, wurden sie uns auf Trockeneis

zugeschickt. AnschlieBend erfolgte die Standardextraktion und Lipidanlayse in unserem Labor.

24 KUPFERSULFAT BEHANDLUNG VON A. THALIANA KEIMLINGEN

Sterile A. thaliana Col0 Keimlinge wurden 10 Tage auf einem Schittler angezogen. 24 Stunden vor
der Kupfersulfat Behandlung wurde das Wachstumsmedium gegen Wasser ausgetauscht. Am

folgenden Tag wurde Kupfersulfat mit einer Endkonzentration von 500 uM appliziert. Die Platten
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wurden anschlieBend im Klimaschrank auf dem Schittler fir 1,5 bzw. 24 Stunden inkubiert. Als
Kontrolle wurde zu den Zeitpunkten 0, 1,5 und 24 Stunden Keimlinge geerntet, bei denen nur der
Austausch des Mediums gegen Wasser stattgefunden hat. Die kompletten Pflanzen wurden mit Hilfe
einer Pinzette vorsichtig aus der Flissigkeit genommen, kurz auf einem Zellstofftuch abgetropft und
in flissigem Stickstoff schockgefroren. Alle Keimlinge aus den 24 Vertiefungen einer Platte wurden
gepoolt und stellten eine Probe dar. Es erfolgte die Extraktion und Lipidanalyse gemaR den zuvor

beschriebenen Methoden.

3 EXTRAKTION VON PFLANZENMATERIAL ZUR LIPIDANALYSE

3.1 STANDARDAUFARBEITUNG ZUR ANALYSE FREIER UND KOMPLEXER LIPIDE

Blatter von A. thaliana wurden geerntet und sofort in fllssigem Stickstoff schockgefroren.
AnschlieBend wurde das gefrorene Blattmaterial in einer Reibschale mit einem Pistill zerkleinert. Das
Morsern erfolgte unter Zugabe von flissigem Stickstoff, da das Material zu keinem Zeitpunkt
auftauen sollte um enzymatische als auch nichtenzymatische Veranderungen zu verhindern. Bis zur
Verwendung wurde das Pflanzenmaterial bei -80 °C gelagert.
Etwa 300 mg Pflanzenmaterial wurden in ein zwei ml SchraubdeckelgefaR eingewogen. Danach
erfolgte die Zugabe von 1 ml Isopropanol sowie der Antioxidantien Triphenylphosphin (5 mg) und
Butylhydroperoxid (1,5 mg) um eine Oxidation der Analyten wéahrend der Aufarbeitung zu
verhindern. Die Proben wurden anschlieBend fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe der internen Standards:

MGDG-18:0-18:0 und DGDG-18:0-18:0: je 5 ug;

TG-10:0-10:0-10:0: 100 ng;

PG-17:0-17:0: 1 pg;

PI1-16:0-16:0: 1 pg;

PS-17:0-17:0: 1 ug;

PE-18:0-18:0: 1 pg;

PC-17:0-17:0: 2 ug;

15-HEDE: 300 ng;

Dihydro-Jasmonsaure: 100 ng

Sebainsaure: 100 ng.
Die Proben wurden zur besseren Extraktion 5 Minuten mit Ultraschall behandelt und anschliel$end

10 Minuten bei 14.000 rpm bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Reagenzglas iiberfiihrt.
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Der Riickstand wurde noch zwei weitere Male mit folgenden Losungsmitteln extrahiert: 1,5 ml
Chloroform / Isopropanol (1:2, v/v) und 1,5 ml Chloroform / Methanol (2:1, v/v). Die Proben wurden
mit den entsprechenden Losungsmitteln durchmischt, 5 min mit Ultraschall behandelt und 10 min
bei 14.000 rpm bei RT zentrifugiert. Die Uberstinde wurden im Reagenzglas vereinigt und bei 40 °C
im Wasserbad eingeengt. Der getrocknete Riickstand wurde zweimal in 1 ml Methanol gel6st, in ein
1,5 ml Reaktionsgefald tUberfiihrt und bei 60 °C im Vakuumverdampfer zur Trockne eingeengt. Der
Rickstand wurde in 100 pl Methanol (1 mM Ammoniumacetat) resuspendiert und 10 min bei 14.000

rpm bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde in HPLC-ProbengefiRe iiberfiihrt.

Ein Aliquot der Probe wurde einer alkalischen Hydrolyse unterzogen. Hierbei wurde zu einem Teil der
Probe in einem Pyrexglas 20%ige Natronlauge zugegeben. Es folgte eine Inkubation im Wasserbad
bei 60 °C fir eine Stunde. Anschlieend wurde der pH-Wert der Probe Uberprift und mit 1 M
Citronensdure auf einen Wert von 3 eingestellt. Die wassrige Phase wurde drei Mal mit je 1 ml
Diethylether ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3
vereinigt und zwischendurch mittels Druckluft eingeengt. Der Riickstand wurde anschlieBend in

Acetonitril gelost, fiir 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und in HPLC-Probengefal3e liberfihrt.

3.2 EXTRAKTION NACH BLIGH UND DYER

Es handelt sich bei dieser von Bligh und Dyer entwickelten Methode um eine Flissig-flUssig
Extraktion, die der schnellen Extraktion und Aufreinigung aller Lipide aus verschiedenem
Probenmaterial dient (Bligh und Dyer 1959).

Blatter von A. thaliana wurden geerntet und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Mit Hilfe
eines Morsers wurde das Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff homogenisiert. Zur Aufarbeitung
wurden 5g Pflanzenmaterial in ein 50 ml Réhrchen eingewogen. AnschlieRend wurden 20 ml
Methanol und 8 ml Chloroform hinzugefiigt und der Ansatz sofort durchmischt und fir 5 min im
Ultraschallbad inkubiert. Durch die Mischung von Methanol, Chloroform und dem wassrigen
Pflanzenmaterial entsteht ein Ein-Phasen-System mit dem sowohl polare als auch unpolare Lipide
extrahiert werden. Da die komplexen Lipide oft amphiphil sind, eignet sich dieses Extraktionssystem
sehr gut. Nach dem Zentrifugieren des Extraktes fiir 10 min bei 3000 rpm, wurde der Uberstand
abgenommen und der Rickstand mit 8 ml Chloroform reextrahiert. Nach einem erneuten
Zentrifugations-Schritt wurden die Uberstinde vereinigt und durch Zugabe von 8 ml KCI-Lésung (1M)
ein Zwei-Phasen-System hergestellt. Die organische Phase wurde abgenommen und mit Hilfe eines

Rotationsverdampfers eingeengt. Der Riickstand wurde anschlieBend in 2 ml Chloroform
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aufgenommen. Die Extraktion wurde zweimal mit je 5g Pflanzenmaterial durchgefiihrt, die

gewonnen Extrakte am Ende vereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

4 IN VITRO OXIDATION VERSCHIEDENER FETTSAUREN
4.1 DUNNFILM OXIDATION

Es wurde eine Dinnfilm-Oxidation, d.h. eine durch freie Radikale katalysierte Oxidation mit
verschiedenen Fettsauren (18:3, 18:2, 18:1, 9-HO0-18:3 und 13-HOO0-18:3) durchgefihrt.

Hierflr wurden 10 mg der jeweiligen Fettsaure mit 250 pl Diethylether in einem 250 ml Rundkolben
als diinner Film verteilt. Die Inkubation erfolgte anschlieBend fiir ein bis sieben Tage bei
Raumtemperatur und unter Ausschluss von Licht. AnschlieRend wurde der Rickstand im Kolben drei
Mal mit je 500 ul Methanol in ein 15 ml Reaktionsgefal? Gberfiihrt. Nach der Zugabe von 3,5 ml
Wasser und 10 mg Zinnchlorid wurde die Probe 30 Minuten auf Eis inkubiert. Wahrend dieser
Inkubation erfolgte die Reduktion der Peroxide durch das Zinnchlorid. Anschlieend wurde der pH-
Wert der Probe Uberprift und falls nétig mit 1 M Citronensaure auf einen Wert von 3 eingestellt. Die
wassrige Phase wurde zwei Mal mit je 3 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen Phasen
wurden im Reagenzglas vereinigt und mittels Druckluft eingeengt. Der Rickstand wurde mit
Diethylether in ein 1,5 ml HPLC-Vial tUberfiihrt, mittels Druckluft eingedampft und anschlieRend in
200 ul Acetonitril gelost. Somit erhielt man eine Konzentration von 50 mg Ausgangssubstanz pro ml
Losung. Zur Analyse mittels UPLC-MS/MS wurden 10 pl dieser Stocklésung mit internem Standard
(300 ng 15-HEDE, 50 ng [*¥0],-PPE, 250 ng [*¥0],-PPF und 50 ng Sebainsdure) versetzt. Anschliefend
konnte die Menge an Hydroxyfettsduren, Phytoprostanen (18:3) und den Oxidationsfragmenten ONA

und AZA bestimmt werden.

4.2 PHOTOOXIDATION

Die zweite Moglichkeit der in vitro Oxidation von Fettsauren stellt die Oxidation mittels Singulett
Sauerstoff, die sogenannte Photooxidation dar.

Hierfir wurden 10 mg Fettsdure (18:3 bzw. 18:2) in 1 ml Methanol in einem 50 ml Rundkolben
gelost. Es erfolgte die Zugabe von 3 ml Wasser und 0,1 mM Methylenblau. Methylenblau dient bei
dieser Reaktion analog dem Chlorophyll in der Pflanze als Photosensitizer. Durch Licht wird das

Molekil in einen angeregten Zustand versetzt. Wenn es in den urspriinglichen Zustand zurtickfallt,
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wird diese Energie frei und an andere Molekiile weitergegeben. Somit entsteht aus Sauerstoff der
hochreaktive Singulett Sauerstoff.

In einem zweiten Ansatz erfolgte die Zugabe von 0,5 % (w/v) Butylhydroxytoluol (BHT). BHT dient als
Radikalfanger; die Zugabe gewahrleistet so eine reine Photooxidation der Fettsdure. Die Ansatze
wurden fir zwei Stunden unter einer Hochlichtlampe bei 350 umol m? s inkubiert. AnschlieRend
wurde die Oxidationsreaktion durch Zugabe von 10 mg Zinnchlorid gestoppt. Nachdem der Ansatz 30
Minuten reduzieren konnte, wurde der pH-Wert Gberprift und falls nétig mit 1 M Citronensaure auf
einen Wert von 3 eingestellt. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit je 2 ml Diethylether
ausgeschittelt. Die organischen Phasen wurden im Reagenzglas vereinigt und mittels Druckluft
eingeengt. Der Riickstand wurde in 1 ml Methanol gel6st und in ein 1,5 ml HPLC-Vial iberfiihrt. Somit
erhielt man eine Konzentration von 10 mg Ausgangssubstanz pro ml Losung. Zur Analyse mittels
UPLC-MS/MS wurden 10 pl dieser Stocklésung mit internem Standard (300 ng 15-HEDE und 50 ng
Sebainsdure) versetzt. AnschlieBend konnte die Menge an Hydroxyfettsduren und den

Oxidationsfragmenten ONA und AZA bestimmt werden.

5 LIPIDANALYTIK
5.1 LIPIDANALYSE MITTELS HPLC-MS/MS

Die chromatographische Auftrennung der Proben erfolgte an einem Acquity-UPLC™-System der
Firma Waters. Fir die verschiedenen Lipidklassen wurden geeignete Auftrennungsmethoden
entwickelt bzw. von anderen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe entwickelte Verfahren Gbernommen.
Hierbei wurde mit unterschiedlichen Saulen, Losemitteln und Gradienten gearbeitet. Die Methoden
sind im folgenden Abschnitt aufgelistet.

Da es sich bei fast allen Proben um Rohextrakte handelt, wurde zum Schutz der jeweiligen Saule ein
0,2 um Partikelfilter und eine entsprechende Vorsdule (Acquity BEH C18 VanGuard, 2,1 x 5 mm,

1,7 um bzw. Acquity BEH C8 VanGuard, 2,1 x5 mm, 1,7 um) vorgeschaltet.

5.1.1 HPLC METHODEN

Galactolipide
Zur chromatographischen Auftrennung der Galactolipide wurde eine Acquity UPLC BEH C8 Saule mit
einem Durchmesser von 2,1 mm, einer Ldnge von 50 mm und einer PartikelgroRe von 1,7 um

verwendet. Die Sdulentemperatur betrug 30 °C. Der Gradient startete mit einem Losemittelverhaltnis
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von 25:75 (v/v) einer 1 mM Ammoniumacetatlésung in Wasser bzw. Methanol fiir eine Minute.
AnschlieBend &nderte sich die Zusammensetzung der Losemittel linear bis 0:100 (v/v) in zehn

Minuten. Es wurde einer Flussrate von 0,3 ml/min verwendet.

Phospholipide

Die chromatographische Auftrennung der Phospholipide erfolgte mit Hilfe einer Acquity UPLC BEH
C18 Saule mit einem Durchmesser von 2,1 mm, einer Lange von 50 mm und einer Partikelgrofie von
1,7 pm. Die Saulentemperatur betrug 40°C. Der lineare Gradient startete mit einem
Losemittelverhiltnis von 25:75 (v/v) einer 1 mM Ammoniumacetatlosung in Wasser bzw. Methanol

bis 0:100 (v/v) in zehn Minuten. Es wurde einer Flussrate von 0,3 ml/min verwendet.

Triglyceride

Die Triglyceride wurden mit Hilfe einer Acquity UPLC BEH C8 Saule (2,1 x 50 mm; 1,7 um)
chromatographisch aufgetrennt. Die Sdulentemperatur betrug 40 °C. Der lineare Gradient startete
mit einem Losemittelverhaltnis von 10:90 (v/v) einer 1 mM Ammoniumacetatlésung in Wasser bzw.

Methanol bis 0:100 (v/v) in zehn Minuten. Es wurde einer Flussrate von 0,3 ml/min verwendet.

Hydroxyfettsauren

Die chromatographische Auftrennung der Hydroxyfettsauren erfolgte mit Hilfe einer Acquity UPLC
BEH C18 Saule (2,1 x 50 mm; 1,7 um). Die Saulentemperatur betrug 40 °C. Als Laufmittel wurden
Wasser (1 mM Ammoniumacetat) und Acetonitril verwendet. Der lineare Gradient startete mit
einem Ldsemittelverhaltnis von 65:35 (v/v) bis 30:70 (v/v) in sechs Minuten. Es wurde einer Flussrate

von 0,25 ml/min verwendet.

Azelainsdure

Fiir Azelainsdure und andere kurzkettige oxidierte Fettsdauren erfolgte die chromatographische
Auftrennung an einer Acquity UPLC BEH C18 Saule (2,1 x 50 mm; 1,7 um). Die Saulentemperatur
betrug 40 °C. Als Laufmittel wurden Wasser (0,1 % Essigsaure) und Methanol (0,1 % Essigsaure)
verwendet. Der lineare Gradient startete mit einem L&ésemittelverhéltnis von 95:5 (v/v) bis 0:100

(v/v) in zehn Minuten. Es wurde einer Flussrate von 0,25 ml/min verwendet.

Jasmonate
Die Auftrennung der Jasmonate erfolgte an einer Acquity UPLC BEH C18 S&ule (2,1 x 30 mm; 1,7 um).

Die Sadulentemperatur betrug 30 °C. Als Laufmittel wurden Wasser (1 mM Ammoniumacetat) und
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Acetonitril verwendet. Der lineare Gradient startet mit einem Lésemittelverhiltnis von 95:5 (v/v) bis

40:60 (v/v) in drei Minuten. Es wurde eine Flussrate von 0,3 ml/min verwendet.

5.1.2 MS METHODEN

Die Detektion der chromatographisch aufgetrennten Analyten erfolgte an einem Quattro Premier
Triple Quadrupol Massenspektrometer der Firma Waters. Hierbei erfolgte eine Elektrospray-
lonisierung sowohl im negativen (ESI') als auch im positiven (ESI*) Modus. Als Desolvatisierungs- und
Konusgas wurde Stickstoff verwendet. Die Detektion der Analyten erfolgte im ,multiple reaction
monitoring” (MRM) Modus. Im MRM-Modus werden zunichst die gewlinschten Molekil-lonen
(,Parent“-lonen) anhand ihres Masse/Ladungs-Verhiltnisses (m/z) im ersten Quadrupol des
Massenspektrometers selektiert. In der Kollisionszelle werden diese lonen anschlielend durch
Reaktion mit Argon fragmentiert. Im dritten Quadrupol werden in diesem Modus ausschlielich die
spezifischen Fragmente isoliert und im Detektor registriert. Somit ist ein sehr selektiver und
spezifischer Nachweis der einzelnen Analyten moglich. Fir die verschiedenen Lipidklassen wurden
unterschiedliche Gerateparameter gewahlt. Die wesentlichen Einstellungen, ebenso wie die

spezifischen Massentiibergange der einzelnen Analyten sind im Folgenden aufgelistet.

Galactolipide

Die Detektion der Verbindungen erfolgte im negativen Elektrospray-Modus (ESI-). Die
Kapillarspannung betrug 2,23 kV und die Konusspannung 40 V. Die Quellentemperatur wurde auf
120 °C eingestellt. Zur Desolvatisierung wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 850 I/h und einer
Temperatur von 450 °C sowie zusatzlich Stickstoff als Konusgas mit einem Fluss von 50I/h

verwendet.

Tabelle V-1: Spezifische Massenlibergange (m/z) der MGDG Molekiil- und Fragmentionen und die verwendeten
Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lonen Kollisionsenergie

[M-H] [FSI (V)

MGDG-18:0-18:0 (IS) 785,6 283,3 26
MGDG-18:3-16:3 745,5 277,2 249,2 26
MGDG-18:3-18:3 773,5 277,2 26
MGDG-18:3-265 761,5 277,2 265,2 26
MGDG-16:3-293 761,5 249,2 293,2 26
MGDG-18:3-293 789,5 277,2 293,2 26




V METHODEN 79

MGDG-293-265 777,5 293,2 265,2 26
MGDG-293-293 805,5 293,2 26
MGDG-16:3-171 639,4 249,2 171,1 26
MGDG-18:3-171 667,4 277,2 171,1 26
MGDG-18:3-143 639,4 277,2 143,1 26
MGDG-16:3-187 655,4 249,2 187,1 26
MGDG-18:3-187 683,4 277,2 187,1 26
MGDG-18:3-159 655,4 277,2 159,1 26
MGDG-171-171 561,3 171,1 26
MGDG-171-143 533,3 171,1 143,1 26
MGDG-187-187 593,3 187,1 26
MGDG-187-159 565,3 187,1 159,1 26
Arabidopsid A 773,5 291,2 263,2 26
Arabidopsid B 801,5 291,2 26
Arabidopsid E 1047,5 291,2 26
Arabidopsid G 1075,5 291,2 26
MGDG-18:3-263 759,5 277,2 263,2 26
MGDG-16:3-291 759,5 249,2 291,2 26
MGDG-18:3-291 787,5 277,2 291,2 26
MGDG-18:3-281 777,5 277,2 281,2 26
MGDG-16:3-309 777,5 249,2 309,2 26
MGDG-18:3-309 805,5 277,2 309,2 26

Tabelle V-2: Spezifische Massenibergange (m/z) der DGDG Molekiil- und Fragmentionen und die verwendeten
Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lonen Kollisionsenergie

[M-H] [FSI (V)

DGDG-18:0-18:0 (IS) 947,7 283,3 26
DGDG-18:3-16:3 907,5 277,2 249,2 26
DGDG-18:3-18:3 935,6 277,2 26
DGDG-18:3-265 923,5 277,2 265,2 26
DGDG-16:3-293 923,5 249,2 293,2 26
DGDG-18:3-293 951,6 277,2 293,2 26
DGDG-293-265 939,5 293,2 265,2 26
DGDG-293-293 967,6 293,2 26
DGDG-16:3-171 801,4 249,2 171,1 26
DGDG-18:3-171 829,5 277,2 171,1 26
DGDG-18:3-143 801,4 277,2 143,1 26
DGDG-16:3-187 817,4 249,2 187,1 26
DGDG-18:3-187 845,5 277,2 187,1 26
DGDG-18:3-159 817,4 277,2 159,1 26
DGDG-171-171 723,3 171,1 26
DGDG-171-143 695,3 171,1 143,1 26
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DGDG-187-187 755,3 187,1 26
DGDG-187-159 727,3 187,1 159,1 26
Arabidopsid C 935,5 291,2 263,2 26
Arabidopsid D 963,5 291,2 26
DGDG-18:3-291 949,6 277,2 291,2 26
DGDG-18:3-263 921,5 277,2 263,2 26
DGDG-16:3-291 921,5 249,2 291,2 26
DGDG-18:3-309 967,6 277,2 309,2 26
DGDG-18:3-281 939,5 277,2 281,2 26
DGDG-16:3-309 939,5 249,2 309,2 26

Phospholipide

Die Detektion der Verbindungen erfolgte im negativen (PG, PI, PS, PC) bzw. im positiven (PE)
Elektrospray-Modus (ESI- bzw. ESI+). Die Kapillarspannung betrug 3,25 kV und die Konusspannung
40 V. Die Quellentemperatur wurde auf 120 °C eingestellt. Zur Desolvatisierung wurde Stickstoff mit
einer Flussrate von 800 I/h und einer Temperatur von 400 °C sowie zuséatzlich Stickstoff als Konusgas

mit einem Fluss von 50 I/h verwendet.

Tabelle V-3: Spezifische Masseniiberginge (m/z) der Phospholipid Molekil- und Fragmentionen und die
verwendeten Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lonen Kollisionsenergie
[M - H] [FSI (V)
17:0-17:0-PG (IS) 749,5 269,0 40
PG-18:3-16:1 741,5 277,2 253,2 40
PG-293-16:1 757,5 293,2 253,2 40
PG-18:3-16:0 743,5 277,2 255,2 40
PG-293-16:0 759,5 293,2 255,2 40
16:0-16:0-PI (IS) 809,5 255,0 42
PI1-18:3-16:0 831,5 277,2 255,2 42
PI1-293-16:0 847,5 293,2 255,2 42
17:0-17:0-PS (IS) 762,5 269,0 42
PS-18:3-16:0 756,5 277,2 255,2 42
PS-293-16:0 772,5 293,2 255,2 42
Molekiil-lon Fragment-lonen Kollisionsenergie
[M+AcOT [FSI (V)
17:0-17:0-PC (IS) 820,5 269,0 26
PC-18:3-18:2 778,5 277,2 279,2 26
PC-293-18:2 794,5 293,2 279,2 26
PC-18:3-293 792,5 277,2 293,2 26
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PC-18:3-16:0 754,5 277,2 255,2 26
PC-293-16:0 770,5 293,2 255,2 26
Molekiil-lon Fragment-lon Kollisionsenergie
[M+H] [M+H]" - [P - EA] (V)
18:0-18:0-PE (IS) 748,5 607,5 22
PE-18:3-16:0 714,5 573,5 22
PE-293-16:0 730,5 589,5 22
Triglyceride

Die Detektion der Verbindungen erfolgte im positiven Elektrospray-Modus (ESI+). Die
Kapillarspannung betrug 3 kV und die Konusspannung 10 V. Die Quellentemperatur wurde auf 120 °C
eingestellt. Zur Desolvatisierung wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 800I/h und einer
Temperatur von 450 °C sowie zusatzlich Stickstoff als Konusgas mit einem Fluss von 50 I/h

verwendet.

Tabelle V-4: Spezifische Masseniberginge (m/z) der Triglycerid Molekil- und Fragmentionen und die
verwendeten Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lonen Kollisionsenergie
[M+NH4'T [M+NH,"]" -[FS-NH,] (V)
TG-10:0-10:0-10:0 (IS) 572,4 383,3 25
TG-18:3-18:3-18:3 890,7 595,4 25
TG-18:3-18:3-293 906,7 611,5 595,5 25
TG-18:3-293-293 922,7 627,5 611,5 25
TG-293-293-293 938,7 627,5 25
TG-18:3-18:3-18:2 892,7 597,5 595,5 25
TG-18:3-293-18:2 908,7 613,5 597,5 611,5 25
TG-293-293-18:2 924,7 613,5 627,5 25
TG-16:0-18:3-18:2 870,8 597,5 575,5 573,5 25
TG-16:0-293-18:2 886,7 613,4 575,5 589,4 25
TG-16:0-18:3-18:3 868,7 595,4 573,4 25
TG-16:0-18:3-293 884,7 611,5 589,5 573,4 25
TG-16:0-293-293 900,7 627,5 589,5 25

Hydroxyfettsauren
Die Detektion der Verbindungen erfolgte im negativen Elektrospray-Modus (ESI-). Die
Kapillarspannung betrug 3 kV und die Konusspannung 26 V. Die Quellentemperatur wurde auf 120 °C

eingestellt. Zur Desolvatisierung wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 800I/h und einer
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Temperatur von 350 °C sowie zusatzlich Stickstoff als Konusgas mit einem Fluss von 50I/h

verwendet.

Tabelle V-5: Spezifische Massenubergange (m/z) der HOTE und HODE Molekil- und Fragmentionen und die
verwendeten Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lon Kollisionsenergie
[M-H] [FSI (V)
15-HEDE (IS) 323,1 223 20
9-HOTE 293,1 171 20
10-HOTE 293,1 155 20
12-HOTE 293,1 211 20
13-HOTE 293,1 195 20
15-HOTE 293,1 223 20
16-HOTE 293,1 235 20
9-HODE 295,1 171 20
10-HODE 295,1 155 20
12-HODE 295,1 211 20
13-HODE 295,1 195 20

Azelainsdure

Die Detektion der Verbindungen erfolgte im negativen Elektrospray-Modus (ESI-). Die
Kapillarspannung betrug 3,25 kV und die Konusspannung 20 V. Die Quellentemperatur wurde auf
120 °C eingestellt. Zur Desolvatisierung wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 800 I/h und einer
Temperatur von 420 °C sowie zusatzlich Stickstoff als Konusgas mit einem Fluss von 50I/h

verwendet.

Tabelle V-6: Spezifische Massenilibergange (m/z) der AZA Molekil- und Fragmentionen und die verwendeten
Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lon Kollisionsenergie
[M-H] [FSI (V)
Sebainsdure (IS) 201 139 14
AZA 187 125 14
ONA 171 127 12
PIM 159 97 14
OHA 143 125 12
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Jasmonate

Die Detektion der Verbindungen erfolgte im negativen Elektrospray-Modus (ESI-). Die
Kapillarspannung betrug 3 kV und die Konusspannung 20 V. Die Quellentemperatur wurde auf 120 °C
eingestellt. Zur Desolvatisierung wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 800I/h und einer
Temperatur von 400 °C sowie zusatzlich Stickstoff als Konusgas mit einem Fluss von 50 I/h

verwendet.

Tabelle V-7: Spezifische Massenibergiange (m/z) der Jasmonat Molekil- und Fragmentionen und die
verwendeten Kollisionsenergien.

Molekiil-lon Fragment-lon Kollisionsenergie
[M - H] [FSI (V)
dihydro-JA (1S) 211 59 17
JA 209 59 17
OPDA 291 165 26

5.1.3 QUANTIFIZIERUNG DER ANALYTEN

Die Detektion der Analyten erfolgte im , multiple reaction monitoring” (MRM) Modus. Bei diesem
Modus werden zundchst die gewilinschten Molekil-lonen (,Parent“-lonen) anhand ihres
Masse/Ladungs-Verhéltnisses (m/z) im ersten Quadrupol des Massenspektrometers selektiert. In der
Kollisionszelle werden diese lonen anschlieBend durch Reaktion mit Argon fragmentiert. Im dritten
Quadrupol werden ausschlieBlich die spezifischen Fragmente isoliert und im Detektor registriert.
Somit ist ein differenzierter Nachweis der einzelnen Analyten moglich.

Eine Quantifizierung der Analyten erfolgte durch Flachenvergleich (AUC) der Analyten mit dem
entsprechenden internen Standard. Die Integration der Peaks erfolgte durch die Software QuanLynx
(Waters) gefolgt von einer manuellen Korrektur. Im Falle der komplexen Lipide wurden anschlieRend

die Flachen beider Fragment-lonen addiert und mit der Flache des internen Standards verrechnet.

Aufgrund der unterschiedlichen Empfindlichkeit des Detektors fiir die einzelnen Analyten im
Vergleich zur Standardverbindung muss jeweils ein eigener Responsefaktor ermittelt werden. Im
Falle der komplexen Lipide war dies aufgrund mangelnder Referenzverbindungen nicht moglich. Fur
die freien Lipide wurden die in Tabelle V-8 hinterlegten Responsefaktoren ermittelt und zur

Quantifizierung verwendet.
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Tabelle V-8: Responsefaktoren zur Quantifizierung der freien Lipide

Responsefaktor
9-HOTE gegen 15-HEDE 1,47
10-HOTE gegen 15-HEDE 4,09
12-HOTE gegen 15-HEDE 2,39
13-HOTE gegen 15-HEDE 1,85
15-HOTE gegen 15-HEDE 0,66
16-HOTE gegen 15-HEDE 2,13
9-HODE gegen 15-HEDE 0,73
10-HODE gegen 15-HEDE 5,12
12-HODE gegen 15-HEDE 34,69
13-HODE gegen 15-HEDE 1,01
AZA gegen Sebainsaure 1,11
9-ONA gegen Sebainsaure 27,04
7-OHA gegen Sebainsaure 1,00
PIM gegen Sebainsaure 1,76
JA gegen dh-JA 1,07
OPDA gegen dh-JA 0,53

5.2 ANALYSE PER DIREKTINFUSION

Zur Bestimmung des Markierungsgrades fand eine Analyse per Direktinfusion mittels UPLC-ESI-MS
statt. Die zu testende Losung wurde direkt mittels Spritzenpumpe dem HPLC-Eluenten zudosiert. Der
Fluss der Spritzenpumpe betrug 25 ul/min bei einem HPLC-Fluss von 200 pl/min mit einer
Zusammensetzung der Eluenten von 50 % Ammoniumacetat(l mM) und 50% Acetonitril. Die
Detektion der Verbindungen erfolgte mit einem Waters Micromass Quattro Premier-
Massenspektrometer im negativen Elektrospray-Modus (ESI -). Die Kapillarspannung betrug 3 kV und
die Konusspannung 20V, die Quellentemperatur wurde auf 120 °C eingestellt. Zur Desolvatisierung
wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 800 I/h und einer Temperatur von 350 °C sowie zuséatzlich
Stickstoff als Konusgas mit einem Fluss von 50 I/h verwendet. Detektiert wurden negativ geladene
lonen im Fullscan-Modus in einem Masse/Ladungs-Bereich von m/z 100 — 400 bei einer Scan-Rate

von 0,5 Scans/s. Eine Quantifizierung erfolgte relativ durch Flachenvergleich (AUC) der Analyten.



V METHODEN 85

5.3 LIPIDANALYSE MITTELS UPLC-QTOF

5.3.1 HPLC METHODE

Zur chromatographischen Auftrennung wurde eine Acquity UPLC BEH C18 Saule mit einem
Durchmesser von 2,1 mm, einer Ladnge von 100 mm und einer PartikelgrofRe von 1,7 um verwendet.
Die Saulentemperatur betrug 60 °C. Der Gradient startete mit einem Lésemittelverhaltnis von 70:30
(v/v) einer 10mM Ammoniumacetatlésung in  Wasser/Acetonitril  40:60 (v/v) bzw.
Acetonitril/Isopropanol 10:90 (v/v). AnschlieBend dnderte sich die Zusammensetzung der Losemittel

linear bis 1:99 (v/v) in zehn Minuten. Es wurde einer Flussrate von 0,3 ml/min verwendet.

5.3.2 MS METHODE

Die Detektion der chromatographisch aufgetrennten Analyten erfolgte an einem Flugzeit
Massenspektrometer der Firma Waters (SYNAPT HDMS G2). Hierbei erfolgte eine Elektrospray-
lonisierung sowohl im negativen (ESI) als auch im positiven (ESI") Modus. Die Kapillarspannung
betrug 0,8kV, die Quellenspannung 25V, die Quellentemperatur 120°C, die
Desolvatationstemperatur 400 °C und der Desolvationsgasfluss lag bei 800 I/h. Spektren wurden im
Breitbandmodus erworben und das Massenspektrometer wurde extern mit Hilfe von
Natriumformiatclustern (0,5 mM) innerhalb des benétigten Massenbereiches (50-2000 Da) im
Sensitivitats-Modus kalibriert. Der Massenfehler der erhaltenen Peaks war somit stets kleiner als
1 ppm. Wahrend der Messung fand eine interne Kalibrierung mittels externer lonisierungs-Quelle
(LockSpray) statt. Bei der Referenzkomponente handelte es sich um Leucin-Enkephalin (LeuEnk) bei
einer Konzentration von 2 ng/ul. Die lonen-Intensitat von LeuEnk wurde alle 30 s unter Verwendung
eines Baffles gemessen und die Massengenauigkeit automatisch korrigiert.

Das Massenspektrometer wurde in zwei Modi simultan betatigt: (1) im MS-Modus, der auch als Low-
Energy-Funktion (LE) bezeichnet wird, und (2) im MSe-Modus, der auch High-Energy-Funktion (HE)
genannt wird. Im MS-Modus wurde eine Kollisionsenergie von 4 V verwendet, wohingegen diese im
MSe-Modus in einem Ramping von 15 bis zu 35 V anstieg. Dies ermoglichte die Fragmentierung der
Analyten im MSe-Modus. In beiden Modi wurde Argon innerhalb der Kollisions-Zelle verwendet. Der
Scan erfolgte alle 0,15 s im Fall beider Modi und die Massenspektren wurden im Kontinuum-Modus
aufgenommen.

Zur Bedienung des LC-MS-Systems und zum Erhalt der Daten diente das Programm MassLynx 4.1

(Waters). Die Daten-Interpretation erfolgte unter Verwendung einiger kommerziell verfligbarer
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Programme von Waters (MSe-Data-Viewer, Chromalynx) sowie einiger, auf Excel basierender, selbst-

entwickelter Programme.

6 BERECHNUNGEN ZUM OXIDATIONSMECHANISMUS

Nach Quanitfizierung der einzelnen Hydroxyfettsdurespezies wurde der zugrunde liegende
Oxidationmechanismus berechnet. Grundlage hierzu war das Verteilungsmuster der einzelnen
Hydroxyfettsauren nach radikalischer Oxidation bzw. nach Photooxidation (Frankel 1998). Die

Berechnungen wurden nach dem in Tabelle V-9 hinterlegten Schema durchgefiihrt.

Bei der Oxidation von 18:3 durch Singulett-Sauerstoff entstehen sechs HOTE-Isomere in gleichen
Mengen (9-, 10-, 12-, 13-, 15- und 16-HOTE), da der Angriff an jeder Position einer Doppelbindung
gleichberechtigt erfolgt. Die radikalische Oxidation von 18:3 liefert die Produkte 9-, 12-, 13- und 16-
HOTE mit ungleicher Verteilung: 9-HOTE 30,6 %, 12-HOTE 10,1 %, 13-HOTE 10,8 % und 16-HOTE
48,6 %.

Zuerst erfolgte die Kalkulation der Summe an HOTE, die durch Singulett Sauerstoff Oxidation
entstehen. Hierzu wurde die Menge an 15-HOTE (entsteht ausschlieRlich durch Singulett Sauerstoff)
mit dem Faktor 6 multipliziert. Der Faktor 6 ergibt sich, da bei der Photooxidation alle sechs HOTE-
Spezies in gleichen Mengen entstehen.

16-HOTE kann ausschlielRlich durch einen Radikal-katalysierten Mechanismus generiert werden. Die
Menge dieses Isomers wurde zur Berechnung der Summe aller durch Radikale entstanden HOTE
herangezogen. Zunadchst muss der Singulett Sauerstoff Anteil subtrahiert werden (16-HOTE - 15-
HOTE), danach wird mit dem Faktor 2,05 multipliziert. Der Faktor 2,05 ergibt sich aus dem Anteil von
16-HOTE an den radikalischen Produkten. Die Daten aus der Literatur belegen, dass 16-HOTE zu
48,6 % in einem radikalischen Ansatz entsteht (100% / 48,6 % = 2,05).

Zur Berechnung der durch 9- bzw. 13-LOX entstanden Mengen erfolgt zuerst die Kalkulation der 9-
bzw. 13-Singulett-Produkte und 9- bzw. 13-Radikal-Produkte. Bei den Singulett-Produkten muss die
kalkulierte Gesamtmenge mit dem Faktor 0,16 (=1/6) multipliziert werden. Die Kalkulation der
radikalischen Produkte erfolgt erneut mit Hilfe der Literaturwerte. 13-LOX entsteht in einem
radikalischen Ansatz zu 10,8 %, daher Faktor 0,108; 9-LOX zu 30,6 %, daher Faktor 0,306.
AnschlieBend kann durch Subtraktion die Menge der 13-LOX bzw. 9-LOX Produkte berechnet werden.
Ein Vergleich der tatsachlich gefundenen Summe an HOTE mit der kalkulierten Summe zeigte, dass

die Berechnung stets sehr reproduzierbar ist.
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Tabelle V-9: Schema zur Berechnung des zugrundeliegenden Oxidationsmechanismus der Hydroxyfettsauren

Singulett total = 15-HOTE *6

Radikal total = (16-HOTE - 15-HOTE)*2,05

13-LOX = 13-HOTE - 13-HOTE (Singulett) - 13-HOTE (Radikal)
9-LOX = 9-HOTE - 9-HOTE (Singulett) - 9-HOTE (Radikal)
13-Singulett = Singulett total *0,16

13-Radikal = Radikal total *0,108

9-Singulett = Singulett total *0,16

9-Radikal = Radikal total *0,306

Summe gefundenen HOTE

Summe kalkulierte HOTE | = Singulett total + Radikal total + 13-LOX + 9-LOX

Singulett (%) = Singulett total / Summe kalkulierte HOTE *100
Radikal (%) = Radikal total / Summe kalkulierte HOTE *100
13-LOX (%) = 13-LOX / Summe kalkulierte HOTE *100

9-LOX (%) = 9-LOX / Summe kalkulierte HOTE *100

7 IDENTITATSNACHWEIS DER VERESTERTEN FETTSAUREFRAGMENTE

Die Detektion der komplexen Lipide im MRM Modus gibt Aufschluss Uber die Masse des
Gesamtmolekils und der einzelnen Acylketten. Hinter den detektierten Massen kdnnen sich
unterschiedliche Verbindungen mit gleichem Masse/Ladungs Verhiltnis verbergen. Um
nachzuweisen, dass es sich bei den oxidierten Galactolipiden tatsachlich um die veresterten
Fettsdaurefragmente ONA, OHA, AZA bzw. PIM handelt, wurden Experimente zum Identitatsnachweis
durchgefihrt.

Aus A. thaliana Pflanzenmaterial wurde ein Bligh und Dyer Extrakt hergestellt (siehe Methoden 3.1).
Da die Galactolipide mit oxidierten Fettsaurefragmenten nur in geringer Menge vorkommen, wurde
der Extrakt in vitro oxidiert, was zu einer starken Akkumulation der oxidierten Galactolipide fiihrte.
Mit diesem oxidierten Ansatz wurden im Anschluss verschiedene Derivatisierungsreaktionen und
eine Hydrolyse der gesammelten Peaks durchgefiihrt, die dem Identitatsnachweis der fragmentierten

Fettsduren dienen sollten.

7.1 OXIDATION DES PFLANZENEXTRAKTS

Von dem zuvor gewonnen Pflanzenextrakt wurden 800 pl (dies entspricht 2 g Ausgangsmaterial)
abgenommen, eingeengt und in 100 ul Methanol gel6st. Nach der Zugabe je einer Spatelspitze

Eisen(ll)-sulfat und Ascorbat, sowie 100 pul Wasser und 100 ul Wasserstoffperoxid erfolgte eine
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Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur. Die Oxidation wurde durch Zugabe von 500 pl einer
Zinnchlorid-Suspension (50 mg/ml) abgestoppt. Nach einer 10-minltigen Inkubationszeit zur
Reduktion, wurde der Ansatz zweimal gegen je 750 pl Chloroform ausgeschiittelt. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, bis zur Trockne eingeengt und in 500 pl Methanol aufgenommen. Mittels

UPLC-MS/MS wurde der Oxidationserfolg Gberprift.

7.2 DERIVATISIERUNG

7.2.1 DERIVATISIERUNG DER ALDEHYDGRUPPEN

Die Derivatisierung der Aldehydgruppe sollte mittels Methoxyamin durchgefiihrt werden. Hierzu
wurden 50 ul der oxidierten Probe eingeengt und anschlieRend in 20 pl einer Methoxyamin-Losung
(1mg/10ul in DMF) geldst. Nach der Inkubation fir 1 h bei 40 °C wurde die Probe mit Hilfe eines
Rotations-Vakuum-Konzentrators bei 60 °C eingeengt, in 50 ul Methanol gel6st, zentrifugiert (10 min,

14.000 rpm) und mittels UPLC-MS/MS analysiert.

7.2.2 METHYLIERUNG DER CARBOXYLGRUPPEN

Trimethylsilyldiazomethan kann als Methylierungsmittel von Carboxylgruppen eingesetzt werden
und stellt aufgrund seiner geringeren Fliichtigkeit eine weniger bedenkliche Alternative im Vergleich
zu Diazomethan dar.

Zur Methylierung wurden 50 pl einer oxidierten Probe mittels Druckluft eingeengt und 40 ul
Trimethylsilyldiazomethan (2 M in Hexan) hinzugefiigt. Nach einer 10-mindtige Inkubation bei Raum-
temperatur, wurde die Probe unter Druckluft zur Trockne eingeengt, in 50 ul Methanol geldst,

zentrifugiert (10 min, 14.000 rpm) und mittels UPLC-MS/MS analysiert.

7.3 AUFREINIGUNG UND HYDROLYSE OXIDIERTER GALACTOLIPIDE

Eine weitere Moglichkeit des Identitdtsnachweises der oxidierten Fettsaurefragmente in Galacto-
lipiden stellte das Auffangen der entsprechenden Peaks mit anschlieRender Hydrolyse und Analyse
der freien Sauren dar.

Hierzu wurde der oxidierte Pflanzenextrakt mittels UPLC aufgetrennt. Zu entsprechender

Retentionszeit wurde das Eluat in einem Probengefall gesammelt. Insgesamt wurde das Eluat aus 10
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HPLC-Laufen vereint und zur Trockne eingedampft. Ein Aliquot wurde mit internem Standard fir
Galactolipide versehen, erneut mittels UPLC-MS/MS vermessen und die Menge an veresterter AZA
und PIM bestimmt. Ein weiteres Aliquot wurde mit Sebainsaure als internem Standard versetzt und
alkalisch hydrolysiert. AnschlieRend wurde die Menge an freier AZA und PIM mittels UPLC-MS/MS

bestimmt.

8 APPLIKATIONSVERSUCHE

Es wurden Applikationsversuche mit freier AZA und deuterierter ONA durchgefiihrt, die Aufschluss
Uber den Verbleib der Sauren in Pflanzen geben sollten. Hierzu wurden sterile A. thaliana Keimlinge
(wie unter Methoden 1.2 beschrieben) des Wildtyps Landsberg erecta (Ler) angezogen. 24 Stunden
vor Applikation der gewiinschten Substanzen wurde das Medium gegen Wasser ausgetauscht. Am
folgenden Tag wurde die freie Sdure AZA bzw. deuterierte ONA appliziert. Die Endkonzentration der
Behandlungssubstanzen betrug 100 uM mit 1 Vol-% Methanol, da die Sduren in Methanol geldst
waren. Die Platten wurden anschlieBend im Klimaschrank auf dem Schittler fiir 1,5 bzw. 24 Stunden
inkubiert. Als Kontrolle wurde zu den Zeitpunkten 0, 1,5 und 24 Stunden Keimlinge geerntet, bei
denen nur der Austausch des Mediums gegen Wasser stattgefunden hat. Zur Ernte wurden die
kompletten Pflanzen mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig aus der Flissigkeit genommen, kurz auf einem
Zellstofftuch abgetropft und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Alle Keimlinge aus den 24
Vertiefungen einer Platte wurden gepoolt und stellten eine Probe dar. Es erfolgte die Extraktion und

Lipidanalyse gemal den zuvor beschriebenen Methoden.

8.1 HERSTELLUNG DEUTERIERTER ONA

Zur Herstellung deuterierter ONA wurden 5 mg ONA in zwei Ansdtzen mit je 2,5 mg umgesetzt.
Hierzu wurden 250 ul einer Stocklésung (10 mg/ml ONA in Methanol) in einem 300 pl
Schraubglasgefall mit konischem Einsatz (HPLC-Vial) bei 60 °C im Rotationsvakuumkonzentrator zur
Trockne eingeengt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 250 pl einer Mischung von deuteriertem
Wasser und Methanol (D,0/CD50D, 1:1, v/v) mit 1 % Natriummethanolat. Der Ansatz wurde sofort
mit Argon begast, das GefaR verschlossen und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe
von 50 pl Essigsdure (100 %) wurde die Umsetzung abgestoppt. AnschlieRend wurde dreimal gegen
250 ul Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen Uberstiande wurden in einem HPLC-Vial vereinigt

und bei 60°C im Vakuumkonzentrator eingeengt. Der Riickstand wurde in 250 pl Methanol
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resuspendiert. Die Ansatze wurden nach dem Vereinigen bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

Die Markierung des Aldehyds beruht darauf, dass ONA zwei Wasserstoffatome am B-C-Atom besitzt,
die bei der Reaktion durch Deuterium ausgetauscht werden kénnen. Folglich kénnen [D1]- und [D2]-
ONA entstehen. Das Verhaltnis von unmarkierter zu ein- bzw. zweifach markierter ONA wurde per
Direktinfusion mit UPLC-MS/MS (Methoden 5.2) bestimmt. Die hergestellte Lésung hatte folgende
Zusammensetzung: 15 Mol-% ONA, 21 Mol-% [D1]-ONA und 64 Mol-% [D2]-ONA.

Der Applikationsversuch lauft in einer wassrigen Losung ab, es kdnnte daher sein, dass es zu einem
Rucktausch der Wasserstoffatome in der deuterierten ONA kommt. Daher wurde die [D]-ONA-
Losung vorab auf Stabilitat in der Versuchsdurchfiihrung getestet. Eine 100 uM [D]-ONA-LOsung
wurde in Wasser mit 1 Vol-% Methanol in einer 24-well-Platte fir 0, 1,5 bzw. 24 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde das Medium per Direktinfusion Uberpriift. Die Zusammensetzung der Losung
unterlag keinen deutlichen Anderungen wiahrend des Versuchszeitraums. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass sich der Markierungsgrad der [D]-ONA-Losung wadhrend des

Applikationsversuches nicht dndert.

9 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE

9.1 FIXIERUNG VON CHLOROPLASTEN IM GEWEBE UND MIKROSKOPIE

Um den Einfluss der Infektion von A. thaliana mit P. syringae zu untersuchen, wurden Chloroplasten
im Gewebe fixiert und anschlieRend mikroskopiert.

Es wurden Blatter einer Kontrollpflanze und der mit Magnesiumsulfat bzw. Pseudomonas infiltrierten
Pflanzen auf ein mit Fixierlosung angefeuchtetes Filterpapier gelegt und mittels Rasierklinge in
mehrere Blattstlickchen (1 mm x 1 mm) zerschnitten. Danach wurden die Blattstlickchen in
Fixierlosung eingelegt und fir 90 min auf Eis inkubiert. Die Fixierldsung enthalt unter anderem
Glutaraldehyd, welches Proteine quervernetzt und damit eine Verhartung der Probe herbeifiihrt. Die
Blattstlickchen wurden anschliellend dreimal je 10 min mit einer Waschlésung und zweimal je 10 min
mit 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Nachfixierung mit
Osmiumtetroxid, welches Lipide fixiert und schwarz farbt fir 2 Stunden.

Nach dreimaligem Waschen mit 0,05 M Cacodylatpuffer folgte eine Entwasserung mit Ethanol nach

folgendem Schema:
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30 % Ethanol

40 % Ethanol

50 % Ethanol

60 % Ethanol

75 % Ethanol

90 % Ethanol

100 % Ethanol

100 % Ethanol

100 % Propylenoxid
100 % Propylenoxid

15 min
15 min
90 min
30 min
30 min

60 min

Uber Nacht

60 min
60 min
60 min

Die anschlieRende Einbettung in Spurr wurde freundlicherweise von Frau Daniela Bunsen und Frau

Claudia Gehrig, technische Assistentinnen von Herrn Prof. Dr. Krohne (Lehrstuhl fir Zell- und

Entwicklungsbiologie, Universitat Wiirzburg), nach folgendem Prinzip Glbernommen:

25 % Spurr/ 75 % Propylenoxid
50 % Spurr/ 50 % Propylenoxid
75 % Spurr/ 25 % Propylenoxid
100 % Spurr
100 % Spurr

6h
Uber Nacht
8h
Uber Nacht

4h

Die Polymerisation erfolgte innerhalb von 48 h bei 60 °C im Warmeschrank. Mittels Diamantmesser

(Ultramikrotom MT-7000, RMC) wurden mehrere Ultradiinnschnitte (ca. 60-90 nm) angefertigt, auf

Kupfernetze (75 Mash) (bertragen, kontrastiert und mikroskopiert. Damit die Schnitte auf den

Netzchen haften konnten, musste vor dem Auflegen der Schnitte ein Film einer 0,4 %igen

Pioloformlésung in Chloroform aufgebracht werden. Zur Kontrastierung wurden die Kupfernetze fir

15-20 min mit einer methanolischen 2 %igen Uranylacetatlésung sowie fiir 10 min mit Reynolds-

Bleicitratlosung (Reynolds 1963) behandelt und abschlieRend mit destilliertem Wasser gespdilt. Durch

diese Behandlung erfolgt eine Negativkontrastierung, bei der Schwermetallsalze das Objekt

umgeben, Elektronen absorbieren und dadurch das Objekt heller erscheinen lassen. Die Praparate

wurden dann am Transmissionselektronenmikroskop EM 900 (Zeiss) bei einer Beschleunigungs-

spannung von 80 kV betrachtet und die belichteten Filme vom institutseigenen Fotolabor entwickelt.
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Tabelle VII-1: Ubersicht der Galactolipidspiegel im Wildtyp Col0. In der Tabelle sind die Mittelwerte der
einzelnen Spezies mit Standardabweichung (n=3) unter basalen Bedingungen und 24
Stunden nach Pathogenbehandlung angegeben. Weiterhin wurde der Anstieg und
Oxidationsgrad berechnet.

Col0 (I.:::)/J; (L;?::,/J; Anstieg | Oxidationsgrad | Oxidationsgrad
basal 24h Pst basal Pst
MW | STABW [ MW | STABW | (x-fach) (%) (%)
MGDG-18:3-18:3 | 3543,9 | 131,1 | 6169,9 | 506,6 1,7
MGDG-18:3-16:3 | 4673,1 | 462,2 | 9080,5 | 868,2 1,9
DGDG-18:3-18:3 | 4636,4 | 369,1 |5303,9 | 174,1 1,1
DGDG-18:3-16:3 | 620,7 18,2 952,8 | 126,4 1,5
MGDG-18:3-265 | 221,6 35,2 274,1 44,3 1,2 4,5 2,9
MGDG-16:3-293 | 206,9 26,3 312,3 54,1 1,5 4,2 3,3
MGDG-18:3-293 39,8 2,7 71,0 7,7 1,8 1,1 1,1
DGDG-18:3-293 | 294,6 32,1 243,0 50,9 0,8 6,0 4,4
DGDG-18:3-265 15,5 0,5 20,1 8,2 1,3 2,4 2,1
DGDG-16:3-293 14,7 0,5 18,5 7,6 1,3 2,3 1,9
MGDG-293-265 8,3 2,0 72,0 16,6 8,6 0,2 0,8
MGDG-293-293 3,5 1,0 27,8 9,4 8,0 0,1 0,4
DGDG-293-265 n.d. n.d. 8,4 4,3 0,9
DGDG-293-293 8,9 1,2 60,2 18,8 6,8 0,2 1,1
MGDG-18:3-143 2,9 0,8 5,5 1,2 1,9 0,1 0,1
MGDG-16:3-171 22,9 3,3 28,6 4,8 1,2 0,5 0,3
MGDG-16:3-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-18:3-171 12,6 3,1 26,6 5,2 2,1 0,4 0,4
MGDG-18:3-159 5,3 1,6 10,2 1,4 1,9 0,1 0,1
MGDG-16:3-187 1,2 0,3 2,2 0,2 1,8 0,03 0,02
MGDG-18:3-187 1,9 0,3 4,7 0,7 2,4 0,04 0,1
MGDG-16:3-159 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-18:3-171 26,3 9,1 26,9 2,4 1,0 0,6 0,5
DGDG-18:3-143 2,7 0,6 3,1 0,3 1,1 0,4 0,3
DGDG-16:3-171 9,3 2,0 6,9 1,3 0,7 1,5 0,7
DGDG-16:3-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-18:3-187 1,2 0,5 1,5 0,7 1,3 0,03 0,03
DGDG-18:3-159 12,6 2,1 15,3 1,2 1,2 2,0 1,6
DGDG-16:3-187 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-16:3-159 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-171-171 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-171-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-171-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-187-187 n.d. n.d. n.d. n.d.
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MGDG-187-159 n.d. n.d. n.d. n.d.

MGDG-187-159 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-171-171 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-171-143 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-171-143 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-187-187 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-187-159 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-187-159 n.d. n.d. n.d. n.d.

Arabidopsid A 44,2 8,1 1876,4 | 510,8 42,5 0,9 17,1
Arabidopsid B 8,3 1,0 945,8 339,4 114,4 0,2 13,3
Arabidopsid C n.d. n.d. 143,3 45,5 13,1
Arabidopsid D 3,8 1,0 145,7 53,4 38,3 0,1 2,7
Arabidopsid E 21,1 4,1 1466,3 | 309,5 69,4 0,5 13,9
Arabidopsid G 12,8 5,8 1048,5 | 267,7 82,0 0,4 14,5
MGDG-18:3-263 2,2 0,2 56,2 29,0 25,7 0,05 0,6
MGDG-16:3-291 4,8 0,4 168,2 84,2 35,3 0,1 1,8
MGDG-18:3-291 51 0,9 108,6 58,6 21,3 0,1 1,7
DGDG-18:3-291 2,5 1,3 70,9 55,4 28,8 0,1 1,3
DGDG-18:3-263 n.d. n.d. 11,7 5,7 1,2
DGDG-16:3-291 n.d. n.d. 18,0 15,7 1,9
MGDG-18:3-281 2,2 0,7 26,2 17,5 11,7 0,05 0,3
MGDG-16:3-309 3,6 1,0 74,0 41,3 20,4 0,1 0,8
MGDG-18:3-309 2,6 0,2 23,7 13,4 9,0 0,1 0,4
DGDG-18:3-309 n.d. n.d. 8,7 1,4 0,2
DGDG-18:3-281 n.d. n.d. n.d. n.d.

DGDG-16:3-309 n.d. n.d. 2,5 1,5 0,3
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Tabelle VII-2: Ubersicht der Galactolipidspiegel in der Mutante lox2-1. In der Tabelle sind die
Mittelwerte der einzelnen Spezies mit Standardabweichung (n=3) unter basalen
Bedingungen und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung angegeben. Weiterhin wurde der
Anstieg und Oxidationsgrad berechnet.

lox2-1 :'rl"::lll-/r:) :'rl"::lll-/r:) Anstieg | Oxidationsgrad | Oxidationsgrad
basal 24h Pst basal Pst
MW | STABW MW | STABW | (x-fach) (%) (%)
MGDG-18:3-18:3 | 4143,9 | 175,2 | 8160,5 | 928,2 2,0
MGDG-18:3-16:3 | 5612,4 | 313,8 | 11271,2 | 728,3 2,0
DGDG-18:3-18:3 | 4068,1 | 222,9 | 60459 | 411,1 1,5
DGDG-18:3-16:3 | 557,5 33,6 1126,7 171,4 2,0
MGDG-18:3-265 | 264,5 12,6 293,2 10,0 1,1 4,5 2,5
MGDG-16:3-293 | 266,4 22,7 286,0 29,2 1,1 4,5 2,5
MGDG-18:3-293 50,8 2,9 81,1 11,0 1,6 1,2 1,0
DGDG-18:3-293 | 297,2 34,7 273,1 71,6 0,9 6,8 4,3
DGDG-18:3-265 20,9 2,3 35,0 10,7 1,7 3,6 3,0
DGDG-16:3-293 16,1 0,7 34,3 6,1 2,1 2,8 3,0
MGDG-293-265 8,0 1,6 21,8 2,0 2,7 0,1 0,2
MGDG-293-293 3,7 0,7 13,9 0,5 3,8 0,1 0,2
DGDG-293-265 n.d. n.d. 3,5 1,3 0,3
DGDG-293-293 9,3 1,6 27,9 7,1 3,0 0,2 0,5
MGDG-18:3-143 2,5 0,5 5,8 1,2 2,3 0,0 0,1
MGDG-16:3-171 19,6 1,9 27,1 3,9 1,4 0,3 0,2
MGDG-16:3-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-18:3-171 11,2 1,7 31,4 3,6 2,8 0,3 0,4
MGDG-18:3-159 4,3 0,5 11,1 0,3 2,6 0,1 0,1
MGDG-16:3-187 1,3 0,3 2,1 1,2 1,5 0,02 0,02
MGDG-18:3-187 1,7 0,0 3,3 0,6 1,9 0,04 0,0
MGDG-16:3-159 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-18:3-171 22,1 2,5 32,2 5,6 1,5 0,5 0,5
DGDG-18:3-143 3,1 0,4 3,6 0,9 1,2 0,5 0,3
DGDG-16:3-171 10,3 0,5 9,3 0,6 0,9 1,8 0,8
DGDG-16:3-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-18:3-187 0,7 0,1 1,5 0,5 2,2 0,02 0,02
DGDG-18:3-159 11,6 1,9 16,8 3,8 1,4 2,0 1,5
DGDG-16:3-187 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-16:3-159 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-171-171 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-171-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-171-143 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-187-187 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-187-159 n.d. n.d. n.d. n.d.
MGDG-187-159 n.d. n.d. n.d. n.d.
DGDG-171-171 n.d. n.d. n.d. n.d.
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DGDG-171-143
DGDG-171-143
DGDG-187-187
DGDG-187-159
DGDG-187-159
Arabidopsid A
Arabidopsid B
Arabidopsid C
Arabidopsid D
Arabidopsid E
Arabidopsid G
MGDG-18:3-263
MGDG-16:3-291
MGDG-18:3-291
DGDG-18:3-291
DGDG-18:3-263
DGDG-16:3-291
MGDG-18:3-281
MGDG-16:3-309
MGDG-18:3-309
DGDG-18:3-309
DGDG-18:3-281
DGDG-16:3-309

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

1,7
2,0
0,8

n.d.
n.d.
n.d.

1,0

n.d.

1,8

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

0,1
0,2
0,7

n.d.
n.d.
n.d.

0,9

n.d.

0,2

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
15,0
18,1
10,1
n.d.
n.d.
n.d.
14,6
20,9
17,6
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2,1
4,2
2,7

n.d.
n.d.
n.d.

4,1
2,5
5,5

n.d.
n.d.
n.d.

8,6
8,9
12,7

14,9

9,6

0,03
0,04
0,02

0,02

0,04

0,1
0,2
0,1

0,1
0,2
0,2
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Tabelle VII-3: Ubersicht der Spiegel der analysierten Phospholipide bzw. Triglyceride im Wildtyp ColO. In
der Tabelle sind die Mittelwerte der einzelnen Spezies mit Standardabweichung (n=3)
unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung angegeben.
Weiterhin wurde der Anstieg und Oxidationsgrad berechnet.

Col0 (I.:::i/J; :.r:’r):ill./r:) Anstieg | Oxidationsgrad | Oxidationsgrad
basal 24h Pst basal Pst
MW | STABW | MW | STABW | (x-fach) (%) (%)
18:3-18:3-PC 2144,8 | 188,6 | 1524,5| 251,6 0,7
18:3-18:2-PC 697,3 117,2 455,4 64,6 0,7
18:3-16:0-PC 469,7 53,9 220,9 24,1 0,5
18:3-16:0-PE 600,9 65,6 | 1223,4| 108,8 2,0
18:3-16:0-PS 461,4 | 109,6 | 670,6 | 146,9 1,5
18:3-16:1-PG 5760,6 | 1036,3 | 6583,5 | 794,2 1,1
18:3-16:0-PG 5405,1 | 817,3 | 8045,9 | 1472,7 1,5
293-16:1-PG 33,3 7,4 136,9 18,8 4,1 0,6 2,1
293-16:0-PG 42,4 9,4 220,9 30,3 5,2 0,8 2,7
18:3-16:0-PI 1193,0 [ 190,9 | 2475,0 | 484,1 2,1
293-16:0-PI 15,3 3,2 121,5 18,5 7,9 1,3 4,7
TG-18:3-18:3-18:3 | 177,8 19,1 1714,9 | 424,3 9,6
TG-18:3-18:3-18:2 | 289,5 37,2 |1976,8 | 416,9 6,8
TG-16:0-18:3-18:3 | 32,6 4,4 366,9 | 105,1 11,3
TG-16:0-18:3-18:2 | 113,5 15,7 | 1152,8 | 379,5 10,2
TG-18:3-18:3-293 0,5 0,1 222,6 97,9 454,2 0,3 11,5
TG-18:3-18:2-293 1,4 0,3 226,9 90,8 160,1 0,5 10,3
TG-16:0-18:3-293 0,7 0,2 135,7 55,2 201,9 2,0 27,0
TG-16:0-18:2-293 0,9 0,1 140,9 46,2 161,1 0,8 10,9
TG-18:3-293-293 n.d. n.d. 6,3 2,1 0,4
TG-18:2-293-293 n.d. n.d. 5,0 1,9 0,3
TG-16:0-293-293 n.d. n.d. 3,9 1,0 1,1
TG-293-293-293 n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabelle VII-4: Ubersicht der Spiegel der analysierten Phospholipide bzw. Triglyceride in der Mutante
lox2-1. In der Tabelle sind die Mittelwerte der einzelnen Spezies mit Standardabweichung
(n=3) unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung angegeben.
Weiterhin wurde der Anstieg und Oxidationsgrad berechnet.

lox2-1 (Lr:ﬂ‘ill;:) :—:::/I'/r:) Anstieg | Oxidationsgrad | Oxidationsgrad
basal 24h Pst basal Pst
MW |STABW | MW | STABW | (x-fach) (%) (%)
18:3-18:3-PC 1625,1 | 131,2 | 1573,0 56,2 1,0
18:3-18:2-PC 637,6 28,3 570,1 4,6 0,9
18:3-16:0-PC 340,6 34,5 230,6 21,0 0,7
18:3-16:0-PE 620,2 44,6 2428,6 | 450,4 3,9
18:3-16:0-PS 290,9 46,1 420,7 40,1 1,4
18:3-16:1-PG 5055,1 | 860,3 | 7084,7 | 1961,5 1,4
18:3-16:0-PG 5457,8 | 702,7 |9176,0 | 2552,1 1,7
293-16:1-PG 21,8 2,8 85,7 27,1 3,9 0,4 1,2
293-16:0-PG 34,9 4,5 183,1 54,6 5,3 0,6 2,0
18:3-16:0-PI 1778,1 | 293,7 |3513,0| 1136,2 2,0
293-16:0-PI 15,2 1,7 140,5 56,9 9,2 0,8 3,8
TG-18:3-18:3-18:3 | 311,1 46,6 2748,8 81,3 8,8
TG-18:3-18:3-18:2 | 401,2 38,7 3304,2 | 110,21 8,2
TG-16:0-18:3-18:3 61,3 7,5 715,4 18,9 11,7
TG-16:0-18:3-18:2 | 241,2 32,8 2498,8 | 174,5 10,4
TG-18:3-18:3-293 0,6 0,1 337,8 44,7 530,4 0,2 10,9
TG-18:3-18:2-293 1,9 0,5 334,9 19,5 173,5 0,5 9,2
TG-16:0-18:3-293 1,2 0,4 166,7 4,0 135,7 2,0 18,9
TG-16:0-18:2-293 1,5 0,5 127,3 3,9 84,1 0,6 4,8
TG-18:3-293-293 n.d. n.d. 9,6 0,5 0,3
TG-18:2-293-293 n.d. n.d. 7,9 0,4 0,2
TG-16:0-293-293 n.d. n.d. 3,1 0,4 0,4
TG-293-293-293 n.d. n.d. n.d. n.d.
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Abbildung VII-1: Chromatogramm vor und nach Derivatisierung der Aldehydgruppe in MGDG-18:3-OHA.
Nach der chromatographischen Auftrennung des Pflanzenextrakts ist bei einer
Retentionszeit von 5,6 Minuten in den beiden charakteristischen Massenspuren fiir
MGDG-18:3-OHA je ein deutlicher Peak erkennbar. Im Chromatogramm des mit
Methoxyamin behandelten Extrakts ist in diesen beiden Spuren kein Peak mehr
detektierbar. In den Massenspuren, die charakteristisch sind fiir das
Derivatisierungsprodukt tauchen dagegen bei einer Retentionszeit von 6,4 Minuten neue
Peaks auf.
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Abbildung VII-2: Chromatogramm vor und nach Derivatisierung der Aldehydgruppe in MGDG-18:3-ONA.
Nach der chromatographischen Auftrennung des Pflanzenextrakts ist bei einer
Retentionszeit von 6,1 Minuten in den beiden charakteristischen Massenspuren fiir
MGDG-18:3-ONA je ein deutlicher Peak erkennbar. Im Chromatogramm des mit
Methoxyamin behandelten Extrakts ist in diesen beiden Spuren kein Peak mehr
detektierbar. In den Massenspuren, die charakteristisch sind fiir das

Derivatisierungsprodukt tauchen dagegen bei einer Retentionszeit von 7,0 Minuten neue
Peaks auf.
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Tabelle VII-5: Spiegel an Galactolipiden aus den Applikationsexperimenten. In der Tabelle sind die

Mittelwerte der einzelnen Spezies mit Standardabweichung (n=3) angegeben.

Kontrolle AZA Applikation [D]-ONA Applikation
Lipidspezies Oh 1,5h 24h 1,5h 24h 1,5h 24h
MGDG- 3757,9 3726,9 5301,5 3229,9 4712,7 3712,3 4382,3
18:3-18:3 +/-242,7 | +/-433,3 | +/-230,7 +/-518,0 | +/-1632,7 | +/-334,2 | +/-438,4
MGDG- 6313,5 6580,9 8779,6 6212,1 8052,2 6377,9 7246,8
18:3-16:3 +/-449,4 | +/-556,8 | +/-612,6 +/-577,3 | +/-2282,2 | +/-734,5 | +/-577,7
MGDG- 0,6 0,6 1,3 0,9 0,7 0,9 0,9
18:3-AZA +/-0,5 +/-0,2 +/-0,2 +/-0,3 +/-0,1 +/-0,3 +/-0,2
MGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
18:3-[D]-AZA
MGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16:3-AZA
MGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16:3-[D]-AZA
MGDG- 3,8 3,2 10,0 5,7 7,8 7,2 6,7
18:3-ONA +/-0,6 +/-1,3 +/-0,5 +/-2,7 +/-4,3 +/-2,2 +/-0,8
MGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
18:3-[D]-ONA
MGDG-
18:3-[D]- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
ONA-Alkohol
MGDG- 4,4 4,2 14,7 7,5 10,3 10,9 10,3
16:3-ONA +/-0,8 +/-1,6 +/-0,7 +/-3,2 +/- 8,2 +/-4,4 +/-0,6
MGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16:3-[D]-ONA
MGDG-
16:3-[D]- n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
ONA-Alkohol
DGDG- 4546,9 4769,9 7435,0 4561,2 5566,9 5106,7 7348,8
18:3-18:3 +/-2548,0 | +/-519,1 | +/-1001,2 | +/-677,4 | +/-1453,4 | +/-514,9 | +/-2040,5
DGDG- 1009,9 591,4 704,1 660,3 611,1 666,6 840,9
18:3-16:3 +/-587,7 +/-58,8 +/-84,3 +/-131,7 +/- 67,5 +/-49,0 +/-380,2
DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

18:3-AZA
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DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
18:3-[D]-AZA
DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16:3-AZA
DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16:3-[D]-AZA
DGDG- 5,7 4,1 12,9 6,8 9,1 4,1 9,2
18:3-ONA +/-0,6 +/-0,5 +/-1,3 +/-2,6 +/-5,6 +/-0,5 +/-0,3
DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
18:3-[D]-ONA
DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
16:3-ONA
DGDG-
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

16:3-[D]-ONA
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Tabelle VII-6: Summe der gemessenen komplexen Lipide im Wildtyp Col0 und in der Mutante lox2-1. In
der Tabelle sind die Mittelwerte der einzelnen Spezies mit Standardabweichung (n=3)
unter basalen Bedingungen und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung angegeben.
Zusatzlich wurde der Anstieg berechnet.

Col0 Lipid/TG (umol/g) | Lipid/TG (umol/g) | Anstieg
basal 24h Pst
MW | STABW MW | STABW |(x-fach)
Summe MGDG 8,22 0,59 15,25 1,37 1,9
Summe DGDG 5,26 0,39 6,26 0,30 1,2
Summe oxMGDG | 0,63 0,10 6,63 1,82 10,5
Summe oxDGDG | 0,38 0,05 0,79 0,27 2,1
Summe PL 16,73 2,58 21,20 3,35 1,3
Summe oxPL 0,09 0,02 0,48 0,07 5,3
Summe TG 0,61 0,08 5,21 1,33 8,5
Summe oxTG 0,00 0,00 0,74 0,30 214,6

lox2-1
Summe MGDG 9,76 0,49 19,43 1,66 2,0
Summe DGDG 4,63 0,26 7,17 0,58 1,6
Summe oxMGDG | 0,64 0,05 0,87 0,08 1,4
Summe oxDGDG | 0,38 0,04 0,40 0,10 1,1
Summe PL 15,81 2,14 25,00 6,22 1,6
Summe oxPL 0,07 0,01 0,41 0,14 5,7
Summe TG 1,01 0,13 9,27 0,38 9,1
Summe oxTG 0,01 0,00 0,99 0,07 186,0
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