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Zusammenfassung

SUMMARY

Nitric oxide is a diatomic, gaseous, relativelybdtaradical that is mainly synthesized via a

reduction of nitrate/nitrite or via an oxidation amino groups. The latter pathway has

been attributed a major role in NO production fritve amino acid L-arginine catalysed by

three different isoforms of NO-synthases (NOS)amimals, NO fulfils a variety of well-

known functions e. g. as neurotransmitter, bloog¢fland -pressure regulating agent. In

the plant kingdom, it plays a role in the regulatmf stomatal movement, in the defense

against pathogens and in xylogenesis.

Major aims of this work were:

- to search for alternative oxidative pathways faricioxide from reduced nitrogen
compounds and

- to unravel previous inconsistencies described mngooup on NO production in plants

as detected by gas phase chemiluminescence andmngsicing NO specific dyes.

a) NO production by oxidation of hydroxylamine (HA)

Hydroxylamine was discussed as an intermediatétiate reduction in plants and appears
conjugated to carbonyl compounds as oximes. Hei® shown that tobacco suspension
cells are able to oxidize exogenous hydroxylammeitric oxide when applied in concen-
trations as low as 4 uM. This was also observesl aftidition of another hydroxylamine,
salicylhydroxamic acid (SHAM), which is a frequentpplied inhibitor of mitochondrial
Alternative Oxidase (AOX). Preliminary observatiswggest that reactive oxygen species
(ROS) play a role as oxidants. Addition of supedexdismutase (SOD), an enzyme de-
grading ROS, led to an even higher output of N@nfloydroxylamine, which may indicate

an involvement of k..

b) DAF-fluorescence without NO

Fluorescent dyes (DAF-2, DAF-FM, DAR-4M) have baesed widely to visualize NO
production in tissues and single cells, mostly amreection with the LSM technique. By
reaction with NO, these dyes form stable and hidghigrescing triazol-derivatives (e. g.
DAF-2T). Much of the present knowledge on NO innpéais based on the use of these
dyes. One important example out of many is the ¢tida of NO production by treating
plants with compounds (elicitors) provoking a hygssitive response in specific target

plants. Here, the system tobacco and the elicitgptogein, a peptide secreted from the
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oomycetePhytophthora cryptogewas used. This elicitor is specific for tobaccod an-
duces programmed cell death in tobacco suspensltn ¢

When DAF-2 was added to a filtrate of cells prelvatied with cryptogein, a strong fluo-
rescence increase was observed. Addition of potaissyanide (KCN) or catalase lowered
this increase. Simultaneous treatment of cells wityptogein and DPI, an NADPH-
oxidase inhibitor, abolished fluorescence almosinmgetely. Assays using the ,6,-
sensitive dye amplex red indicated an accumulaifdt,O, in the filtrate of elicited cells.
Besides ROS, plants secrete peroxidase enzymeshat@poplast which catalyze the
crosslinking of cell wall polymers using.8,. Peroxidase activity was observed both in
the filtrate of control cells and cryptogein-tretells. Addition of HO, and DAF-2 to the
filtrate of untreated cells gave a fluorescencedase similar to that observed after addi-
tion of DAF-2 to the filtrate of cryptogein-elictlecells, which was a first hint that fluores-
cence could be induced without NO.

An in-vitro-system consisting of horseradish-peroxidase (MR-PH0O, and DAF-2 re-
sulted in strong fluorescence increase, confirntivag fluorescence took place even in the
complete absence of NO. To further characteriz@estied novel DAF-derivatives not
related to NO, they were analysed by reverse-phagepressure liquid chromatography
with fluorescence detection (RP-HPLC-FL) and magsscgsometry (UPLC-MS). Indeed,
two new DAF-reaction products were discovered wtdohld be clearly separated from
DAF-2T. The reaction product of DAF-2 and NO wasedeed only when the NO-donor
DEA-NO was added to the reaction mixture of thevitro-system (HR-PO + §D, +
DAF-2), revealing three peaks, the two novel DAFnd®ives and DAF-2T.

In order to elucidate intracellular reaction proguformed inside DAF-2 DA preloaded
cells during elicitation, extracts of suspensiotisceere also submitted to RP-HPLC-FL.
In this case, a larger number of DAF-derivativesereund. Even in non-incubated cells,
bulk fluorescence originated from a group of ealyting novel compounds. However,
none of them could be matched with the two demestifound in the cell filtrate an vi-
tro. Preliminary mass spectrometrical analyses sugbestwo novel, highly fluorescing
compounds formed in the absence of Q@itro or the filtrate of elicited cells to represent

isomeric dimers of DAF-2 which are linked via thaino-groups after reduction.
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ZUSAMMENFASSUNG

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasformiges, relasitabiles Radikal, das in Pflanzen u. a.
durch Reduktion aus Nitrit unter Katalyse des EngyMitratreduktase gebildet wird. In

tierischen Organismen wird NO dagegen uber einétativen Syntheseweg aus der Ami-
nosaure L-Arginin katalysiert durch verschiedenefdemen der NO-Synthasen (NOS)
hergestellt. Es besitzt im tierischen System viegdfé Funktionen u. a. als Neurotransmit-
ter sowie Blutfluss und -druck regulierendes Agdns.Pflanzenreich werden NO u. a.

Aufgaben bei der Regulierung von Spaltéffnungem,Atevehr von Pathogenen sowie der
Differenzierung der Xylemelemente zugeschrieben.

Die vorliegende Arbeit verfolgte zwei Ziele:

- Erforschung alternativer oxidativer Synthesewege N©® in Pflanzen und

- Untersuchung der NO-Spezifitat der DAF-Fluoreszaridtoffe ausgehend Diskrepan-
zen zwischen Daten aus Floureszenzanalysen ur@asghasen-Chemilumineszenz in

friheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe und zatthe weiteren Publikationen.

a) NO-Produktion aus Hydroxylaminen

Hydroxylamin ist ein Zwischenprodukt bei der baldlen Denitrifizierung und wurde
auch als Intermediat bei der Nitratreduktion inaR#en diskutiert. Hier wird gezeigt, dass
Tabaksuspensionzellen in der Lage waren, exogegdsoklylamin schon in sehr niedri-
gen Konzentrationen (4 uM) zu NO zu oxidieren. Aeam anderes HA-Derivat, ndmlich
der Hemmestoff der Alternativen Oxidase (AOX) in bthondrien, Salicylhydroxamsaure
(SHAM), wurde zu NO oxidiert. Die Vermutung, realdiSauerstoffspezies (ROS) konn-
ten bei diesem Oxidationsprozess eine Rolle spielemde Gberpruft: Nach Einwirkung
des ROS-abbauenden Enzyms Superoxid-Dismutase (8Qidte aber Uberraschender-
weise keine Verminderung, sondern eher eine Steigeder NO-Emission beobachtet

werden. Die Rolle der SOD in diesem Reaktionspmisdaher noch nicht verstanden.

b) NO-Detektion mittels Fluoreszenzindikatoren

Zur Visualisierung und Lokalisierung von NO in tsahen und pflanzlichen Zellen und
Gewebenif situ) mittels mikroskopischer (LSM) oder fluorimetrisahMethoden werden
Fluoreszenzfarbstoffe, z. B. DAF-2 oder DAF-FM vendet. Diese Farbstoffe reagieren

mit NO zu stark fluoreszierenden Triazol-Derivaten.
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Eine Situation, in der Pflanzen u. a. mit NO-Freaaag reagieren, ist der Pathogenbefall.
Wir untersuchten die Reaktion von Tabaksuspenseblese auf den pilzlichen Elicitor
Cryptogein, ein Protein des Oomycetmytophthora cryptogea

Im Filtrat der Zellen, die mit Cryptogein behandelirden, zeigte sich nach Zugabe von
DAF-Farbstoffen ein starker Fluoreszenzanstieg. dienfluoreszenzerhéhenden Stoffe zu
charakterisieren, wurde das Filtrat vor der DAF-Zlog verschiedentlich behandelt. Bei
Zugabe von KCN bzw. Katalase zum Uberstand, veeriegsich der Fluoreszenzanstieg.
Gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Cryptogesowie dem NADPH-Oxidase-
Inhibitor DPI unterband den Fluoreszenzanstieg iberstand nahezu komplett. Enzym-
Assays mit Amplex Rot zeigten die Anhaufung vai©Okim Filtrat der elicitierten Zellen.
Neben ROS werden von Pflanzenzellen auch Peroxidasden Apoplasten sekretiert, die
mit Hilfe von HO, fir eine verstarkte Quervernetzung der Zellwandyeso. Sowohl in
unbehandelten Kontrollzellen als auch in elicigertZellen wurde Peroxidase-Aktivitat
nachgewiesen. Nach Zugabe vopOplund DAF-2 zum Filtrat von Kontrollzellen ergab
sich ein Fluoreszenzanstieg ahnlich dem im Filtcat behandelten Zellen.

Mit Hilfe eines einfacherin-vitro-Systems aus Meerettich-Peroxidase (MR-PO), Was-
serstoffperoxid (KO,) und DAF-2 konnten noch héhere Fluoreszenzwetielemerden,
was die Vermutung der Fluoreszenzerh6hung ohne sembeeit von NO erhartete.

Um diese nicht aus einer Reaktion mit NO resultidesn DAF-Produkte naher zu charak-
terisieren, wurden Trennungen mittels Umkehrpha$echdruck-Flissigkeitschro-
matographie mit Fluoreszenzdetektion (RP-HPLC-Fh iMassenspektrometrie (UPLC-
MS) durchgefuhrt. Dabei wurden tatséachlich zweienBeaktionsprodukte festgestellt, die
sich eindeutig von DAF-2T unterschieden. Letztdm@snte nur bei Hinzufigen des NO-
Donors DEA-NO detektiert werden.

Zur Erfassung von intrazellularen Reaktionsproduki®n DAF wurden die chroma-
tographischen Trennmethoden auch auf Extrakte visnrDWF-2 DA aufgeladenen und
danach elicitierten Zellen angewandt. Bei dieseftr@onung tauchten noch mehr DAF-
Reaktionsprodukte auf. Die Hauptfluoreszenz, diehaoei nicht inkubierten Zellen auf-
trat, konnte auf eine Reihe sehr frih eluierendgrsg&nzen zurtickgefuhrt werden. Die
zwei DAF-Derivate aus dem Uberstand inkubierterletelbzw. derln-vitro-Reaktion
(MR-PO+H0,+DAF-2) tauchten jedoch tberhaupt nicht auf.

Vorlaufige massenspektrometrische Analysen legdme,ndass es sich bei den in Abwe-

senheit von NO gebildeten zwei Verbindungen um s@imere von DAF-2 handelt.
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A EINLEITUNG

1. Die Chemie des Stickstoffmonoxid

1.1 Chemische Eigenschaften von NO

Stickstoffmonoxid (NO, Stickoxid) ist die einfachsterbindung von Stickstoff und Sau-
erstoff. Bei Raumtemperatur stellt es ein farb- gadichloses Gas dar. Weitere physikali-

sche und chemische Eigenschaften sind in Tab.dnauengefasst.

Tab. 1: Physikalische und chemische Daten von Stickstafiowa (nach Haynes, 2011, Malinski
et al., 1993, Wink et al., 1993 sowie Ignarro, 1990

Siedetemperatur... ... ..coiii i -151,77 °C
Erstarrungstemperatur................ooceeiiiii i e ..2163,65 °C
Loslichkeit in Wasser (Henry-Koeffizient)................... 1,9 mM (bei 25 °C)
Diffusionskoeffizient.............coeeeveeiieiiii e, 3,3-10° punt-s*
DO . ..t e e 1,3402 gcm’®
Halbwertszeit in wassriger LOSUNG.........ccevvvvvvivinnnnnn. >500s
Halbwertszeit in biologischer Umgebung..................... <b5s

Die hier angegebenen Halbwertszeiten sind starkdesrKonzentration in Wasser abhan-
gig und gelten daher nur fir eng eingegrenzte Kisinaeonsbereiche.
Basierend auf dem MO-Diagramm (Abb. 1) besitzt Ni©einzelnes, ungepaartes Elektron

in einem antibindenden MolekUlorbitat und wird daher als Radikal charakterisiert.

G*
1] o
d || 1111
o T
5 Il =
P T 2p
/
N o @)

Abb. 1: MO-Diagramm von Stickstoffmonoxid.
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Die Bindungsordnung im Moleklil NO betragt nach Bé&ktronenbesetzung 2,5. Dieser
Wert hat eine mesomere Grenzstruktur zur Folgedéesich ein einzelnes und zwei Bin-
dungselektronenpaare zwischen den beiden Atomémdeet

Auf der ,diffusen” Verteilung des einzelnen ungepea Elektrons beruht letztendlich die

relative Stabilitat des Gases im Vergleich zu aedd&adikalen (siehe Tab.1).
N=0 == N=0

1.2 Charakteristische Reaktionen von NO
Durch Abgabe des einzelnen Elektrons (Gleichungnly* -Orbital entsteht das zu Koh-
lenmonoxid isoelektronische Nitrosoniumkation (§@nit der Bindungsordnung 2. Dabei
wird die ungunstige Besetzung mit einem einzelniektEon beseitigt.

(1) NO=> NO" + €

Durch Aufnahme eines Elektrons (Gleichung 2) ehtstiagegen ein vollstandig gefilltes
antibindendes Molekulorbital; dabei bildet sich dasSauerstoff isoelektronische Nitro-
xyl-Anion (NO) mit der Bindungsordnung 3.

(2) NO + &= NO

Beide lonen spielen auch bei Reaktionen von NOiatogischer Umgebung von Zellen

eine nicht unwichtige Rolle (Stamler et al., 1992).

Durch den Radikalcharakter neigt Stickstoffmonogidrk dazu, sich in Reaktionen mit

Sauerstoff in die nachsthoheren N-Oxide, z. By N&leichung 3) umzuwandeln.
(3)2NO+Q=> 2NG

Weitere weitgehend stabile Endoxidationsproduktd &siohere Stickoxide, z. B..N,, das

gemischte Anhydrid der Salpetersaure und Salpetrig@ure und deren Anionen Nitrit

NO; und NitratNO; . In wassriger, sauerstoffhaltiger Umgebung allegdibleibt die O-

xidationsreaktion auf der Stufe von Nitrit steh&gnérro et al., 1993).
Uber langere Zeit neigt NO auch zu einer sog. Aigtation, die eigentlich eine Dispropor-
tionierung darstellt (Gleichung 4), bei der eindé@ (Stickstoffdioxid) und eine niedrige-
re Oxidationsstufe (Distickstoffmonoxid, Lachgasp\Stickstoff entstehen.

(4) 3NO=> N,O + NG
NO reagiert bevorzugt mit anderen Radikalen (auamhe8toff ist ein Diradikal) ab. Eine
physiologisch sehr wichtige Reaktion aus diesesg@dast die sehr schnelle, mit einer Ge-
schwindigkeitskonstante K = 3;410" moll™*s? fast diffusionskontrollierte Reaktion mit

dem Superoxid-Radikalanion (Squadrito & Pryor, 1995
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(5) NO+0O, - ONOO
Dabei bildet sich das Anion der hyposalpetrigenr&iudas Peroxynitrit, ein auf3erst reak-
tionsfahiges und schadliches lon fur Zellen. Pentxiy reagiert in der Zelle mit aromati-
schen Aminosauren in einer Nitrierungsreaktion @&le & Delledonne, 2011) und Anti-
oxidantien (Ducrocq et al., 1999). Es kann die Ddi&ch Nitrierung oder Einzelstrang-

briiche schadigen und spielt bei der Entstehungeaitirankheiten eine wichtige Rolle.

1.3 NO als Teil des globalen Stickstoffkreislaufs

Globale Stoffkreislaufe zeichnen sich dadurch dass ein Element in verschiedenen Oxi-
dationsstufen vorkommt und die entsprechenden Subsh reduziert bzw. oxidiert wer-
den. Die fur Stickstoff wesentlichen Oxidationsstutund entsprechenden Substanzen sol-

len hier wiedergegeben werden.

Tab. 2: Das Element Stickstoff in seinen verschiedenerl&ionsstufen.

Verbindung NH; N2 H,NOH N>O NO NO, NO;
Name Ammo- | Stick- | Hydro- Lachgas N-mo- 1 \trit Nitrat
niak stoff xylamin noxid
Oxidationszahl -1l 0 -1 + 1 + 1l + 1l +V

In vereinfachter Form kann die gegenseitige Umwamglldieser verschiedenen Stick-

stoffverbindungen auf enzymatischen Wegen folgend@en dargestellt werden:
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NG,

Oxidationszahl

a A
Nitritoxidase Nitratreduktase
v
NG, -
NO
Hydroxylamin-
oxidoreduktase NO-Reduktase
\ 4
N,O
Nitritreduktase
N,O-Reduktase
\ 4

NH,OH

Nitrogenase

Ammoniummo-
noxygenase

NH;

Abb. 2: Der Stickstoffkreislauf mit den beteiligten Enzymend Verbindungen (verdndert nach
Rudolf & Kroneck, 2005).

NO tritt dabei im Prozess der Denitrifizierung, d&eduktion vonNO, zu elementarem

Stickstoff auf. Dieser z. B. in Klaranlagen und Bddsehr wichtige Prozess wird fast aus-
schlie3lich von Bakterien bewerkstelligt. NO wirdbeti zu NO (Lachgas) oxidiert. Letz-
teres entweicht dann aus den Béden und tragt Alspsgentes Treibhausgas zu den be-
kannten Folgen der globalen Erwarmung bei. Vertéd@abe von Stickstoffdiinger (im
wesentlichen Nitrat) in der Landwirtschaft fuhrbhea zu verstarkter }D-Emission.

Im Bakterium Nitrosomonaskonnte die direkte Synthese von Stickstoffmonozias
Hydroxylamin durch das Enzym Hydroxylamin-Oxidorkthse (HAO) nachgewiesen
werden (Hooper & Terry, 1979)
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1.4 NO in biologischer Umgebung

Stickstoffmonoxid ist als kleines ungeladenes Maledehr gut membranpermeierend und
halt sich auf Grund seiner Lipophilitdt einige Zeitbiologischen Membranen (Nanodo-
manen, Liposomen) bzw. in hydrophoben BereichenZédle auf. Dort wird es auch we-
sentlich schneller in Reaktionen z. B. mit Saudfstogebaut als in anderen Bereichen der
Zelle (Liu et al., 1998).

NO kann sich leicht durch Diffusion von seinem HEgtsingsort aus zu anderen Zellen
verbreiten. Ein Langstreckentransport in Pflanatrauf Grund der kurzen Halbwertszeit
nicht maoglich, hierfir werden Speicherformen begtdtie Wirkung von NO beschrankt
sich daher meist auf wenige Zellen in der naheremgébung des Produktionsortes, wenn
man von der Gré3e von ca. 30 um fir eine typisiresthe Zelle ausgeht. Die Diffusi-
onsstrecke des Gases wird mit 50 (Wink et al., 1889ér auch 100 — 200 um (Malinski et
al., 1993) angegeben.

Seine Halbwertszeit in physiologischer Umgebungdattlich niedriger als in wassriger

Lésung und wird mit maximal 5 sec angegeben (sietie 1).
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2. Biologische Bedeutung von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid-Emission wurde im Pflanzenreiakerst bei Sojabohnen nach der Be-
handlung mit Herbiziden entdeckt (Klepper, 1979).

Die ,Hochzeit* der NO-Forschung im tierischen unghitanen Bereich begann erst gegen
Ende der 1980er Jahre. Dort sind allerdings semysiplogischen Wirkungen und biologi-
sche Bedeutung wesentlich besser charakterisgeil Pflanzen. Einen guten Uberblick
Uber dieses Thema bieten Schmidt und Walter (1984gtzter Zeit versucht man die e-
tablierten tierischen Signalketten auch in Pflanzachzuweisen.

Im Folgenden werden bekannte Funktionen bzw. Reagtnechanismen von NO in Tie-

ren und Pflanzen kurz zusammengefasst.

2.1 Bekannte Funktionen von NO im tierischen Orgarsmus

Die Endothelzellen der Blutgefal3e sondern untefll&a von Acetylcholin einen Stoff ab,
der fur eine Entspannung der glatten Muskulatutdn GefalBwanden sorgt und damit ei-
nen vasodilatierenden (blutdrucksenkenden) Effelgtz(Furchgott & Zawadzki, 1980).
Die zunéchst als Endothelium-derived-relaxing-facflBDRF) bezeichnete unbekannte
Substanz wurde spéter eindeutig als NO identitiignarro et al., 1987). Auf die Ver-
klumpung der Thromobozyten (Blutplattchen) wirkt Nl@mmend, so dass die Bildung
von Blutgerinnseln verhindert wird (Golino et dl992).

In der Medizin finden NO-generierende Substanzédmscseit mehr als hundert Jahren
Anwendung, ohne dass man sich der genauen Wirkengigst war. So wird bei akuten
Fallen von Angina pectoris Glycerintrinitrat, aumbkannt als Nitroglycerin, verabreicht.
Durch die reversible Hemmung der Cytochromoxiddsey Komplex IV der mitochondri-
alen Atmungskette auf Grund der Bildung von Nittkeynplexen mit dem Zentralmetall
Eisen, sorgt NO fur eine erhdhte Bildung von Supier&adikalen (Kroncke et al., 1997).
Dieses wiederum verbindet sich mit NO zum starktoxischen Peroxynitrit.

Im Gehirn produzieren viele Neuronen NO, das nelehlenmonoxid als gasférmiger
Neurotransmitter bzw. Neuromodulator (Mustafa et2009) fungiert. Die genauen Funk-
tionen sind noch nicht bekannt; man schreibt iher @ine Rolle bei der sog. Long-Term-
Potentiation (LTP) zu, die fur die Speicherung \Emeignissen (also dem Gedachtnisauf-
bau) entscheidend ist (Paul & Ekambaram, 2011).

Bei der Abwehr von Pathogenen werden grol3e Mengeld@ durch Makrophagen uber
die iINOS als Teil der inflammatorischen Immunantieazeugt. NO (bt dabei einen zell-
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toxischen Effekt aus, indem u. a. die Basenpaamimgr Erbsubstanz DNS nach Bildung
von Salpetriger Sdure durch Desaminierung von @ytas Uracil, Guanin zu Xanthin und
Adenin zu Hypoxanthin verandert wird (Nguyen et &4B92); dadurch werden letztlich
Mutationen erzeugt. Weiterhin sind Einflisse aufe diAktivitat von DNA-
Reparaturenzymen beschrieben (Wink & Laval, 1984).NO-produzierende Zellen ist es
daher wichtig, die Menge des Radikals so auszubigigen, dass einerseits ihnen selbst
kein groRerer Schaden entsteht, die notwendigestayschen Wirkungen von NO auf
Pathogene sich aber trotzdem entfalten kénnen.

Einige Bakterien aktivieren beim InfektionsprozatsReaktion auf das von Abwehrzellen
des Wirtes gebildete NO die Transkription und Tlatien bestimmter Gene (Nunoshiba et
al., 1993). Die entsprechenden Enzyme repariermgarsgits die Schaden an der DNA und
verhindern andererseits durch den Abbau von Supmkmie Bildung des cytotoxischen
Peroxynitrit.

Auf Grund seiner Vielseitigkeit in Medizin und Fohaing wurde Stickstoffmonoxid 1992
zum ,Molekil des Jahres” erhoben. Die Entdeckungeer die Wirkung von NO in tieri-
schen Organismen fuhrten 1998 zur Verleihung desehoeises fur Medizin und Physio-
logie an Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro &edd Murad.

2.2 Wirkungen von NO in Pflanzen

Die genauen Funktionen von NO in Pflanzen und s@&unswirkungen im pflanzlichen

Organismus sind noch nicht komplett bekannt. FalgelRrozesse, bei denen NO beteiligt

ist, gelten aber nach der Literatur als weitgelhgagsichert:

- Entwicklung der Xylemgefal3e, insbesondere beim narogierten Zelltod der Tra-
cheenvorlaufer (Gabaldon et al., 2005)

- Verminderung der Dormanz bzw. Forderung der Keimwuog ArabidopsisSamen
(Bethke et al., 2005)

- Entwicklung von Adventivwurzeln bzw. generell Reguing des Wurzelwachstums
sowie der Wurzelarchitektur (Stéhr & Ullrich, 2002)

- Regulierung des Wachstums und der OrientierungRallenschlauchen (Prado et al.,
2004)

- Akkumulierung von Phytoalexinen nach PathogenbéRadidolo et al., 2002, Noritake
et al., 1996)

- Verzogerung der pflanzlichen Seneszenz durch Bessing der Aktivitdt von ROS-

produzierenden und —abbauenden Enzymen (Tewdrj 2089)

11
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- Stomataschluss
Der von ABA induzierte Schluss von Spalt6ffnungésReaktion auf Stress wurde u.
a. auf Grund fluoreszenzmikroskopischer Untersugeaonmit DAF-Farbstoffen auf
NO zurickgefihrt. NO und D, spielen dabei als Komponenten fur das SchlieRen
bzw. das Offnen von Kaliumkanalen eine Rolle (Dasikt al., 2004)
Stickstoffmonoxid reguliert die Expression von pitichen Genen, sowohl positiv als
auch negativ. Untersuchungen Arabidopsishaben ergeben, dass die Aktivitat von ca. 2
% aller Gene durch NO-Applikation beeinflusst widdyunter Transkriptionsfaktoren und

Biosynthesegene von anderen Pflanzenhormonen (Rdran 2004).

2.3 Biochemische Reaktionen von NO im Organismus

Fur Stickstoffmonoxid gibt es wahrscheinlich aulu@d seiner guten Membrangangigkeit
keinen externen membranstandigen Rezeptor, soidi®rnvirkt haufig direkt an seinen
Zielmolekilen (im wesentlichen Proteine) im Innedem Zelle. Dabei gibt es verschiedene
Maoglichkeiten:

Metalloenzyme koénnen durch Bildung von Komplexers diéetallions mit NO in ihrer
Aktivitat beeinflusst werden. Das bekannteste Beldperfir ist die 16sliche Guanylatcyc-
lase (sGC = soluble guanylat cyclase), die einrklea als katalytisches Zentrum enthalt.
Dabei ersetzt NO ein an eine freie Valenz des Eiges gebundenes Histidin, so dass auf
Grund der Konformationsanderungen die Aktivitat BEegyms und damit die Bildung von
cGMP aus Guanosintriphosphat bis zu 100fach gestewgrd (Derbyshire & Marletta,
2012).

In der durch NO induzierten intrazellularen Sigralkade gilt cGMP als ein wichtiger
Baustein. In Pflanzen ist die Beteiligung von cGNdth nicht endgtiltig bewiesen. Ver-
schiedene Versuchsergebnisse, u. a. erhdhter cGhiged nach NO-Applikation und
reprimierte NO-induzierte PAL-Expression nach Beltang mit sGC-Hemmstoffen deu-
ten auf das Vorhandensein dieses Botenstoffeslan®n hin (Durner et al., 1998). Es
gibt allerdings auch Hinweise auf eine Beteiligway sequentiellen Aktivierung von Mi-
togen-Aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) iflaRzen als Reaktion auf NO, z. B.
bei der Induktion des programmierten Zelltodes (P@D Arabidopsis (Clarke et al.,
2000).

Das Potenzmittel Viagra® enthalt einen Phosphoeliase-Hemmer (Sildenafilcitrat), wo-
durch der Abbau von cyclischem GMP verhindert wWeagra® kann bei Zugabe zum

Wasser von Schnittpflanzen das Verwelken der Blithindern, in dem es die Bildung
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von Ethylen hemmt (Siegel-ltzkovich, 1999). DieBefund konnte ebenfalls auf die Exis-
tenz des oben beschriebenen@GMP-Signalweges in Pflanzen hindeuten.

Weitere sekundare Botenstoffe, die mdglicherweisedér weiter abwarts liegenden
Signaltransduktion auf NO-Applikation liegen, singklische ADP-Ribose (cCADPR), die
vom Enzym ADPR-Cyclase gebildet wird sowie’Glonen, die aus internen Speichern
freigesetzt werden (Lamotte et al., 2004). Dabeivedt NO vermutlich durch direkte
Nitrosylierung membranstandige Kanale, u. a. de®RYps, der in menschlichen Herz-
und Muskelzellen vorkommt. Das Vorkommen dieser R¥@hale in Pflanzen ist umstrit-
ten; ein durch cyclische Nucleotide aktivierbaremidl (ATCNGC2) wurde von Leng et al
(1999) beschrieben. In tierischen Zellen ist digii&rungskette cGMP® cADPR =
Cd"*-Freisetzung moglicherweise auch durch NO aktide®Villmott et al., 1996)

Eine Modifizierung von Enzymen kann auch direktafiuReaktion von Stickstoffmonoxid
mit deren Aminosauren geschehen. Hier spielt dge Blatrosylierung von schwefelhalti-
gen Aminosauren, die sich in der Nahe des aktivantrdms befinden eine wichtige Rolle.
Meist handelt es sich dabei um Cysteinreste. Enzylieeauf diese Weise reguliert wer-
den, gehdren u. a. zur Gruppe der Caspasen, Phasphaverschiedenen Transkriptions-
faktoren und lonenkanélen (Ubersicht bei Hess.eP@05).

Ein weiterer bekannter Reaktionsweg von NO istNlteerung von aromatischen Amino-
sauren. Diese irreversible Modifikation von Proggirgeschieht Uber das sehr reaktive In-
termediat Peroxynitrit (siehe Kap. 1.2). Gleichutgeigt am Beispiel des Tyrosins diese

Reaktion:

(6) ?CHE@OH 1 N9 %CWQOH

NO;

Die Modifikation von Proteinen durch Nitrosylierubgw. Nitrierung wird in ihrer Bedeu-
tung bereits als eine der Phosphorylierung agumtalbiochemische Reaktion angesehen
(Mannick & Schonhoff, 2002).

Viele der bisher in Pflanzen lokalisierten NO-Efelauf molekularer Ebene wurden aller-
dings unter Bedingungen erzeugt bzw. beobachtetdéeen die NO-Konzentrationen
nicht genau bekannt bzw. nicht kontrollierbar waned eventuell weit Gber den physiolo-
gischen Konzentrationen lagen. In tierischen Zellamden NO-Konzentrationen im Be-
reich von 100 pM bis maximal 5 nM angenommen (Ulokatsbei Hall & Garthwaite,
2009).
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3. Synthese von Stickstoffmonoxiah vivo
Die Synthesewege von Stickstoffmonoxid sind berdnewesentlich besser erforscht, ob-

wohl es in Pflanzen friher entdeckt wurde.

3.1 Synthesewege bei Tieren: Oxidative NO-Produktio

In tierischen Organismen sind seit langerem veesighie Isoenzyme aus der Gruppe der
NO-Synthasen (NOS) bekannt. Einen guten Ubersidikshiiber Struktur und Funktion
bieten Alderton et al. (2001).

Diese synthetisieren NO Uber die sauerstoffabh@&ndrg@duktion der Aminoséure L-
Arginin zu L-Citrullin. Dabei wird iber das Zwiscmerodukt NP-Hydroxy-L-Arginin
(NOHA) mit dem Reduktionsmittel NADPH aus dem Ssitkf der Guanidino-Gruppe
NO freigesetzt (Abb. 3).

HzN.—;‘I‘.,g"Hz HJN\}VN-GH H?H\rc
NH

L] NH
+HO  oryerrer 0 PP + NG
HN~ —~COO0 M= ~C00 HN=" GO0
L-Arginin NC-Hydroxy-L-Arginin Citrullin

Abb. 3: Reaktionsfolge der Synthese von NO aus der Amumesk-Arginin durch die Enzymfa-
milie der NO-Synthasen (verandert nach Marlett84}9

Man unterscheidet drei verschiedene Isoformen VOIS I tierischen Zellen:

- endotheliale NOS (eNOS, NOS-IIl), zunachst entdecEndothelzellen

- neuronale NOS (nNOS, NOS-I), zunachst entdecktarvéhzellen

- induzierbare NOS (iNOS, NOS-Il), zunéchst entdachflakrophagen
Basierend auf der standig erfolgenden Exprimierdag Enzyme fasst man eNOS und
NNOS zur Gruppe der konstitutiven NOS-Isoformen@&) zusammen und stellt sie der
INOS gegenuber. Letztere wird nur als Antwort aigf Anwesenheit von Pathogenen in
Zellen des Immunsystems (Makrophagen) gebildet kanth dann in kurzer Zeit grof3e
Mengen an NO produzieren, wahrend erstere Uben dfimgeren Zeitraum kontinuierlich
kleinere Mengen NO produzieren.
Eine weitere Einteilung kann auf Grund der Abhakegigvon C&" als Cofaktor erfolgen.
ENOS und nNOS sind Gaabhangig, INOS dagegen nicht.
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Alle NOS-Enzyme kommen in der Zelle als funktiordllimere vor. Sie bendtigen fur die
volle Aktivitat verschiedene Cofaktoren: Flavinashehnucleotid (FAD), Flavinmononuc-
leotid (FMN), Tetrahydrobiopterin (BH, Protoporphyrin IX als Hamkomponente, Cal-
modulin (CaM) und je nach NOS-Isoform Calcium-lorsetbst.
Jedes Einzelenzym wiederum besteht aus einer ReshiKlomé&ne und einer Oxygenase-
Domaéane verbunden durch die Calmodulin-Bindestdle.ersterer findet die Elektronen-
abgabe von NADPH und die —weitergabe tUber FAD, FMINdie Oxygenase-Domane mit
der Hamkomponente statt. An dieser erfolgt danrdenem die Reaktion an einem Guani-
dino-Stickstoff von Arginin, wobei Citrullin und N@ntsteht (siehe Abb. 3). Es bestehen
noch Zweifel daran, ob wirklich NO das endgultigedRikt der NOS-Reaktion ist, meis-
tens konzentrieren sich die Messungen auf die @writsprodukte Nitrit bzw. Nitrat. NO
selbst konnte namlich nur in Anwesenheit der ROgaabnden Superoxid-Dismutase
(SOD) nachgewiesen werden (Schmidt et al., 1996).
In verschiedenen Bakterien wurden bakterielle N@tBgsen (bNOS) entdeckt, die nur
aus einer Reduktase-Domane bestehen. Sie bendieemider Zelle verfigbare Redukta-
sen verschiedene Reduktionsmittel zur NO-Synthew® werden als evolutionare Ur-
sprunge der eukaryotischen NOS-Enzyme angesehexa@uet al., 2008).
Fur die in Wirbeltieren vorkommenden NOS-Isoforn@nd einige mehr oder weniger
spezifische im Wesentlichen auf der Basis kompetitireversibler Hemmung wirkende
Inhibitoren bekannt. Ein h&ufig verwendeter Hemrfisist L-N°-Nitroarginin-methyl-
ester (L-NAME). Im Organismus wird der Ester (Adb.durch zelleigene Esterasen in den
eigentlichen Inhibitor L-N-Nitroarginin (L-NNA) hydrolytisch gespalten.

NO,

NH, |
(@] NH NH
(@] NH

Abb. 4: Halbstrukturformel des NOS-Inhibitors L-NAME.

In tierischen Systemen werden Inhibitoren Ublichese in Konzentrationen von 3 — 300
UM verwendet (Rees et al., 1989). In pflanzlicheqpéfimenten allerdings wurden zur
Demonstration einer NOS-Aktivitat Konzentrationesrwendet, die mehr als tausendfach
hoher waren (Lum et al., 2002). Zweifel an der $parzdes Inhibitors und der Gultigkeit

der abgeleiteten Aussagen erscheinen somit arafgbha Ubrigen ist auch davon auszu-

gehen, dass insbesondere bei derart hohen InhKitiozentrationen auch andere von L-
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Arginin abhéngige Prozesse blockiert werden — e@terer Grund daflir, an Aussagen
Uber die Beteiligung einer NOS an den untersucReaktionen in Pflanzen zu zweifeln
(siehe A 3.2.1).

3.2 Synthesewege in Pflanzen: Oxidative oder reduke NO-Bildung?

3.2.1 Das Mysterium ,pflanzliche NOS*

In Pflanzen herrscht hinsichtlich der Existenz siNg®S-analogen Syntheseweges erhebli-
che Unsicherheit. Basierend auf Sequenzverglei¢demoijtel et al., 2004) wurde eine
relativ hohe Homologie zwischen einem Protein Atabidopsis thalianaund einem neu-
artigen, in keine der bisher bekannten NOS-Klagsmssenden Enzym aus der Weinberg-
schneckdHelix pomatiafestgestellt.

Dieser Befund wurde als Entdeckung einer pflanelicthNOS (AtNOS) gefeiert. Schnell
wurde eine entsprechende Mutante mit vermindertdiviédt dieses Enzyms vorgestellt
(Guo et al., 2003), die auch eine niedrigere NQdBktion und vermehrte Anfalligkeit fur
Pathogene aufwies. Auch der Einsatz von Antikorggrgen eine tierische NOS deutete
auf die Existenz dieses Enzyms in Pflanzen hinnsbéonnte nach Applikation der oben
beschriebenen NOS-Hemmstoffe eine VerminderundN@eEmission beobachtet werden.
Die intrazellulare Lokalisation des Enzyms wurdetels GFP-Fusionskonstrukten auf die
Mitochondrien festgelegt (Guo & Crawford, 2005)rtdeoll es eine Rolle bei der Regula-
tion der ROS-Produktion spielen. Weitere Untersagam ergaben Probleme bei der Spe-
zifitat der verwendeten Antikérper (Butt et al. 03). AuRerdem erschien die Aufreinigung
des Enzyms hinsichtlich der verwendeten Kationeiaaigshersaulen nicht gelungen zu
sein und liel3 starke Zweifel an der Natur als NOfk@nmen (Crawford et al., 2006; Ze-
moijtel et al., 2006). Das Enzym bzw. der Genlocusde von AtNOS in AtNOA (,Nitric
oxide associated”) umbenannt. Spatere Untersuchudeeten auf eine Rolle des Enzyms
bei der hydrolytischen Spaltung von GTP hin (Moregal., 2008).

Eine weitere Publikation beschrieb die Entdeckumgrepflanzlichen iNOS in Tomaten
(Chandok et al., 2004). Das Enzym wurde als eineavite des P-Proteins der Glycinde-
carboxylase identifiziert (Chandok et al., 2003)ed2r in den Mitochondrien lokalisierte
Multienzymkomplex baut wahrend der Photorespiratioter NAD -Verbrauch zwei Mo-

leklle Glycin unter Abspaltung von Ammoniak und Kaidioxid zu einem Molekul Serin
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um. Allerdings wurden die entsprechenden Veroffeimtingen spater auf Grund mangeln-
der Repoduzierbarkeit zurtickgezogen (Travis, 2004).

Eine weitere Calcium-abhangige NOS-Variante wunateiuVerwendung von Antikorpern
gegen tierische NOS-Enzyme, NOS-Hemmstoffen sowimunogold-Detektion in den
Peroxisomen der Erbse bekanntgegeben (Barrosq &94D).

In einzelligen Grinalgen, die an der Basis der @ixn Entwicklung von griinen Pflan-
zen stehen, wurde durch molekulargenetische Urdleusigen eine NOS-Isoform gefun-
den, die eine strukturelle Ahnlichkeit mit der nN@&s Menschen aufweist (Foresi et al.,
2010). Dies ist somit der erste stabile Hinweis @dief Existenz einer NOS in (niedreren)

Pflanzen.

3.2.2 Reduktive NO-Bildung in Pflanzen: Nitratreduktase

Im Gegensatz zu dieser umstrittenen pflanzlichenSyBthase gelten einige andere Syn-
thesewege von NO in Pflanzen als gesichert:

Das Enzym Nitratreduktase katalysiert als zentr&esierelement des Stickstoffmetabo-
lismus normalerweise die Reduktion von Nitrat zdriNidie Elektronen dafir stammen

aus NADPH. In einer ,Nebenreaktion“ kann ansteks &dukts Nitrat auch das Produkt
Nitrit selbst als Elektronenakzeptor dienen undeilab einer Ein-Elektronen-Reduktion

mit dem Coenzym NAD(P)H zu Stickstoffmonoxid umdgesaerden.

(7)NO, + € + 2H = NO + HO
NOs 17 NADH/H *

MoCo Ham FAD

NO,

NAD"
NO

Abb. 5: Schematische Darstellung der NO-Bildung durch BHazym Nitratreduktase (verandert
nach Yamasaki & Sakihama, 2000).
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Dabei wird nur ca. 1 % der normalen Aktivitat deszfms fur diese Seitenreaktion von
Nitrit zu NO verwendet (Rockel et al., 2002). Dieseymatische Reaktion kann z. B. in
der Chemilumineszenz durch Zugabe von NADH zu elrisung aus Nitratreduktase,

Nitrit und Nitrat demonstriert werden.
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Abb. 6: NO-Emission durch aufgereinigte Nitrat-Reduktddigrit und zugegebenem NADH als

Substrate gemessen mittels Chemilumineszenz (emieoraus Planchet et al., 2005).

Pflanzen scheinen auferdem neben der cytosoliddhieatreduktase tber eine plasma-
membrangebundene Nitrit:NO:Oxidoreduktase (NINOR) \&rfligen, die apoplastisch
vorhandenes Nitrit zu NO reduziert. Dieses Enzymnia nur in der Wurzel vor (Stohr et
al., 2000). Im Gegensatz zur Nitratreduktase digtit NADH, sondern reduziertes, eben-

falls membrangebundenes Cytochrom c als Elektransiey

3.2.3 Weitere enzymatische und nicht-enzymatischeu@llen fur eine reduktive NO-

Bildung in Pflanzen

Auch fur das Enzym Xanthinoxidase wurde die Produkvon NO aus Nitrit unter hypo-
xischen bzw. anoxischen Bedingungen nachgewieseet @l., 2003; Millar et al., 1998).
Dieses Enzym katalysiert normalerweise die Bilduag Harnsdure aus Xanthin (siehe B
1.3)

Neben diesen enzymatischen Reaktionen gibt es @nehnicht-enzymatische Quelle fur
NO, bei der Nitrit in saurer Lésung (pH < 4,5) zdns$t zu Salpetriger Saure protoniert
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wird (Gleichung 8) und dann in einer zweistufigeis@poportionierung (Zerfallsreaktion)
Uber Stickstofftrioxid (Gleichung 9a) zu den beid&gickoxiden NO und N@(Gleichung
9b) reagiert (nach Yamasaki, 2000):
(8) NO, + H = HNO,
(9a) 2HN@ = N,O; + H,O
(9b) NOs = NO + NQ
Diese Reaktion spielt auf Grund der notwendigen dsemheit von Salpetriger Saure nur
im sauren Milieu des Apoplasten eine Rolle. Allags kann eine ahnliche Reaktion auch
bei hoheren pH-Werten in Gegenwart von leichtenuRgonsmitteln wie Ascorbat (AsA)
stattfinden (Yamasaki, 2000):
(10) 2HNGQ + 2AsA> 2NO + 2 MDA + 2 HO
(11) 2 MDA 2 AsA + DHA
(10 + 11) 2HNQ + AsA = 2NO + DHA + 2HO

Als weitere wichtige NO-Quelle gelten Mitochondri@Bupta et al., 2010). In diesen Or-
ganellen kdonnen die Elektronen in der Atmungsksettat auf Sauerstoff als finalen E-
lektronenakzeptor auch auf Nitrit Ubertragen werdeobei sich NO bildet. Diese Reakti-

on wurde in isolierten Mitochondrien aus Wurzelbgeanicht aus Blattern (Gupta et al.,
2005) nach Zugabe voNO, und NADH als Elektronendonator beobachtet (AbbIg-

besondere in Abwesenheit von Sauerstoff ist dieMi@duktion der Mitochondrien sehr
hoch, da hier der kompetitive Effekt von Sauerstdff Elektronenakzeptor nicht auftritt.
Die Hemmstoffe der Elektronentransportkette in démochondrien, Myxothiazol am
Komplex Il bzw. der Cytochromoxidase (ThierbachR&ichenbach, 1981) sowie das HA-
Derivat Salicylhnydroxamsaure SHAM (siehe Tab. 3) dar AOX (Schonbaum et al.,
1971), sorgen unter Sauerstoffausschluss fur eikempletten Abbruch der NO-

Produktion.

Tab. 3: Strukturformeln von Hydroxylamin (HA) und Salicyiliroxamsaure (SHAM).

H @)
/ \
H
H OH
Hydroxylamin Salicylhydroxamsaure
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Abb. 7: Emission von Stickstoffmonoxid durch aufgereinigt@irzelmitochondrien deNia30-
Tabak-Mutante nach Zugabe von Nitrit und NADH. Mihxazol und SHAM wurden zu den je-

weiligen Zeitpunkten appliziert. (entnommen aus @i al., 2005).

Polyamine wie Spermin, Spermidin, Putrescin odegifin fihrten bei Arabidopsis zu
einer erhohten NO-Produktion (Tun et al., 2006)f Aelchem Wege diese Stoffe in die
NO-Produktion eingreifen oder ob sie selbst zu N@afolisiert werden (durch Polyami-
noxidasen), ist noch ungeklart (Yamasaki & Coh&@6).

Insgesamt Uberwiegen bisher die Hinweise, dasa&#ftaNO auf verschiedenen redukti-
ven Wegen bilden kdénnen. In dieser Arbeit (sieh&)Bwird jedoch gezeigt, dass Pflanzen
bei Vorhandensein von Substraten mit niedrigerad@ionsstufe als NO (aber hoherer als

NHs) auf oxidativem Weg NO produzieren kdnnen.
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4. Interaktion zwischen Pflanzen und Pathogenen

Pathogene in Form von Pilzen, Bakterien und Vitetlen in der Umwelt die wichtigsten
biotischen Einflussfaktoren und Schadigungsmogkdek auf ortsunbewegliche, festsit-
zende pflanzliche Organismen dar. Aus letzteremnGroaben Pflanzen vielfaltige, im

Vergleich zu Tieren teilweise einzigartige Abwehghéhkeiten entwickelt.

4.1 Reaktionen von Pflanzen auf Elicitoren

In dieser Arbeit werden u. a. Experimente unterwé&rdung des pilzlichen Elicitors
,Cryptogein“ beschrieben. Deshalb erfolgt hier &imzer Uberblick iiber Elicitoren und
ihre Rolle bei der Pathogenabwehr.

Nach Durchdringung der auf3eren ,Schutzhillen* demRe (Cuticula, Stomata) lauft die
Erkennung von Pathogenen im ersten Schritt halfey 8og. Pathogen-Associated Mole-
cular Pattern (PAMP). Diese sind bestimmte Obehni#strukturen von Bakterien, wie das
Flagellin flg22, ein Peptid-Abschnitt der Baktemeiiel, oder Bruchstlcke von pilzlichen
Zellwanden z. B. Chitinmonomere. Sie werden vorzihen Rezeptoren an der Oberfla-
che der Plasmamembran erkannt und leiten weiteakt®een im Zellinneren ein. Man
bezeichnet solche Stoffe auch als ,Elicitoren”, Alevehrreaktionen hervorrufen (,elici-
tieren®).

Das 98-Aminosauren-Protein Cryptogein wird von déomycetenPhytophthora crypto-
geaproduziert und induziert an Tabak spezifische Atmeaktionen. Es besitzt einen ho-
chaffinen membrangebundenen Rezeptor aus einenofiytein (Bourque et al., 1999)
und vermittelt Uber Signalkaskaden einige typidRkraktionen der Pflanzenzelle:

- Calcium-Einstrom
Der beobachtete Einstrom von“aus dem extrazellularen Raum wird als eine sehr
frihe Reaktion der Pflanzenzelle auf Pathogenesatigan und konnte den Beginn ei-

ner komplexen Enzymkaskade markieren (Tavernial.£1995).

- Proteinphosphorylierung
Die beobachtete Anderung des Phosphorylierungsamiesavon Proteinen durch Kina-
sen und Phospatasen nach Elicitierung ist eberdallsehr friher Effekt und dirfte in
der Weiterleitung der Signale eine entscheidendkeRpielen (Felix et al., 1991).
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- Produktion von Sauerstoffradikalen (ROS)
Die Bildung von ROS nach Pathogenbefall geschiehWesentlichen durch Aktivie-
rung einer plasmamembranassoziierten NADPH-Oxidb&2X, Pugin et al., 1997),
die durch Ein-Elektronen-Transfer von cytosolischReéADPH auf extrazellularen mo-

lekularen Sauerstoff das Superoxid-Radikalarngeneriert. In weiteren Reaktions-

schritten (siehe A 4.2) wird dann letztendlich Waiswffperoxid HO, hergestellt, der

in der Verfestigung der Zellwand eine wichtige Rdpielt.

- Azidifizierung des Cytosols
Die Ansauerung des Zellplasmas ist eine direktgé-olurch die Protonenfreisetzung
wahrend der Oxidation von NADPH. Korrespondiereinddt durch protonenverbrau-

chende Prozesse bei der ROS-Bildung im ApoplastenAdkalisierung statt.

- Erhéhung der Transkription von Abwehrgenen
Die Behandlung von Tabakblattern mit Cryptogein rttlaur Akkumulation von
Gentranskripten der Familie der pathogenesis-t@l@&R)-Proteine (Planchet et al.,

2006). Diese spielen eine wichtige Rolle bei dewAbr von Pathogenen.

Zu den langerfristigen Effekten (2 bis 6 Stundesi)der Elicitierung gehoéren die Synthese
von Phytoalexinen und Ethylen (Roby et al., 1985).

4.2 Bildung von Reakiven Sauerstoffspezies (ROS)

In Teilen dieser Arbeit wird die Produktion von kéaen Sauerstoffspezies (Reactive O-
xygen Species, ROS) im Zusammenhang mit der NOaBddbzw. der Storung der NO-
Nachweise mittels Fluoreszenzindikatoren untersualt diskutiert. Es folgt deshalb eine

Ubersicht tber die Bildung und Reaktionen von ROS.

Sowohl bei tierischen wie pflanzlichen Organismeadt die Produktion von ROS zu
einer der haufigsten Reaktionen auf das EindringenKrankheitserregern. ROS spielen
bei der Aktivierung von weiteren Kaskaden zur Hinleg von Abwehrmaflinahmen eine
wichtige Rolle.

Zu den ROS zahlen sowohl Radikale als auch ionibaiwe ungeladene kleine Molekiile
(fur einen Uberblick siehe Lamb & Dickson, 1997):
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- Superoxid-Radikalanio®;"
- Wasserstoffperoxid ¥D, bzw. Peroxid-AnionOZ"
- Hydroxyl-Radikal «OH
- Singulett-SauerstofiO.,
Da diese Stoffe sowohl fur die produzierende Zaleauch fir das Pathogen geféhrlich
sein konnen, besitzt die Zelle selbst ein SystenDatoxifizierung bzw. zu einer Gleich-
gewichtseinstellung zwischen ROS-Produktion und R®Bau.
Fur die Bildung von Superoxid ist im Wesentlichere anembranstandige NADPH-
Oxidase (NOX) zustandig, die folgende Umsetzunglkatert (siehe A 4.1):
(12) NADPH + Q 2 O + NADF
Zur weiteren Umsetzung von Superoxid stehen eisgangan- oder kupfer/zinkhaltige, in
bestimmten Organellen lokalisierte Superoxid-Dismsan (SOD) zur Verfigung, die das
Superoxid-lon in einer DisproportionierungsreaktmmnH0, und G umwandeln (McCord
& Fridovich, 1969):
(13) O; +2H* O P~ O, +H,0,
Das entstandene Wasserstoffperoxid ist wenigertiorafahig, kann aber trotzdem auf
Grund seiner doppelten Wirkung als Reduktions- Omglationsmittel und seiner Memb-
ranpermeabilitat Enzyme schadigen. Daher steheh higr antioxidative Enzyme zum
Abbau zur Verfigung, namlich die eisenhaltigen,Wesentlichen auf die Peroxisomen
beschréankten Katalasen. Sie katalysieren die Digptionierung von KO,:
(14) O, + KO, 2 2H0 + G
Katalasen stellen damit einen Spezialfall der Pdasen dar, die generelb®, unter Bil-

dung von evtl. quervernetzenden Peroxid-Grupperaadére Substrate tUbertragen.

Ein auRRerst reaktives und daher kurzlebiges Tailecstedas Hydroxyl-Radikal, das u. a. in
folgender Reaktionsfolge (Gleichung 15+16), der.sbgnton-Reaktion bzw. Haber-
Weiss-Zyklus mit Metallkationen, entsteht (Kehi2000):

(15) Fe* +H,0, — [OH +OH™ + Fe*
(16) O; +Fe* - Fe* +0,
Hydroxyl-Radikale reagieren praktisch sofort nauter Entstehung mit vielen organischen

Molekulen, so u. a. mit Lipiden der pflanzlichenllzembran, was zum Tod der betref-

fenden Zelle fihren kann.
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Pflanzen nutzen die Sauerstoffradikale auch dédlal begrenzte Gewebebereiche gezielt
absterben zu lassen (Nekrosen). Damit werden dgefRaines Pathogenbefalls begrenzt
und die Ausweitung der Erreger auf andere Pflamzlenverhindert. Dieses ,Opfern” ei-
gener Zellen fur die Erhaltung des gesamten Orgarssnennt man hypersensitive Reak-
tion (HR).
Der ,oxidative burst®, also die zeitlich und rauaflibegrenzte Freisetzung grol3er Mengen
an ionischen oder radikalischen sauerstoffhaltigetektlen oder lonen dient verschiede-
nen Zwecken:
- Direkte antimikrobielle Eigenschaften
Das Wachstum bzw. die Keimung einiger Pilzsporem wurch HO, gehemmt (Peng
& Kuc, 1992). Kartoffelpflanzen, die das Enzym Glaeoxidase (dieses produziert
H,O, durch Oxidation von Glucose zu Gluconsaure) Ulmrexeren, besitzen eine
verstarkte Resistenz gegen den Erreger der Krdetf&owinia amylovora(Wu et al.,
1995).

- Verstarkung der Zellwand
Nach Verwundung wurde u. a. eine Sekretierung venoXdasen beobachtet. Zusam-
men mit im Extrazellularraum aus Superoxid herdiste H,O, bewirken diese En-
zyme durch eine oxidative Polymerisierung und Qeeretzung von phenolischen
Substanzen eine Verfestigung der pflanzlichen Zaildy so dass ein Vordringen von

Pathogenen erschwert wird (Zusammenfassung bei/&1004).

- Veranderung der Gentranskription
H,O; als ein Beispiel fir ROS erhéht spezifisch die ieggion von Genen, die sowohl
fir dessen eigene Synthese, z. B. NADPH-Oxidasauwsdh den Abbau (Detoxifizie-
rung) codieren. Weitere von,8, induzierte Enzyme sind z. B. die Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL) zur Produktion von pathogenabrenden Phenylpropanoi-
den sowie der dem Stress entgegenwirkenden Enzyitidaoher Glutathion-S-
Transferasen GST (Desikan et al., 1998).

Die Signalkaskade der Genaktivierung nach der Pearevon BO, umfasst die sequen-
tielle Phosphorylierung von Mitogen-Aktivierten Bem-Kinasen (MAP-Kinasen).

Lum et al. (2002) stellten auRerdem fest, dass ikabn von HO, die NOS-abhangige
NO-Produktion in Pflanzen induziert (siehe hieragla A 3.1). Man schloss daraus, dass
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beide Stoffe in der Signaltransduktion nach Pathbgtall sequentiell hintereinander ge-

schaltet sein missten.
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5. Nachweismethoden fur Stickstoffmonoxid

Im Folgenden wird ein Uberblick Uber die zahlreichmeist komplexen Methoden zum
Nachweis von NO gegeben. Jede Methode hat ihréeeN®mund Nachteile hinsichtlich
Selektivitat und Sensitivitat. Einen guten Uberblitber aktuelle Entwicklungen mit wei-
teren theoretischen Hintergrinden geben Mur e{28l11). Praktische Anwendungshin-
weise zu den einzelnen Methoden finden sich beidéba & Delledonne (2008) sowie in
Teil D.

Auf eine vollstdndige Aufzahlung von Primaérlitenatzu den einzelnen Methoden wird
daher weitgehend verzichtet. Ausfihrlich dargeistetirden nur die in dieser Arbeit ver-

wendeten Methoden.

5.1 Chemilumineszenz

Eine der empfindlichsten und spezifischsten Nacbmethoden fur NO in gasférmiger
Form ist die Chemilumineszenz.

Diese beruht auf einer Gasreaktion (Gleichungenrid/18) zwischen NO und OzondQ
bei der zuerst Stickstoffdioxid entsteht und zwaeiner angeregten Form NOBei der
Ruckkehr vom angeregten Zustand in den Grundzusamtiiert das Molekul Licht mit
Wellenlangen dber 600 nm, die von einem Photomidtiperstarkt und registriert werden
(Pinder et al., 2009).

(17) NO+0O, — NO,

(18) NO,” -~ NO, +h
Die Reaktion ist NO-spezifisch und detektiert NQdar Gasphase bis in den ppt (parts per

trillion)-Bereich.

5.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Insbesondere fiir die mikroskopische Visualisierungde eine Reihe spezifischer Farb-
stoffe auf Basis des Fluoreszein-Chromophors mieizendstandigen Aminogruppen
(=Diaminofluoresceine; DAF) entwickelt (Kojima dt,a998). Diese reagieren aber nicht
direkt mit NO, sondern einem Oxidationsprodukt,mretlich N,Oz oder NO zu einem
Triazolderivat, z. B. DAF-2T. Der gesamte ProzessNitrosylierung des Farbstoffs ver-
l&uft wahrscheinlich Gber zwei Stufen, wobei zursiaine Aktivierung des Chromophors
durch eine Ein-Elektronen-Oxidation zu einem Allnaglikal erfolgt und erst im zweiten
Schritt die Addition von NO an dieses (Wardman, 200
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Die Fluoreszenzfarbstoffe existieren in zwei versdanen Formen. DAF-2 wird vor allem
fur extrazellular produziertes oder von Zellen nadfRen abgegebenes NO bzw. fur Fluo-
reszenzmessungen batvitro-Reaktionen verwendet. Um intrazellular gebilddt€3 am
Ort der Produktionif situ) nachzuweisen, wird eine zweifach mit Essigsawesterte
Form des Farbstoffs (DAF-2 DA) verwendet. Diesemgimbrangangig; nach der Passage
durch die Biomembran werden von unspezifischensojitechen Esterasen die beiden A-
cetatgruppen abgespalten, so dass der DAF-Farbstaffteht und mit den NO-
Oxidationsprodukten reagieren kann.

Weder DAF-2 noch DAF-2T sind membrangangig, so alessntrazellulare Fluoreszenz
ausschlief3lich von gebildetem DAF-2T stammt. Letgezeigt eine bis um den Faktor 180
erhohte Fluoreszenz im Vergleich zum unnitrosydierDAF-2 (Kojima et al., 1998), so
dass eine erhdhte Fluoreszenz weitgehend spezdisctie Bildung von DAF-2T schlie-
Ren lasst. Diese Steigerung der Fluoreszenz bauflitem sog. photoinduzierten Elektro-
nentransfer PET (Details bei Nagano & Yoshimur®20

N~—NH

+ ,NO* =>

DAF-2 DAF-2T
Abb. 8: Reaktion von NO bzw. dessen OxidationsproduktarDAF-2 zu DAF-2T.

NHCH,

DAF-FM DAR-4M
Abb. 9: Weitere haufig angewandte NO-sensitive Fluoredaggtoffe.
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Der am haufigsten angewandte FluoreszenzfarbstofDAF-2. Dieser hat jedoch den
Nachteil, dass das gebildete DAF-2T eine starkeApHangigkeit der Fluoreszenz zeigt;
es ist daher nur in alkalischem Milieu gut verwesrdiDiesem Problem kann man durch
die Verwendung von DAF-FM (Abb. 9) ausweichen, des$riazol eine Uber weite pH-

Bereiche stabile Fluoreszenz aufweist. Gelegentvald auch das auf dem Rhodamin-
Chromophor basierende Diaminorhodamin (DAR-4M) \amdet.

DAF-2 DA

DAFI-2 DA
l Esterasel

LNO*
DAF-2-T «—— DAF-2

Abb. 10: Wirkungsweise von membrangangigen Fluoreszenzfsfes am Beispiel DAF-2 DA.

Bereits in friheren Untersuchungen wurden Unstinkeitgn beim Vergleich von NO-
Messungen mittels Chemilumineszenz und Fluorimemwie DAF-Farbstoffen festgestellt.
Planchet et al. (2006) stellten bei Tabaksuspessa&len nach Behandlung mit Crypto-
gein mittels Chemilumineszenz-Messung eine leichtlete NO-Produktion nach 3 — 6
Stunden fest. Parallel durchgefihrte Fluoreszengumggen mit DAF-2 DA aufgeladenen
Zellen ergaben aber einen schnellen linearen Apgitie3 — 6 Stunden, wahrend danach
die Fluoreszenz stagnierte.

Weitere Zweifel an der Spezifitat von DAF-2 fur NEDwuchsen auf Grund der Arbeiten
von Zhang et al. (2002). Bei der Reaktion von Ababrund Dehydroascorbat, wichtigen
Antioxidantien in tierischen und pflanzlichen Organen, mit DAF-2 wurden Addukte
mit einem von DAF-2 nicht unterscheidbaren Fluoeegapektrum gefunden.

Eine weitere ,nicht-klassische” NO-abhangige Mdgkeit der DAF-Fluoreszenz be-
schreibt Jourd’heuil (2002). In Gegenwart von Pgnitxit und HO, konnte die mittels
NO-Donor erzeugte Fluoreszenz bis auf das Siebkefgesteigert werden. Dabei wird
maoglicherweise ein radikalisches Intermediat auFE2Aerzeugt, das direkt mit NO rea-
gieren kann.

Uber eine spontane Erhéhung der Fluoreszenz von-RAFAF-FM und DAR-4M berich-
ten Gan et al. (2013), die ohne jegliche externe@i@lle auftrat und zu problematischen
Ergebnissen bei geringer NO-Emissionen fuhren l&nnt
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Weitere Untersuchungen zeigten einen stark erh@meRkdfluss von zweiwertigen Katio-
nen (C&", Mg®") auf die Fluoreszenzintensitat des Triazols DAF-Riese Erhohung der
Intensitéat ist nicht durch eine positive Beeinflusg der Reaktion von DAF-2 mitR3 zu
erklaren, sondern beruht auf einer Interaktion wareiwertigen Kationen mit DAF-2T
(Broillet et al., 2001). Eine Erniedrigung der DARF-Fluoreszenz wurde dagegen in Ge-
genwart von Catecholaminen und Antioxidantien bebtet. Dieser Effekt ist durch eine
direkte Interaktion der Substanzen mit NO zu eddéiso dass dieses nicht mehr fur die
Reaktion mit DAF-2 zur Verfugung steht (Nagatalet1999).

Einen Uberblick tber die Vor- und Nachteile versclginer Fluoreszenzindikatoren sowie
iiber mégliche Verkniipfungen mit €aabhangiger Fluoreszenz bzw. Elektrophysiologie
bietet von Bohlen und Halbach (2003).

5.3 Spurenanalyse von NO, Nitrit und Nitrat: Reduktive Chemilumineszenz

Da Stickstoffmonoxid nach Oxidation zu hoheren Nid@x in wassriger Losung in hohem
Prozentsatz zu den weitgehend stabilen Endprodukieit (NO,) bzw. Nitrat (NO;)

reagiert, kann NO auch Uber diese Saureanionergaaobsen werden. Hierzu eignet sich
die reduktive Chemilumineszenz, bei der mit Vanadiichlorid (VCkL, Gleichungen 19
und 20) oder Triiodid §I) die gebildeten Oxide im sauren Milieu wieder zO Kickoxi-
diert werden (Wang et al., 2006) und dann wie whblimit der Gasphasen-

Chemilumineszenz nachgewiesen werden.
(19) NO, + 4H + 3V & NO + 3V + 2HO
(20) NO;, + 2H + V** & NO + V' + H,0

Mit einer ahnlichen Methode basierend auf Triiokiicthn auch nur Nitrit oder die mit Pro-
teinen gebildeten Addukte erfasst werden (Feeksai., 2002).

5.4Kolorimetrischer Nachweis

Ein klassischer direkter Nachweis fur Nitrit dageget die sog. Lunge- oder Griess-
Reaktion. Dabei bildet sich im sauren Milieu aus de/ei Komponenten Sulfanilsaure und
a-Naphtylamin ein violetter Azofarbstoff, dessen Atygtion photometrisch bei 546 nm

gemessen werden kann.
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HE].IHAD;NH: > H“.IHO;XZ:\. Q e
Sulfanilsiiure '

a-Naphtylamin

Abb. 11: Reaktionsschema beim kolorimetrischen NachweisNitnit.

Die Griess-Reaktion wurde in verschiedenen Variaategewandelt, um Nitrit in Blut und
Urin zu messen (Ubersicht bei Tsikas, 2007).

Da grundsatzlich nur Nitrit nachgewiesen werdennkanuss evtl. vorhandenes Nitrat zu-
nachst zu Nitrit riickoxidiert werden, was in dergBledurch VC} bewerkstelligt werden
kann. Auf diese Weise kann photometrisch die Gasamge an gebildeten N-Oxiden ge-
messen werden, wobei allerdings Beeintrachtigumiyech die Farbe der Vanadium-lonen

bestehen.

5.5Weitere Mel3methoden fir NO

- Laserphotoakustik (LPAD):

Bei der nicht-invasiven Laserphotoakustik-MethodedWNO mittels Laserpulsen (Infra-

rotlicht bestimmter Wellenlangen), die von dem Maileabsorbiert werden, spezifisch
detektiert. Die bei der Absorption erzeugten Druttkuschiede werden von einem emp-
findlichen Mikrofon wahrgenommen und ausgegeben t@ithnische Details siehe Mur et
al., 2005).

- Hamoglobin-Methode:

Die hohe Affinitat von NO zu eisenhaltigen Hampnog® wird bei der sog. Hamoglobin-
methode genutzt (Murphy & Noack, 1994). Bei der &adaktion von NO mit Fe(ll)-
Oxyhamoglobin wird nach Gleichung 21 Fe(lll)-Meth@giobin und Nitrat gebildet
(Ignarro et al., 1993). Die dabei auftretende Vdeginng des Absorptionsspektrums kann

mittels Photometrie detektiert werden.

(21) Hamoglobin-Fe(ll)-Q + NO =» Hamoglobin-Fe(lll) +NO;
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- Elektronenspinresonanz (ESR):

Bei dieser Methode macht man sich die radikaliseiek damit paramagnetische Natur von
NO mit seinem ungepaartarElektron (siehe Abb. 1) zunutze. Auf diese Weiaarkman
es von anderen diamagnetischen Substanzen in eioemaul3en angelegten Magnetfeld
unterscheiden. Da die Ruckkehr des angeregtenr&tekrzurick in den Grundzustand viel
zu schnell ablauft, wird durch Verwendung sog. psipaps* wie Diethyldithiocarbamat
(DETC) oder N-Methyl-D-Glucamin-Dithiocarbamat (NNE), die spezifisch mit NO zu

Komplexverbindungen reagieren, eine verbessertsit8eatét erreicht.

- Polarographie:

Spezifisch oberflachenverdnderte Elektroden finden der Detektion mittels NO-
Elektroden Verwendung. Dabei verandert die Oxigatron NO zum Nitrosoniumkation
die Stromstérke an der Oberflache der Elektrode-B\NgBtroden konnten bisher nur in der
Flissigphase angewandt werden; neuer Entwicklutegsen auch Gasphasenmessungen
zu. Die Sensitivitat variiert je nach Art der Elelde und kann bis unter 1 nM betragen.
Einen Uberblick tiber verschiedene Elektrodentydeteh Davies & Zhang (2008).

- Massenspektrometrie:

Mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS) kdnnen nelaksn reinen NO-Detektion auch
Isotopenmarkierungsexperimente durchgefihrt wertiShgibt es fur pflanzliche Systeme
in zwei Varianten: Bei der MIMS (Membrane Inlet M&jfundiert NO aus Suspensions-
zellen durch eine diinne Membran in ein Massenspaleier, wahrend bei der von Con-
rath et al. (2004) entwickelten RIMS (Restrictioapilary Inlet MS) auch die Messung
von NO aus ganzen Pflanzen bzw. Blattern moglittBiei letzterer wandert NO Uber eine

lange, sehr diinne Restriktionskapillare zum Magsskisometer.

31



Einleitung

6. Zielsetzungen dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit hatte zwei nicht unmittellmaiteinander zusammenhangende Zie-
le:

Zum einen wurde untersucht, ob Pflanzen Stickstoffoxid (NO) auf oxidativem Wege
herstellen kbnnen, ohne dabei den tierischen ,NG%f\V¥u beschreiten.

Zum anderen wurde der weitaus groRere Teil dazweradet, die schwerwiegenden Dis-
krepanzen aufzulésen, die in der NO-Detektion ke derwendung von Fluoreszenz-
Indikatoren und der Gasphasen-Chemilumineszenzmgerer Arbeitsgruppe aufgetreten
waren. Die Frage war dabei insbesondere, inwieteiDAF-Fluoreszenz tatsachlich NO-

spezifisch ist.
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B ERGEBNISSE

1. Existiert eine oxidative NO-Bildung aus Hydroxyamin?

Ausgehend von der Kenntnis Uber das Auftreten vgdrékylamin (HA) im globalen
Stickstoffkreislauf (siehe A 1.3) sowie wegen dessekannter Eigenschaft als NO-Donor
(Antoine et al., 1996) wurde die Hypothese einerhfen” oxidativen NO-Synthese in
Pflanzen jenseits der umstrittenen NO-Synthase suntht.

1.1 Tabaksuspensionszellen erzeugen sauerstoffablgécn NO aus Hydroxylamin und
verwandten Substanzen

Zunéchst wurde getestet, ob Tabaksuspensionszglieisatzlich Gber die Fahigkeit ver-
fugen, NO aus Hydroxylamin freizusetzen. Dazu wargewveils 15 mL Zellsuspension
mit HA-LOsung versetzt, so dass verschiedene Ermkamationen erreicht wurden. Die
NO-Emission in die Gasphase wurde mittels Chemih@szenz detektiert (Abb. 12 A).
Bis hinab zu einer Konzentration von 4 uM HA kondtbei noch eine NO-Freisetzung
festgestellt werden (Abb. 14).
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Abb. 12: NO-Emission aus Tabaksuspensionszellen (A) sawidtro aus XOD und Xanthin (B)
nach Zugabe von HA (Zeitpunkt der Zugabe jeweilslsglisiert durch den Pfeil). Die Diagramme

zeigen jeweils ein reprasentatives Beispiel ausindrei Parallelversuchen.

Im nachsten Schritt wurde an Stelle von HA die lghals Hemmstoff der Alternativen
Oxidase (AOX) verwendete Salicylnydroxamsaure (SHAMhe A 3.2.2), ein strukturel-
les Derivat von HA, untersucht. Tatsachlich koretleh SHAM von den Zellen zu Stick-
stoffmonoxid oxidiert werden — sowohl in niedrigals auch in hohen Konzentrationen.

Allerdings liel3 sich mit SHAM die Emission von NQcht beliebig steigern. Hohe Kon-
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zentrationen im millimolaren Bereich, in denen tHemmstoff normalerweise angewandt
wird (Gupta et al., 2005), ergaben dieselbe Emimsgiee niedrige Konzentrationen. Hier

zeigte sich — soweit untersucht — ein Gegensatz/Azu

Fur beide Substanzen allerdings gilt: Je héheweéiabreichte Konzentration, desto langer

halt die Emission von NO an.
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Abb. 13: NO-Emission aus 5 uM (A) bzw. 2,5 mM (B) SHAM nagpplikation auf 15 ml Tabak-
suspensionszellen (Zeitpunkt jeweils durch Pfeifkiest) gemessen mittels Chemilumineszenz.

Die Abbildungen zeigen reprasentative Graphen erishdrallelversuchen.

Zur weiteren vorlaufigen Charakterisierung der Rieakwurde zunachst die Sauerstoffab-
hangigkeit Uberpruft. Bei Durchleitung von Stickstanstelle von Luft durch die Chemi-
lumineszenz-Apparatur, fand keinerlei NO-Emissioehm statt. Die Emissionsrate in
Pressluft stieg bei der verwendeten niedrigen HAémtration (4 uM) zunéchst nur fur
ca. 3 Minuten an und sank danach rasch wieder iabV&rgleich der Gesamtflache der
Emissionskurve (= der gesamten NO-Emission dur¢ghMdHA) bis zum Reaktionsende
nach ca. 20 Minuten mit der eingesetzten HA-Stoffgeeergab, dass nur ca. 0,125 % des

eingesetzten HA zu NO oxidiert wurden.

34



Ergebnisse

2,04 4
s,
1,54 *
o
—_ o o
o] o
E 1,0 .\ —e— Luft
. o _ .
(Z) 4|.l|\/| HA \. A - Stickstoff
0,54 °
l [ ]
0,04
0 10 20 30 40 50
Zeit Iminl

Abb. 14: NO-Emission (ppb) durch 10 mL Tabaksuspensionszaihch Zugabe von 4 uM HA in

einer Chemilumineszenz-Apparatur, die wahrend dessdng mit NO-freier Pressluft bzw. Stick-
stoff durchspult wurde.

1.2 Ist die NO-Produktion abhangig von der Bildungvon ROS?

Die gezeigte Sauerstoffabhangigkeit kbnnte mogtwhese Uber die Bildung von Reakti-
ven Sauerstoffspezies (siehe hierzu A 4.2) erfqlgla natirliche Beiprodukte der At-
mungskette, der photosynthetischen Elektronentmatisgite, der PM-NADPH-Oxidase
und vieler anderer Reaktionen sind und besonddes @tressbedingungen (z. B. Schwer-
metallbelastung, Pathogenattacken) gebildet wer8espensionszellen wurden mit ver-
schiedenen Substanzen behandelt, welche entwexlBildung von ROS provozieren oder
aber als ROS-Scavenger fungieren. Auch unter digsegiligen Bedingungen wurde die
NO-Emission der Zellen mit der Chemilumineszenzkigtrt.

Um zunachst die Bildung von ROS zu erh6hen, wurelée# entweder mit dem Schwer-
metallsalz CdCl (Schutzendibel & Polle, 2002) oder mit dem pitzio Elicitor Crypto-
gein (siehe A 4.1) inkubiert. Auch Myxothiazol, difemmstoff der Atmungskette in den
Mitochondrien, sorgte fur eine erhéhte Bildung WR@S (siehe A 3.2.3).

Die gro3te Steigerung der NO-Emission konnte eitigeuit Cryptogein erreicht werden
(Abb.). Keine Erh6hung der NO-Produktion wurde duidyxothiazol verursacht. Mit
CdCkL war ein klarer Effekt mit SHAM als Substrat zuenken, mit HA dagegen kaum.
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Abb. 15: NO-Emission uber einen Zeitraum von 30 Minuten ldAsbzw. SHAM nach einstindi-
ger Inkubation von 10 mL Zellsuspension mit Myxattol (10 uM), CdGl (500 uM) bzw. Cryp-
togein (50 uM). Gezeigt sind die Mittelwerte aug/E2derholungen.
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1.3In-vitro-Versuche zur Oxidation von Hydroxylaminen zu Sticlstoffmonoxid

Die beschriebenen Experimente mit Suspensionszeligaben Hinweise auf die Beteili-

gung von ROS an der Oxidation von HA zu Stickstaffroxid. Zur weiteren Absicherung

wurden verschiedene ROS-generiereimdeitro-Systeme genutzt:

- Die Oxidation von Glucose zu Gluconsaure mit Hier Glucoseoxidase (GOD) er-
zeugt HO.:

O, -CH
CH. OH |
q H—C—OH
(22) - +0 D HO—C—H + HO
H—C—OH
HO OH
H—C—OH
oH CH,OH

- Das Superoxid-Radikalanion wird bei der Konvertigywon Xanthin in Hypoxanthin
bzw. Harnséure durch die Xanthinoxidase (XOD) gisiil

0 0
H H
(23) HN "N so N NH ]
A p re> o< | "o
o~ NT N N N7 o

Um dabei neben NO auch die Oxidationsprodukte v@n(NG, i. €. NO, undNO;) zu

erfassen, wurde eine abgewandelte Methode des tNageweises angewandt, bei der
auch das entstandeMO; quantifiziert werden kann (Casanova et al., 2006. erhalte-

nen Messwerte korrelierten im Wesentlichen mit ganallelen Chemilumineszenzmes-

sungen von NO.

Tab. 4: NO-Emission (Chemilumineszenz, integrierte Peakiéi) sowie Nitrit- und Nitratbildung
(in nmol pro 10 mL Reaktionslésung) aus HA bzw. 3HADie Lésung enthielt die angegebenen
Substanzen (0,5 U XOD, 0,25 mM Xanthin, 0,5 U GGDnM Glucose, 7 U SOD). Die Reakti-
onszeit betrug jeweils 30 Minuten, die angegebevigtelwerte stammen aus drei unabhéngigen
Messungen.

Reaktionsansatz Gesamt-NO- Nitrit Nitrit + Nitrat
Emission [nmol] [nmol/10 ml] [nmol/10 ml]

+ HA (400 nmol/10 ml Zellsuspension)

Kontrolle 0.00352 £0.00088 1.57 +0.25 254+44
+ XOD + Xanthin 0.051 +0.0088 24.89 £ 0.59 97.6+£37.5
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+ XOD + Xanthin + SOD 0,117 +0.022 142.68 = 3.07 267.2 +5.62
+ SOD 0.034 + 0.001 2.82 £0.49 22.02 £11.02
+ GOD + Glucose 0.0084 + 0.0031 7.70£5.20 Nicht gemessen
+ SHAM (500 nmol/10 ml Zellsuspension)

Kontrolle 0.00 £ 0.00 1.86 £ 1.08 598 +1.74

+ XOD + Xanthin 0.0084 + 0.0035 29.46 +0.29 50:80.37

+ XOD + Xanthin + SOD 0.0145 £ 0.0031 20.66 + 0.04 90.34 £ 19.03
+ SOD 0.0299 + 0.0044 3.12+1.24 23.45 +5.89
+ GOD + Glucose 0.00088 * 0.0004 7.10 £4.08 Ngehhessen

Bei beidenin-vitro-Messreihen zeigte sich, dass die Superoxid-proceraien Enzymsys-
teme die Oxidation von SHAM bzw. HA zu NO stark @nrkn. Mit HA als Substrat ent-

steht dabei wesentlich mehr NO und Nitrat als rHA$1. Nach Zugabe von SOD, einem

superoxid-abbauenden Enzym, zeigte sich unerwalé&tse eine Verdopplung der NO-

Emission und, im Falle von HA, eine Verdreifachudey NQ-Menge. Auch hier war die

Steigerung im Falle von HA wieder wesentlich stérkesgepragt als bei SHAM. Bemer-

kenswerterweise erhéhte SOD alleine im Falle von dié& NO-Bildung (aber nicht die

Nitrit- und Nitrat-Bildung) ebenfalls, obwohl in ésem Fall gar kein ROS gebildet wird.

Im Falle von Wasserstoffperoxid war nur eine schwea®©xidation festzustellen.

44 15 ml Zellsuspension

40 pM HA

A

NO [ppb]
NO [ppb]

15 ml Zellsuspension
50 uM SHAM

B

Abb. 16: NO-Emission durch Tabaksuspensionszellen (integrilache des Chemilumineszenz-
Graphen) nach Zugabe der angegebenen ROS-abbauemane (1 U/mL SOD, 666 U/mL Ka-

talase) sowie HA bzw. SHAM. (n = 4)

Die beschriebenen ROS-generierenden Enzyme hattdndeutliche Effekte auf die NO-
Produktion durch intakte Zellen. Wurde SOD zusamm&nHA bzw. SHAM auf Tabak-
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suspensionszellen appliziert, so zeigte sich ime@sgtz zu dein-vitro-Versuchen eine

grofRere relative Steigerung mit SHAM als mit HA QAIL6). Bei Inkubation der Zellen
mit zwei ROS-abbauenden Enzymen (SOD und Kataliis&ghzeitig — eine Situation, die
in vitro nicht getestet wurde — ergab sich die starkstgy&teng der NO-Emission. Auch
dieser Befund war unerwartet. Es deutet sich damitdass die Oxidation von Hydroxy-
laminen zu NO durch enzymatische Katalyse starkhdeanigt werden kann.

1.4 Messung der HA-Oxidation mittels DAF-Fluoreszen
Insbesondere bei Beteiligung der SOD scheinen gkt#degen des entstandenen NO einer

Messung mittels Chemilumineszenz durch die rasckeéefdxidation zuNO, und NO;

zu entgehen (Tab. 4), so dass das reale AusmaRl@dildung noch viel gro3er sein
misste, wenn NO das primére Oxidationsprodukt waeshalb wurde NO auch mittels
der etablierten DAF-Fluoreszenz untersucht, woliee enmittelbare Reaktion mit NO

bzw. dessen Oxidationsprodukten schon in Losundn.(@hne Austreibung von NO aus
der Wasserphase) stattfinden sollte.

100 4 —m— HA + XOD + Xanthin + SOD
—4&— HA + SOD

—— HA + XOD + Xanthin
—w—HA

Fluoreszenz [A.U.]

Zeit [min]

Abb. 17: NO-Emission aus Hydroxylamin gemessen mittels DAkeFeszenz in einem zellfreien
Medium, das 40 uM Hydroxylamin, 0,05 U XOD + 0,2MrnXanthin, 1 U SOD und 5 uM DAF-2

in den angegebenen Kombinationen enthalt. Die Ktiat(nur DAF) wurde der Ubersichtlichkeit
halber weggelassen. (n = 3).
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Auch mit dieser Messmethode konnte eine SteigedergNO-Bildung durch SOD beo-
bachtet werden, allerdings schien hier alleine @D mehr NO (gemessen als DAF-
Fluoreszenz) gebildet zu werden als mit XOD+XanthA (vgl. Tab. 4). Diese offen-
sichtliche Diskrepanz zwischen den Chemilumines2dadaten und den Ergebnissen
der DAF-Fluoreszenz, die bereits in friheren Megeunn anderem Zusammenhang auf-
getaucht sind (Planchet et al., 2006) flihrte zuesen Untersuchungen.

Es sollte die Beeinflussung der DAF-Fluoreszenervdrgerufen durch NO-Gas und NO-
Donoren — durch SOD naher untersucht werden. Damdeveine Lésung, die 5 U SOD
und 5 uM DAF-2 enthielt, mit 5 ppm NO (vermischtti8iickstoff oder Luft) durchspilt
und die Fluoreszenz von Aliquots zu bestimmtenetedrmittelt (Abb. 18 A).

Unerwarteter Weise war der Fluoreszenzanstieg it dlleine extrem niedrig, konnte
aber durch SOD stark gesteigert werden. Eine dml®OD-Wirkung trat auch bei Ver-
wendung des NO-Donors Angeli’'s Salz (siehe C 1ud)Abb. 18 B).

1200

500+ -— DAF + SOD + NO (Luft) —@—50 M Angeli's Salz + 1 U SOD
-A— DAF + SOD + NO (Nz) 1000 B —=&— 50 uM Angeli's Salz
-#— DAF + NO 7

400

]
@
o
o

3004
600

2007 400

Fluoreszenz [A. U]
Fluoreszenz [A. U.

100 200

T
T T T T T T T 0 5 10 15 20
Zeit [min]
Zeit [min]

Abb. 18: (A) Zeitabhéngige Fluoreszenz von Losungen, di¢/6DAF-2, 1 U/mL SOD enthalten
und von 5 ppm NO (gemischt mitder Luft) durchspult wurden. (B) Fluoreszenzenkiving
aus 50 uM Angeli’s Salz in Gegenwart von 1 U/mL S@Dzellfreiem Medium). Die Mittelwerte
stammen aus drei unabhangigen Messreihen.
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2. Untersuchungen zur DAF-Fluoreszenz nach Elicitireing von Tabaksuspensionszel-
len

Ausgehend von den bereits erwahnten widerspruamniéirgebnissen zur NO-Bildung aus
Blattern oder Suspensionszellen, die bei der NOsMigg mittels Chemilumineszenz und
DAF-Fluoreszenz auftraten (Planchet et al., 2008)esnunmehr ein systematischer Ver-
gleich beider Methoden durchgefihrt werden.

Hierzu wurde einerseits DAF-2 verwendet, das nictellen eindringt und NO nur nach
Abgabe durch die Zellen in das umgebende Zellmeddvimsst. Andererseits sollte mit
dem zellpermeablen Diacetat (DAF-2 DA) auch NO iellidnerenin situ detektiert wer-
den. Erganzend wurden auch das Derivat DAF-FM i2AF-FM DA sowie der Rhoda-
minfarbstoff DAR-4M verwendet. Beide werden als lN@ikatoren in der Literatur ver-
wendet (siehe A 5.2).

2.1 Charakterisierung von DAF-reaktiven Substanzenm Filtrat von elicitierten Zel-

len

Um eine sichere, reproduzierbare NO-Bildung undkfr&mn ins Medium zu induzieren,
wurden Tabaksuspensionszellen (Wildtyp) mit Cryptognkubiert. Die Zellen wurden
dann rasch durch Filtration vom Medium getrennt enst der so erhaltene ,Uberstand*
wurde mit DAF-2 versetzt. Aus friheren Chemilumiresz-Untersuchungen (Planchet et
al.,, 2006) war bekannt, dass Zellen einer volligtraifeduktase-freienNia30-
Doppelmutante (Muller, 1983) weder NO noch Nitribguzieren. Diese Mutanten wurden
zum Vergleich ebenfalls gemessen.

Um eine Unterscheidung zwischen einer potentietb&dativen oder reduktiven NO-
Synthese vornehmen zu kénnen, wurden die Zellemlslownter Luft als auch unter Stick-
stoff inkubiert. Die Uberstande (s. 0.) wurden daormal in Luft weiterbehandelt.

Abb. 19 zeigt, dass sowohl bei dera30-Mutanten als auch mit Wildtypzellen (jeweils in
Pressluft) ein starker ca. eine Stunde anhalteRldereszenzanstieg stattfand, obwohl die
Nia30-Mutante eigentlich kein NO zu produzieren schi€@hgmilumineszenzdaten). Bei
Durchleitung von Stickstoff fand absolut kein Fleszenzanstieg statt. Die Bildung fluo-

reszierender DAF-Derivate war also sauerstoffabiging
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Abb.19: Fluoreszenz des Filtrates von elicitierten bzw.ah#@mdelten Tabaksuspensionszellen, in
Stickstoff bzw. Pressluft (A: WildtypNicotiana tabacum cv. Gatersleben; B:Nia30
Doppelmutante) nach Zugabe von DAF-2 (0,5 pM).

Weitere Experimente mit diesem Uberstand sollten Hinweise auf die Eigenschaften
des Stoffes bzw. der Stoffe (,Substanz X*), die/detr DAF reagiert. Da NO als Radikal
in wassriger Losung — abhangig von der Konzentnatioeine nur kurze Halbwertszeit
aufweist, wurde der Fluoreszenzanstieg nach DAFaBagzu einem kurz erhitzten Uber-
stand sowie nach langerer Standzeit (bis 24 hltesstandes bei Raumtemperatur unter-
sucht (Tab. 5). Im ersten Fall wurde die Fluoregzgahezu komplett eliminiert, in letzte-
rem sank sie auf ca. 1/3 des ursprunglichen WeKash der langen Standzeit hétte sich
NO entweder verflichtigt oder es ware vollstandigNitrit bzw. Nitrat oxidiert worden;
diese Befunde sprechen ziemlich eindeutig dagedass sich hinter ,Substanz X* NO
verbirgt. Vielmehr musste hier erstmals damit genet werden, dass DAF-Fluoreszenz

auch ganz ohne NO zustande kommen konnte.

Tab. 5: DAF-2-Fluoreszenz im Filtrat von TabaksuspensiolteszgNicotiana tabacunev. Gaters-
leben), die fur eine Stunde mit oder ohne Cryptogakubiert wurden. Nach Filtration wurde der
Uberstand behandelt wie angegeben. DAF-2 wurdegalmgs und die Fluoreszenz nach einer
Stunde gemessen. Die Mittelwerte wurden aus 3 -egl®vholungen gebildet. (Details siehe Mate-
rial und Methoden)

- Cryptogein + Cryptogein
Fluoreszenz

Zellfiltrat 11.7 + 5.7 672.5 £ 159.7
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nach Erhitzen (5 min 90 °C) 3.2 £+ 0.6 41 + 21
nach 16 h bei 7 °C 25 + 04 224.1 + 116.0
Filtrat + 0.1 mM KCN 23 £ 0.7 1469 + 35.1
Filtrat + 6 U catalase 41 + 0.8 3.8 + 2.3
Filtrat von Zellen + DPI nicht gemess 525 + 140
nach Gelfiltration (G 25) 70 £ 3.0 56.8 + 223
nach Gelfiltration + HO, 765 + 4.72 15.8 + 5.6
nach VS-Filtration 38+ 09 6.3 + 3.7
nach VS-Filtration + MRPO 46 £+ 0.6 396.0 £+ &5.

Zur weiteren Charakterisierung der vermuteten SuizsiX* wurde mit Zugabe verschie-
dener Stoffe bzw. Enzyme versucht, diese Fluoreszerpbeeinflussen. Zeitgleiche Zugabe
von DAF-2 und Katalase, einempy®h-abbauenden Enzym, verhinderte den Fluoreszenz-
anstieg im Filtrat von Cryptogein-behandelten Zek®mplett (Tab. 5). Wasserstoffpero-
xid scheint fur die Generierung der Fluoreszenp alssentiell zu sein. Tatsachlich wird
H.O, als Reaktion auf Pathogene wéahrend des ,oxidativet” durch die membranstandi-
ge NADPH-Oxidase in Zusammenarbeit mit der Katatped®ldet (siehe A 4.1)

Einen weiteren Hinweis auf eine®G,-abhangige DAF-Fluoreszenz lieferte die Inkubation
der Zellen mit Cryptogein und Diphenyleniodoniunmsid (DPI), einem Hemmstoff der
PM-NADPH-Oxidase. Der Fluoreszenzanstieg sank aeriger als ein Zehntel des ur-
sprunglichen Wertes nach Zugabe von DAF-2 zum eatsenden Filtrat (Tab. 5).

Durch die bisherigen Versuche war allerdings notnganzlich ausgeschlossen, dass
NO bei der Generierung der Fluoreszenz im Zelliibatseine Rolle spielt. 1D, kénnte
maoglicherweise an einem Oxidationsprozess von N@ine DAF-reaktive Form beteiligt
sein. Diese Reaktion kdnnte im biologischen Systemer enzymatischer Katalyse ablau-
fen. Ein Kandidat fur apoplastisch vorhandene, ndathogenbefall sekretierte Enzyme
sind die Peroxidasen.

Die Zugabe von Kaliumcyanid in mittlerer Konzeniwat (100 uM) zum Filtrat von elici-
tierten Zellen verringerte den Fluoreszenzanstidgca. 25 %. Die Wirkung von Kalium-
cyanid beruht auf der Bildung von sehr stabilen igren mit Metallionen in Enzymen,
im Fall von Kaliumcyanid besonders mit Eisen-lonBre Verminderung kénnte also auf
eine Beeintrachtigung der enzymatischen Aktivigitder Erzeugung der fluoreszenzerh6-

henden Verbindungen, z. B. durch eisenhaltige Reéasen deuten.
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Enzyme besitzen ein hohes MolekulargewichiOidagegen nicht. Eine selektive Filtrati-
on sollte die Fluoreszenz im Filtrat von Cryptogbehandelten Zellen daher vermindern.
Tatséachlich konnte durch VectaSpin(VS)-Filtratide] der nur Komponenten mit hohem
Molekulargewicht (=Enzyme) zurtickgehalten werdag, Fluoreszenz nach DAF-Zugabe
fast komplett gehemmt werden. Mittels nachtraglichegabe von Meerrettich-Peroxidase
(MRPO) und DAF-2 zu diesem Filtrat konnte die Fesrenz wieder auf mehr als 50 %
des erwarteten Wertes gesteigert werden. BeidenBeferharten die Notwendigkeit einer
extrazellularen Peroxidase fiur die Erzeugung eiN€&-unabhangigen hohen DAF-
Fluoreszenz im Zellfiltrat.

Die selektive Abtrennung von Wasserstoffperoxidksnponente mit niedriger moleku-
larer Masse konnte mittels Gelfiltration durch Saghdx G 25 in kleinen Séulen durchge-
fuhrt werden. Nach Zugabe von DAF-2 zum Filtrat war Fluoreszenzanstieg um 90 %
gehemmt. Nachtragliche Zugabe vopCH und DAF-2 stellt allerdings nur ca. ein Drittel
der ursprunglichen Fluoreszenz wieder her. Dasdelgebnis war nach J@,-Zugabe zum
Filtrat von unbehandelten Kontrollzellen zu erhajteas daraufhin deutet, dass Peroxida-
se konstitutiv im Zelliberstand vorhanden ist, veslar HO, nur nach Pathogenbefall Gber
die membranstandige NADPH-Oxidase gebildet wird.

Eine Bestatigung hierflir ergab auch die MessungMiarge an KO, (Abb. 20) und der
Peroxidase-Aktivitat in den Uberstanden (Tab. 6).

Tab. 6: PO-Aktivitat im Filtrat von Cryptogein-behandeltand unbehandelten Suspensionszellen

(Details zur Messung siehe Material und Methoden)

- Cryptogein + Cryptogein

PO-Aktivitat [mU/mL Zellfiltrat]

200 71 238 + 89

Sowohl bei unbehandelten als auch elicitiertenefetand sich ungeféahr die gleiche Pero-
xidase-Aktivitat, wahrend die Konzentration an,Gd im Filtrat von Cryptogein-
behandelten Suspensionszellen funfmal hoher aldeinKontrolle lag. Bei Zugabe des
NOX-Inhibitor DPI (50 uM) zu Cryptogein-behandeltetellen sank auch die J.-
Konzentration im Filtrat der behandelten Zellen da$ Niveau der Kontrolle (Abb. 20).
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Abb. 20: H,0O,-Konzentration im Filtrat von Suspensionszellen Babak-Wildtyps (var. Gatersle-
ben oder Xanthi) bzw. déMia30-Doppelmutante nach Behandlung mit Cryptogein (cBgtails

zur Messung siehe Material und Methoden. (n =/%.—

2.2 Hemmung der DAF-Fluoreszenz in Anwesenheit vaBuspensionszellen

Prinzipiell sollte sich die oben beschriebene Fsaenzerhéhung nicht nur in einem Zell-
filtrat einstellen, sondern auch dann, wenn DAFe2elis bei der Elicitierung der Zellen
mit Cryptogein anwesend ware. Hierzu wurden zuitmesten Zeitpunkten vom komplet-
ten Zellansatz Aliquots filtriert und das Filtraifert fluorimetrisch gemessen. Das Ergeb-
nis zeigt in diesem Fall eine sowohl bei unbehaedehls auch behandelten Zellen Uber
die zwei Stunden Inkubationszeit nahezu gleichblede, auf sehr niedrigem Niveau lie-
gende Fluoreszenz, dies sowohl H&@a30-Mutanten als auch bei Wildtypzellen (Abb. 21).

Nur zu Beginn fand jeweils ein kurzer steiler Aagtstatt.
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Abb. 21: Fluoreszenz bei direkter Inkubation von Susperszielten Nia30-Doppelmutante und

Wildtyp) mit Cryptogein (50 nM) und DAF-2 (0.5 uMJu den angegebenen Zeiten wurden 2 mL
Suspensionszellen abgenommen, filtriert und dasaEfluorimetrisch gemessen.

Eine mdgliche Erklarung fir das unerwartete Phamokidmnte sein, dass Suspensionszel-
len eine Substanz bzw. Substanzen auf der Zelleasdzen oder in den Apoplasten ab-
geben, die den Anstieg der Fluoreszenz hemmt bemnien. Eine weitere Moglichkeit
wirde in einer Veranderung der Reaktionsprodukteime nicht fluoreszierende Form
bestehen.

Um diesen Effekt ndher zu untersuchen, wurden Sssmpeszellen mit dem Produkt aus
einer In-vitro-Reaktion (Meerretich-PeroxidasesPp+DAF-2, siehe 2.3) sowie DAF-2T
versetzt. In ersterem Fall wurde keine Fluoreszemalame festgestellt, die Fluoreszenz
von DAF-2T dagegen wurde erniedrigt (Abb. 22). D&#ensichtliche Abbau von DAF-2T
durch Zellen wurde bei Verwendung von mit Cryptogelicitierten Zellen noch verstarkt
(nicht gezeigt). Da dies auf eine mdogliche Reaktimn DAF-2T mit einer ROS-
Komponente hindeutet, wurden vitro DAF-2T mit HO, sowie dem Superoxid-
generierenden System Xanthin+XOD versetzt. Hiernk®raber kein Effekt festgestellt

werden. Der genaue Mechanismus dieser ,DAF-Zeragtreaktion® ist daher noch nicht
bekannt.
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Abb. 22: Verdnderung der Fluoreszenz von DAF-2T (50 nMBegenwart oder in Abwesenheit
von Tabaksuspensionszellen (n = 3). Zu den angegebZeiten wurden 2 mL Zellsuspension
abgenommen, filtriert und das Filtrat fluorimethaantersucht.

Die Verminderung der DAF-2T-Fluoreszenz konnte amthZellhomogenisaten und Ex-

trakten beobachtet werden. Die genaue Ursachesdigftektes ist derzeit noch unbekannt.

2.3 Spektrometrische und chromatographische Charaldrisierung der DAF-
Reaktionsprodukte

Da zu diesem Zeitpunkt bereits eine Beteiligung M@ an der Bildung der fluoreszieren-
den DAF-Produkte weitgehend ausgeschlossen werdlentd;, sollten nun diese bis dato
nicht naher beschriebenen Produkte charakterisenden.

Zunachst wurden die fluorimetrischen Anregungs- &mdissionsspektren von DAF-2T
und den neuen Reaktionsprodukten verglichen. Dsatedite sich heraus, dass diese im
gemessenen, fur DAF-2T typischen Wellenlangenbleraierdings identisch waren. DAF-
2T und die neuen Produkte kénnen deshalb durclaaief spektrometrische Messungen
nicht unterschieden werden (Abb. 23).

47



Ergebnisse

A e 50 nMDAF-2T .~ ™. 00~
¢ A — Zelffiltrat ’ ) RN B cee 50 M DAF-2T

— Zellfiltrat

400~ ."

4000

Fluoreszenz [A. U.]
[+
=4

Fluoreszenz [A. U.]

0 1 1 ]
450 475 500 200 550 600

Anregungswellenlange [nm] LEmissionswellenliinge [nm)

Abb. 23: Absorptions- (A, Emissionswellenlange 515 nm) @mdissionsspektren (B, Anregungs-
wellenlange 495 nm) von DAF-2T und Zellfiltrat v@ryptogein-behandelten Zellen nach Zugabe

von DAF-2 sowie einer Reaktionszeit von 1 Stunde.

Um die zu diesem Zeitpunkt aufgestellte HypotheéseseZweikomponentensystem beste-
hend aus einem Enzym, vermutlich einer Peroxidaskeeiner reaktiven Sauerstoffspezies
(H20,) bei der Entstehung neuer fluoreszierender Predwieiter zu untermauern, wurde
ein In-vitro-System aus handelsublicher gereinigter MeerreRietoxidase (MRPO), Was-
serstoffperoxid und DAF-2 in einem mdglichst eiffagehaltenen LS-Medium (,LS-
Mangel“, siehe D 1.1) verwendet. Tatsachlich wuideliesem reinern-vitro-System
(MRPO+H0O,+DAF-2) ein &hnlicher, teilweise sogar wesentliégkhérer Fluoreszenzan-
stieg gemessen dls vivo (Zugabe von DAF-2 zum Zellfiltrat von elicitiertetellen).

Um zu uberprifen, ob im Uberstand der Zellen imditro die gleichen fluoreszierenden
Produkte aus DAF-2 entstehen, war eine weitergehéndtrennung mittels HPLC und
angeschlossener Fluoreszenzdetektion notig. Algleiehssubstanz fur die Reaktion von
DAF-2 mit NO bzw. oxidierten Spezies wurde dabes &&ufliche Triazol DAF-2T ver-
wendet.

Beim verwendeten Gradientenmodus eluieren hydrepBibstanzen bei einer friiheren
Retentionszeit (RZ) im Vergleich zu lipophilerenridponenten. Somit konnte eine grobe
Unterscheidung der DAF-Reaktionsprodukte vorgenomwerden.

DAF-2T als Referenzsubstanz wurde meist bei eiregeiRionszeit von 5,8 Minuten re-
gistriert (Abb. 24 A). Bei einer Auftrennung destiAF-2 abreagierten Uberstandes von
elicitierten Suspensionszellen wurden dagegen fipephilere fluoreszierende Kompo-
nenten mit Retentionszeiten von 10 und 12 Minutgigefunden (Abb. 24 D), wahrend im
Filtrat von Kontrollzellen keine Fluoreszenz detekt wurde (Abb. 24 C). Dieselben
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DAF-Derivate konnten auch als Produkt diewvitro-Reaktion von DAF-2+MRPO+4D,
nachgewiesen werden (Abb. 24 B).
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Abb. 24: HPLC-Chromatogramme von (A) 50 nM DAF-2T (in LSakbel-Medium), (B)n vitro-
Reaktionsansatz 0,5 uM DAF-2 + 10 mU MRPO + 50 pj@41(C) Uberstand von Suspensions-

zellen (Kontrolle) + 0,5 uM DAF-2 sowie (D) Filtrabn Cryptogein behandelten Suspensionszel-
len + 0,5 uM DAF-2.

2.4 Vergleich der Reaktionen verschiedener NO-Flua@szenzindikatoren

Weitere haufig in Zusammenhang mit der NO-Visuatisng verwendete Fluoreszenzfarb-
stoffe sind das mit DAF-2 verwandte DAF-FM sowies d@hodamin-Derivat DAR-4M.
Auch diese beiden wurden mit dem Filtrat von akcien Suspensionszellen versetzt so-
wie in vitro mit MRPO+H0, getestet.

Dabei wurde gleichzeitig auch die Spezifitdt desi diluoreszenzfarbstoffe sowohl gegen-
Uber NO als auch gegeniiber MRPQ®klermittelt. Hierzu wurden DAF-FM, DAF-2 und

DAR-4M im gleichen Einsatan vitro mit dem NO-Donor DEA-NO und dem Ansatz
MRPO+H0O, getestet.
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Abb. 25: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz von DAF-2, DAM bzw. DAR-4M (jeweils 0,5
uM) wahrend der Reaktion mit 200 uM des NO-DonoEAENO (A) und mit MRPO+HO, (B).

DAF-FM erwies sich dabei als sehr sensitiv gegenllieA-NO mit einem fast linearen
Fluoreszenzanstieg Uber eine Stunde (Abb. 25 A) Memsuchsende (1 h) war die auf NO
beruhende Fluoreszenz etwas doppelt so hoch wiendidMRPO+HO,. Mit DAF-FM
bzw. DAR-4M wurde mit beiden Systemen ein etwadlles Fluoreszenz-Niveau erreicht.
Somit ist DAF-FM wesentlich besser fir eine einlgaRen selektive NO-Messung geeig-
neter als die beiden anderen Indikatoren. Es s#iroch darauf hingewiesen, dass bei
Begasung mit NO praktisch kein Fluoreszenzanstig@gDAF-2 oder DAF-FM stattfand
(Abb. 18 A), auf Grund dessen kurzer Halbwerts{ggthe D 1.4) wohl aber mit DEA-NO.
Die Reaktionsprodukte aus DAF-FM und DAR-4M wurdheittels HPLC und dem identi-
schen Gradienten wie bei DAF-2 aufgetrennt.

100
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Abb. 26: Chromatographische Auftrennung der Reaktionspriedukus der Reaktion von
MRPO+H0, mit jeweils 0,5 uM DAF-FM (A) bzw. DAR-4M (B).

Bei DAF-FM konnte nur eine der beiden neuen Komptare (RZ=11 min) detektiert wer-
den, wahrend bei RZ=9 — 10 min entweder gar keer oair ein sehr schwaches Signal
festzustellen war. Zusatzlich trat eine sehr frilneeende, hydrophile Komponente bei
RZ=1 min auf (Abb. 26).
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Im Falle von DAR-4M konnte keinerlei Ausschlag inm&b des applizierten Gradienten
und der gemessenen Retentionszeiten festgestetieweEntweder war die am Fluorime-
ter gemessene Fluoreszenz aus den Reaktionspraduktschwach um eine weitere Auf-
trennung mittels HPLC durchfihren zu kdnnen oderRliodukte waren so lipophil, dass
sie nicht im benutzten Zeitfenster detektiert warkennten.

Um zu zeigen, dass die beiden DAF-Farbstoffe sedin wuch mit NO reagieren, wurden
diesein vitro mit den NO-Donor DEA-NO umgesetzt und die Produkteomatographisch
aufgetrennt (Abb. 27) Im Fall von DAF-2 konnte d&®dukt (RZ=5,8 min) klar DAF-2T
zugeordnet werden; bei DAF-FM entstand ein spdteerendes Produkt (RZ=8,0 min),
fur das aber keine kaufliche Referenz zur Verflgstagd.

B DAF-FM + DEA-NO 8.0

500- A 5.8 DAF-2 + DEA-NO 1000
Referenz: DAF-2T

300 - 500

Fluoreszenz [A. U.

ey
(=]
[=]

0 5 10 15

Zeit [min]

0 5 10 15

Zeit [min]

Abb. 27: Chromatographische Auftrennung der Reaktionspriedukn DEA-NO (100 uM) mit
DAF-2 bzw. DAF-FM (0,5 pM).

2.5 Einfluss von Peroxidase auf die NO-abhangige PAFluoreszenz

Um zu klaren, ob es mdogliche Interferenzen zwisctien NO-abhéangigen und der NO-
unabhangigen Fluoreszenz gibt, wurden verschietten#ro-Versuche durchgefthrt, bei
denen Kombinationen aus MRPO,;®4, DAF-2 und dem NO-Donor DEA-NO zum Ein-

satz kamen.
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Abb. 28: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz nach Zugabeat®wegebenen Stoffe zu einer Losung
von 0,5 pM DAF-2 in LS-Mangelmedium. (n =5)

Die hochste Fluoreszenz tberhaupt ergab sich beKdebination MRPO+HO,+DEA-
NO+DAF-2. Diese war wesentlich hoher als die Sumiee Einzelfluoreszenzen aus

MRPO+H0O,+DAF-2 und MRPO+DEA-NO+DAF-2.

Im entsprechenden

KPL

Chromatogramm konnte sowohl ein DAF-2T-Peak alhalie beiden anderen Substanzen

bei RZ=10 und 12 min aufgetrennt werden, wobeiD&F-2T-Peak von der Flache her
die beiden anderen deutlich Gberwog (Abb. 29).

Fluoreszenz [A. U.

Retentionszeit [min]

Integrierte Flache

[10°A. U]
55 11,44
10,2 3,87
12,3 3,75

Zeit [min]

Abb. 29: HPLC-Auftrennung der Produkte aus der ReaktianmL MRPO + 50 uM KO, + 45
uM DEA-NO + 0,5 uM DAF-2 (Reaktionszeit 1 Stunde).der Tabelle sind die integrierten Fla-
chen unter dem Graphen an der jeweiligen Reter#@inangegeben.
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Im Rahmen der weiteren Charakterisierung der Reakiiurdein vitro die Konzentrati-
onsabhangigkeit vom Substrat,($) sowie der MRPO-Aktivitat ermittelt.
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Abb. 30: Fluoreszenzentwicklung pro Minute bei gegebeneP@RAktivitdt und variabler kO,
Konzentrationen (A) bzw. gegebenegQ3Konzentration und variabler MRPO-Aktivitat (B) in
Gegenwart von 0,5 pM DAF-2. Die Werte geben Durbhgtswerte aus drei Messungen nach

einer Stunde Reaktionszeit an.

Abb. 30 A zeigt, dass die Fluoreszenz pro Minuté zanehmender Substrat (zB})-
Konzentration zunachst steil anstieg und bei hahids®,-Konzentration wieder absank.
Die hochste Umsetzungsgeschwindigkeit (ausgedmlskiEluoreszenzanstieg pro Minute)
lag bei ca. 30 uM BD,. Im zweiten Fall (Abb. 30 B) dagegen stieg die lRieasge-

schwindigkeit mit zunehmender Enzymmenge prakiiiaar an.

2.6 Einfluss des NO-Scavengers cPTIO

cPTIO wird in Zusammenhang mit der DAF-Fluoreszeretfach eingesetzt, um zu pru-
fen, ob NO bei biologischen Prozessen eine RolldtspVird z. B. cPTIO zugegeben und
es findet keine DAF-Fluoreszenz oder keine physislthe Reaktion mehr statt, so wird
dies als Indiz daflr gewertet, dass NO die Flu@eszerursachte und dass es an dieser
Reaktion beteiligt war. Es stellt sich nun natirladie Frage, ob cPTIO evtl. auch ROS-
abhéngige (und damit NO-unabhangige) DAF-Fluoreszzers MRPO+ED, beeinflussen
wirde.

Hierzu wurden Suspensionszellen mit Cryptogein edew direkt in Gegenwart von
cPTIO inkubiert oder cPTIO wurde erst zu dem mit2A versetzten Filtrat gegeben. Im
ersteren Fall ergab sich eine deutliche Reduziederdg-luoreszenz auf ca. ein Drittel im
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Vergleich zur Kontrolle, wahrend bei der Zugabe Reslikalfangers zusammen mit DAF-
2 zum Filtrat praktisch nicht verhindert wurde (Tat). Moglicherweise reagiert also
cPTIO nicht nur mit NO (Akaike & Maeda, 1996), send auch mit ROS. Messungen der
H.O,-Konzentration im Filtrat von mit Cryptogein+cPTl&handelten Zellen bestatigten
dies dahingehend, dass in Anwesenheit von cPTIOgeeals die Halfte der ¥D,-Menge
als ohne cPTIO entstand (Abb. 20).

Weiterhin wurde der Einfluss von cPTIO auf die Reak MRPO+HO,+DAF-2 (in vitro)
untersucht. Erstaunlicherweise wurde hier einekstBeschleunigung der Reaktion festge-
stellt, die bei der gleichzeitigen Zugabe von cPTii@ DAF zum Uberstand gelegentlich
auch auftrat.

Derselbe Effekt trat bei der Durchleitung von 5 ppl® durch LS-Mangelmedium, das
mit DAF-2 und cPTIO versetzt wurde, auf. Diese Ennidg der Fluoreszenz durch cPTIO
in Gegenwart von NO ist allerdings bekannt (Akatk&laeda, 1996) und beruht auf der
Bildung des DAF-reaktiven Reagenzeshl

Tab. 7: Auswirkungen des NO-Scavengers cPTIO (100 uM)YdsiDAF-Fluoreszenz. Auf Grund
der starken Blaufarbung der cPTIO-Lo6sung erfolgte @achtragliche Korrektur der Fluoreszenz,

hier um ca. 20 %.

Fluoreszenz nach einer Stunde [A. U]

a) Zellfiltrat von Cryptogein-behandelten Zellen

+ DAF 672.5 % 159.7
+ DAF, + cPTIO 666.0 + 48.8
(Filltrat von Zellen+cPTIO) + DAF 201.7 £+ 94
b) In vitro

DAF + MRPO + HO, 397.7 = 54.8
DAF + MRPO + HO, + cPTIO 11335 £ 21.2
¢) In vitro

DAF + NO-gas 38 = 07
DAF + NO-gas + cPTIO 220.2 + 21.2

54



Ergebnisse

2.7 Fluoreszenz im Inneren von SuspensionszellenameAufladen mit DAF-2 DA

Die bisher beschriebenen Beobachtungen betrafeAie-2-Fluoreszenz im aul3erhalb
von Zellen. Viel haufiger als extrazellular werdeAF-Indikatoren aber zur intrazellula-
ren Detektion von NO bzw. dessen Derivaten eingegkbjima et al., 1998, Nagana &
Yoshimura, 2002). Im Folgenden sollte daher DAFeFds$zenz im Zellinneren nach Auf-
ladung von Suspensionszellen mit den zellpermedee™AF-FM DA sowie DAF-2 DA
verfolgt und charakterisiert werden (Foissner et2000). Auch hier sollte eine mégliche
NO- bzw. ROS-Bildung wieder durch Cryptogein indirziwerden.

Die Zellen wurden zunachst aufgeladen und wie malgen beschriebenen Versuchen zur
DAF-Fluoreszenz in Zellfiltraten inkubiert. Fir dieeiteren Untersuchungen wurden die
Zellen mit flussigem Stickstoff aufgebrochen, awége und zentrifugiert. Von den so er-
haltenen Extrakten (sowie den beim Zentrifugieremakenen Uberstanden) wurde die
Fluoreszenz gemessen. AnschlieRend wurden dieKixtraittels HPLC aufgetrennt. Zu-
satzlich wurde, wie Uberwiegend in der Literatusdigieben, die Fluoreszenz innerhalb
der intakten Zellen auch mit dem Laserscanningrsikop (LSM) untersucht.

Neben dem pilzlichen Elicitor Cryptogein wurde natdr NO-Donor DEA-NO als Posi-
tivkontrolle sowie Wasserstoffperoxid auf die Suspenszellen appliziert. 4D, sollte als
Induktor fir die NO-Produktion fungieren (Lum et,&002) oder es konnte selbst auch

ohne NO — wie zuvor in den Zellfiltraten — Fluoresz verursachen.
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Abb. 31: Fluoreszenz im Extrakt von mit DAF-2 DA (5 mM) gefadenen und mit den angegebe-

nen Substanzen fur zwei Stunden inkubierten Talsplewsionszellen (n = 3 — 6). Der Extrakt

Fluoreszenz des Extraktes [A. U.]

wurde nach dem Aufbrechen der Zellen zentrifugied fluorimetrisch gemessen.

Auffallend im Vergleich zu Fluoreszenz von Zellfdten ist hier zunachst die hohe Hinter-
grund-Fluoreszenz im Extrakt der Kontrollzellen.y@pgein verursachte einen kleinen
Anstieg der Fluoreszenz .6, hatte im Durchschnitt dagegen keinen messbarexkEdif
die Fluoreszenz der Extrakte (Abb. 31).

Der NO-Donor DEA-NO wurde den aufgeladenen Zellen Rositivkontrolle appliziert.
Bei niedrigen DEA-Konzentrationen war der Effekf die Fluoreszenz der Zellextrakte
vernachlassigbar. Nur bei unphysiologisch hohen z€atrationen von 1 mM stieg die
Fluoreszenz des Extrakts etwa auf beinahe das Mieppe

Da bei einer fluorimetrischen Messung der gesardtdisuspension nach der Inkubation
bereits teilweise hohe Werte erreicht wurden (ngg#eigt), wurde die Fluoreszenz geson-

dert in den vor dem ersten Waschen der Zellen garigenen Filtrate gemessen.
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Abb. 32: Vergleich der im Zellextrakt und Filtrat von mitAP-2 DA aufgeladenen Tabak-
Suspensionszellen gemessenen Fluoreszenz (n ¥ Baelt Inkubation mit Cryptogein .8, bzw.
1 mM DEA-NO. Die Fluoreszenz des Extraktes wurdedas Volumen des Filtrats hochgerech-

net.

Unter den meisten Bedingungen war die FluoreszenZEgtrakte hoher als die der Filtra-
te. Dies entsprecht den Erwartungen, wenn man dawsgeht, dass DAF-2 DA nach Hyd-
rolyse der Acetat-Reste grof3tenteils im Zellinneverbleibt. Lediglich bei Zugabe von
DEA-NO stieg die Fluoreszenz im Filtrat stark arife@sichtlich sind die Zellen fur ir-
gendeine Art von fluoreszierenden Produkten oderkish permeabel. Im Fall der NO-
Donor-Behandlung sollte das fluoreszierende Prodgitgehend aus dem Triazol beste-
hen. Dies sollte spater mittels HPLC-Analysen nameersucht werden.

Zunachst wurde die Fluoreszenz der DAF-2 DA-aufgehen und elicitierten Tabaksus-
pensionszellen allerdings mit Hilfe des Laser-SaaguMikroskops (LSM) untersucht, da
dies die bei weitem haufigste Anwendungsart fuorszierende NO-Indikatoren ist. Da-
bei wurden die Empfindlichkeiten so eingestelltsgi@daei den nicht mit Elicitor behandel-
ten Suspensionszellen die Fluoreszenz gerade mduba war. Mit den gleichen Gerate-

einstellungen wurden nun die mit Cryptogein bzwOkbehandelten Zellen untersucht.

57



Ergebnisse

Dabei ergab sich meist eine Steigerung der Flueresatensitat nach der Behandlung mit
Cryptogein und eine deutlich weniger starke Fluoeag mit HO,. Allerdings war die
Variabilitat dieser Ergebnisse zwischen verschieddPraparationen (=Zellkulturen) sowie
verschiedenen Tabakvarietaten hoch. Insgesamt iftSsFluoreszenz-Messungen mit
DAF-2 DA daher ein hohes Mal3 an ,subjektiver Setglgproblematik” bescheinigt wer-
den.

Abb. 33: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit DABAR aufgeladenen Suspensions-
zellen (Nicotiana tabacunvar. Gatersleben) nach zweistiindiger BehandlunigCmyiptogein bzw.
H,0,. Die gezeigten Bilder stehen reprasentativ fur Berallelexperimente einer Praparation, in
der die Behandlungseffekte deutlich waren.
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2.8 Auftrennung und Charakterisierung der fluoreszerenden Produkte aus Zellen
2.8.1 Auftrennung der Produkte nach Aufladen mit DA=-2 DA

Wie oben beschrieben, waren in den Zellfiltratettets HPLC zwei markante fluoreszie-
rende Produkte mit RZ=10 und 12 min nachweisban Wurden mit DAF-2 DA aufgela-
dene Zellen durch kurzes Gefrieren und AuftaueehgsiMaterial und Methoden) extra-
hiert und nach Erhitzen und Zentrifugieren derselbd#LC-Analyse unterzogen wie die
Filtrate zuvor.

Es zeigt sich, dass die hohe Grundfluoreszenz dleehandelten Kontrollzellen auf eine
nicht klar trennbare Gruppe von sehr frih eluieeendund damit hydrophilen) DAF-
Derivaten (RZ=ca. 2 min; Abb. 34 A) zurlckzufuhrest. H6he und Flache dieser
Peakgruppe blieb im Wesentlichen auch bei der Bdlhag mit Cryptogein gleich. Daftr
tauchte im Chromatogramm ein neues, bisher unbégsmpAF-Produkt mit der RZ=8,0
min auf (Abb. 34 B). Eine weitere Substanz coeteiemit authentischem DAF-2T
(RZ=5,7 min); diese tragt allerdings nur einen sggmingen Teil zur Fluoreszenz der Ex-
trakte bei.

Um evtl. die Bildung von DAF-2T im Zellinneren (i Extrakt) hervorzurufen, wurde
wieder der NO-Donor DEA-NO auf Suspensionszellepliaert. Selbst wenn DEA-NO
an sich nicht membrangéangig sein sollte, musstarmast das entstehende NO in die Zel-
len permeieren. Im Extrakt fand sich allerdingshaurc diesem Fall als grof3ter Peak die
Substanz mit der RZ=8.0 min (Abb. 34 E).

Bei externer Applikation von ¥D,, das nach Lum et al. (2002) die Emission von N® he
vorrufen soll, wurden keine Spuren von DAF-2T imr@hatogramm entdeckt. Dagegen
wurde spezifisch ein Peak in der Gruppe der hydlepierbindungen stark erhdht (Abb.
34 C), wahrend die Kurvenflachen insgesamt im Wiiseen konstant blieben.
Grundsatzlich schien es denkbar, dass als Rea&tibfryptogein in den Zellen Substan-
zen oder Enzyme gebildet werden, die mit NO reagieErst die Produkte dieser Reaktion
konnten dann mit DAF-2 unter Bildung hoch fluoresender Derivate reagieren. Zur Pri-
fung dieser Hypothese wurden Cryptogein und DEAZ2U®ammen auf DAF-2 DA aufge-
ladene Tabak-Suspensionszellen appliziert. BeiHRLC-Analyse dieser Extrakte wurde
allerdings wieder kein Triazol detektiert, sondein stark erhdhtes Auftreten des neuen
DAF-Produkts mit RZ=8.0 min (Abb. 34 E)
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- Cryptogein 2.5 22,524
25 19,324
+ Cryptogein 5.7 23
8.1 4,653
+ HO; 2.0 25,427
2.1 2,311
+ DEA-NO 6.0 817
8.0 6,553
2.3 2,849
+ Cryptogein + DEA-NO 5.1 338
8.0 17,840

Abb. 34: Chromatographische Auftrennung der Extrakte vorFE2ADA-aufgeladenen Tabaksus-
pensionszellen nach Inkubation (A) ohne Cryptog@),mit 50 nM Cryptogein, (C) 1 mM 4@,

(E) 2 mM DEA-NO, (F) 50 nM Cryptogein+2 mM DEA-N@ (D) wurde dem Extrakt als inter-
ner Standard noch 50 nM DAF-2T zugesetzt. Die Talzdigt die Flachen der mit den Retentions-

zeiten gekennzeichneten Ausschlage (zwischen aémeki Dreiecken) im Chromatogramm.
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2.8.2Auftrennung der Produkte nach Aufladen mit DAF-FM DA

Da aus den beschriebenkenvitro-Versuchen bekannt war, dass DAF-FM die hochste Af-
finitdt zu NO besitzt, wurde mit dem zellpermeieten DAF-FM DA noch untersucht, ob
evtl. auch NO-abhangige Reaktionsprodukte in demakten durch Fluoreszenz nachge-

wiesen werden konnten.

500 A - cryptogein 1400 B + cryptogein

1000
300
600

Fluoreszenz [A. U.

0 5

Zeit [min] Zeit [min]

ool C +HO: 1ol [ +DEA-NO

1000

Fluoreszenz [A. U.

Zeit [min] Zeit [min]
Behandlung Retentionszeit [min] Integrierte Flachg10® A. U.]
- Cryptogein 10,5 12 733
+ Cryptogein 10,4 30513
4,1 827
+ HO, 9,6 821
10,3 793
11,1 5019
+ DEA-NO 11,0 34 655

Abb. 35: HPLC-Chromatogramme der Extrakte von mit DAF-FM Béfgeladenen Suspensions-
zellenNicotiana tabacunvar. Gatersleben nach zweistiindiger Behandlung @myptogein (A),
mit Cryptogein (B), mit 1 mM kD, (C) bzw. 2 mM DEA-NO (D). In der Tabelle sind di&chen
des Graphen (zwischen den kleinen Dreiecken) wteter jeweiligen peak in f@elativen Einhei-

ten (A. U.) angegeben. Beachte die unterschiedii@talen der y-Achse.

In Ermangelung eines kommerziell erhéltlichen Stadd analog zu DAF-2T werden die
Ergebnisse den-vitro-Versuche (DEA-NO+DAF-FM) herangezogen. Das entdmade

NO-Reaktionsprodukt aus DAF-FM (,DAF-FM-T“) miUss#éso bei einer Retentionszeit
von ca. 8.0 Min (Abb. 27 B) eluieren. Wie im FabrnvDAF-2T ist in keinem der unter-
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suchten Chromatogramme ein solches NO-Reaktionsktat erkennen. Ganz &hnlich
wie bei DAF-2 nimmt dagegen im Falle der Behandlumg Cryptogein die Peakflache
einer Substanz mit einer spateren RZ (Abb. 35 BDizes ist auch im Fall der Behandlung
mit dem NO-Donor DEA-NO der Fall (Abb. 35 D). ImIFder Behandlung mit bO, er-
gibt sich ein recht diffuses Bild mit einer frihugrenden Substanz (RZ=4,1 min) und
zwei nahe am dominierenden Peak auftretenden \@arbgen (RZ=9,6 und 10,3 min).

2.9 Eine besondere Situation im Filtrat von mit DAF2 DA aufgeladenen Suspensi-
onszellen

In keinem der untersuchten Falle,(®3, Cryptogein, DEA-NO) konnten die Substanzen
mit den Retentionszeiten 10 und 12 gefunden werdierin den Zellfiltraten nach DAF-2-
Zugabe entstanden. Auch das Reaktionsprodukt audigdem) NO und DAF-2, i. e.
DAF-2T konnte nur in Spuren, nie als Hauptproduktlen Extrakten nachgewiesen wer-
den.

Wie bereits oben erwadhnt, wiesen die gesamten ugglensionen (=Zellen + Medium)
insbesondere im Fall von mit DEA-NO inkubiertenlgéelhohe Fluoreszenzwerte im Ver-
gleich zu Extrakten aus Zellen allein auf. In deltrden (=Medium, Zelllberstand) war
die Fluoreszenz insbesondere bei DEA-NO-Behandhogh. Nach HPLC-Auftrennung
der Filtrate von mit DEA-NO behandelten Zellen wemdsowohl mit DAF-FM DA wie
auch mit DAF-2 DA fast ausschlief3lich das entspeede Triazol im stark fluoreszieren-
den Filtrat detektiert (Abb. 36).

180 120
A " 56 DAF-2 DA B DAF-FM DA

n
o
==}
(=]

60

Fluoreszenz [A. U.
Fluoreszenz [A. U.
=y
o

|

b=l

T

10 15 5 10 15
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Abb. 36: HPLC-Chromatogramme der Filtrate von Zellen, dieDRAF-2 DA (A) bzw. DAF-FM
DA (B) aufgeladenen und fir 2 Stunden mit DEA-N@Q21M) inkubiert wurden. Nach der Ab-

trennung vom Medium wurden die Filtrate per HPLEfaworeszierende Produkte untersucht.

=]
o
(=]

Es bleibt momentan unklar, wie die Bildung des dwla aul3erhalb der Zellen zustande
kommt. Ausgehend von den Herstellerangaben (Axxsta)icht davon auszugehen, dass

DAF-2 oder DAF-2T membrangéangig sind. Selbst weanhndem Waschen der Zellen
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DAF-2 DA wieder ins Medium zurlckdiffundieren wirdmlite ohne Hydrolyse zu DAF-
2 nur sehr wenig Fluoreszenz entstehen, da DAF-2 iDAitro keine Fluoreszenz-

Erh6éhung mit PO+kD, bzw. NO-Donoren ergab (nicht gezeigt).

2.10 Weitere Versuche zur Bildung fluoreszierenderProdukte in einem In-vitro-

System

Um weitere Einblicke in die mdgliche (oxidative?)dBing der bisher unbekannten DAF-
Derivate zu erhalten wurde einn;vitro-System® kreiert. Als Quelle fur Superoxid-
Anionen diente Xanthinoxidase (XOD) mit dem Suliskanthin. In einem weiteren An-
satz wurde das Enzym SOD eingesetzt, welches Sxigeza HO, dismutiert. Letzteres
konnte mit vorhandener Peroxidase und DAF-2 ebisnfai fluoreszierenden Produkten
reagieren. Die folgenden Versuche verliefen letdlieh erfolglos und werden deshalb
lediglich im Text beschrieben.

Weder mit niedrigen noch mit hohen Aktivitdten V@D ergab sich bei der Reaktions-
mischung XOD+Xanthin+tMRPO+DAF-2 und gleich bleibendXanthinkonzentration
eine Fluoreszenzerhdhung. Es stellt sich herass, dias Reaktionsprodukt der superoxid-
generierenden Reaktion, Harnséure, ab Konzentetioon 10 uM in der Lage war, die
Reaktion MRPO+hKO,+DAF-2 signifikant zu hemmen. Versuche mit dem ketitiven
Hemmstoff Allopurinol, die Superoxid-Konzentrati@o niedrig wie moglich zu halten,
brachten keine héhere DAF-Fluoreszenz (nicht gékzeig

Als weitere Mdglichkeit zur Produktion des SupetbRinions wurde die Elektronenuiber-
tragung von NADH auf molekularen Sauerstoff, einebdhreaktion der Nitratreduktase,
Uberpruft (Barber & Kay, 1996). Auch hier konnteettaschenderweise keine Erhéhung
der Fluoreszenz festgestellt werden. Diesmal kobateits bei der Untersuchung der Be-
einflussung der Reaktion MRPO3BL+DAF-2 durch die Edukte eine Hemmung durch
das Coenzym NADH festgestellt werden. Ab einer Kameation von 10 uM NADH wur-
de die Fluoreszenz signifikant unterdriickt. Auch weiteren Reduktionsaquivalenten im
reduzierten Zustand, i. e. FARHInd NADPH, konnte diese Hemmung festgestellt wer-
den. Auch dieln-vitro-Reaktion mit der héchsten Fluoreszenz MRP@B3HDEA-
NO+DAF-2 wurde gehemmt, insbesondere durch FADEreits ab einer Konzentration
von 1 uM (nicht gezeigt).

Zwar stand reines Kaliumsuperoxid zur Verfligungsds konnte allerdings wegen seiner

explosionsartigen Reaktion nicht in wéassriger L@sangewandt werden.
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Auf Grund der beschriebenen Schwierigkeiten kosotait keine befriedigenddn-vitro-

Simulation“ zur Bildung fluoreszierender DAF-Derigeaerreicht werden.

2.11 Erste Hinweise, dass bei der Reaktion von Peddase, HO, und DAF-2 eine
DAF-Dimerisierung stattfindet

Nachdem nun zweifelsfrei nachgewiesen war, dass-Blabreszenz auch ganz ohne NO
erzeugt werden kann, stellte sich zwangslaufigkaege nach der chemischen Natur der
neuen fluoreszierenden DAF-Derivate. Es waren fensfchtlich zwei Verbindungen, die
in vitro bei der Reaktion MRPO+i@,+DAF-2 entstanden sind.

Hierzu liegen bis jetzt vorlaufige Daten aus eim@rssenspektrometrischen Untersuchung
der DAF-Derivate vor. Diese Untersuchungen wurdenridlicherweise von Frau Dr. Ag-
nes Fekete vom Lehrstuhl fir Pharmazeutische Bieldgrchgefuhrt. Sie werden mit ihrer
Erlaubnis aus Vollstandigkeitsgriinden hier dardiste

Es wurde m vitro MRPO+H0,+DAF-2) eine sehr hohe Konzentration von DAF-2 (25
HM) eingesetzt und eine lange Reaktionszeit (18dwahlt, um eine hohe Ausbeute an
fluoreszierenden Produkten zu erhalten. Das Fad#eh der Reaktion (=Verbrauch von
DAF-2T und Entstehung der neuen fluoreszierendexdkte) konnte zunachst mittels
Spektralphotometrie verfolgt werden (Abb. 37). Hebrzeigte sich auch wieder die ,Neu-
heit“ der entstandenen DAF-Derivate im Vergleich2AF-2T, da der Absorptionspeak

bei 492 nm mit der Zeit durch DAF-2-Verbrauch abmimwéahrend er in DAF-2T vor-
handen ist.
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MRPO + H,0, + DAF-2 (12 h) DAF-2T
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Abb. 37: Absorptionsspektren einer Losung aus MRPO (0, H,O, (50 uM) und DAF-2 (25
UM) zu verschiedenen Reaktionszeiten (A — C) sowie DAF-2T (25 pM; D) jeweils in LS-
Mangelmedium.

Zu Beginn und zum Ende der Reaktion wurden ProbigtelsUItra Performance Liquid
Chromatography (UPLC) und anschlieRender Timeightl Massenspekrometrie (TOF-
MS) untersucht. Die entsprechenden totalen lonemchtogramme, die das Auftreten von
allen erzeugten lonen bei einer gegeben Retengdrnaz Beginn und zu Ende der Reakti-
on zeigen, unterschieden sich im WesentlichenneraiPeak bei der RZ=4,1 min (Abb.
38 A). Das entsprechende Massenspektrum bei ditstentionszeit ergab zwei Peaks bei
dem Masse/Ladungsverhéltnis-Koeffizienten von 38040sowie 721,1579 (Abb.38 C).
Die Haufigkeit des letzteren Peaks im extrahiettgrenchromatogramm, das die Haufig-
keit genau dieses lons in der Gesamtpopulationaren wahrend des Probendurchlaufs
anzeigt, verdoppelte sich fast wahrend des VerldefdReaktion.

In Abb. 38 sind die errechneten empirischen FornaEn Verbindungen bei den m/z-
Verhéaltnissen angegeben. Danach wirde es sichebeVdrbindungen mit m/z-Verhaltnis
361,0804 bzw. 721,1579 um ein zweifach bzw. einfaebativ geladenes lon. Fir diesen
Befund spricht au3erdem das FragmentierungsmusteBatellitenpeaks bei um 0,5 und
1,0 héheren m/z-Verhaltnissen. DAF-2 weit eine rkolgre Masse von 362,34 g/mol. Der
peak bei m/z=721,1579 kénnte somit ein Dimer aus DAF-Molekilen darstellen.

Um nun eine Verknipfung zu den beiden VerbindungenRZ=10 und 12 min in den
HPLC-Chromatogrammen herstellen zu kénnen, wurdeiteve VVorversuche im Hinblick
auf eine Fraktionierung und Charakterisierung di&estanzen durchgefihrt. Eine mas-
senspektrometrische Untersuchung scheiterte b@ltendings an der zu geringen Sub-
stanzmenge. Hier sind weiterfihrende Experimenteemadig.

65



>

m_. Reaktionszeit 0 h

Rel. Haufigkeit

100-
MU

0= T T T T T T T T T T T 1 Time
1.00 200 200 .00 500 5.00 Foo
B . PEAK 10
A
[u] T T T T T T T T T T T |
1.00 200 3.00 400 .00 G.00 700
1004
PEAK 12
]
0 MM T T T T T T T T T 1 Time
1.00 200 200 400 5.00 G.00 700

C [CyoH24N, O, -2H]>

difference: 0.00200a

T 61,0804
- [C4oH24N4Oy-H]
difference: 0.00030 &
20535 7211579
D :‘ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T m,l':
300 3/0 400 450 S00  S50 GO0 GBS0 00 FED
D T FEOTE 02083 PEAK10&12
34 074
] 274075
- ]
bty prnstbtonbfospealbpro s e o iz
M0 0 240 0 @0 30 0 M0 30 F 0 40
o 319100 sszoo  DAF-2
302 (36
] 274,050
o el .|. el miz
M0 20 240 0 230 30 30 M0 30 IO 40

Ergebnisse

(Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Agnes Fekétehrstuhl fiir Pharmazeutische Biologie)

Abb. 38: Massenspektrometrische Untersuchung des Proddé&tds-vitro-Reaktion aus bD, (50

uM) + MRPO (0.1 U/ mL) + DAF-2 (25 uM). A: Totalésnenchromatogramm (Gesamtzahl der
detektierten lonen) der Produkte nach 0 bzw. 12d&n Reaktionszeit; B: Totales lonenchroma-
togramm der fraktionierten Substanzen aus RZ=101ihrhin; C: Massenspektrum bei 4,1 Minu-
ten Retentionszeit mit den berechneten Summenfarrdel auftretenden Molekilanionen; D:
Massenspektrum der Substanzen bei RZ=10 und 12 do-2.
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C DISKUSSION

1. Die oxidative NO-Synthese aus Hydroxylamin in Pdnzen

Gesicherte Erkenntnisse Uber reduktive NO-Bildungilanzen beruhten bisher fast aus-
schlie3lich auf Reduktionen ausgehend von Nitriakaiert durch Nitratreduktase oder
uber den mitochondrialen Elektronentransport. &tdsksicherheit herrschte hinsichtlich
der Existenz oxidativer Reaktionen zur Bildung \&tickstoffmonoxid. Man denke an die
Kontroverse hinsichtlich der pflanzlichen NOS imdeerschiedenen Varianten (siehe A
3.2.1).

1.1 Hydroxylamin und verwandte Substanzen als NO-Qelle in Pflanzen

Hydroxylamin riickte schon vor langerer Zeit in deskus der medizinischen Forschung,
da z. B. die typische NO-abh&ngige GefalRerweiteaua von diesem Stoff hervorgeru-
fen werden kann (DeMaster et al., 1989). Weitered@angige physiologische Vorgange
wie die Verminderung der Freisetzung von Insulis g@ankreatischen Zellen nach Gabe
von Hydroxylamin wurden beobachtet (Antoine et 4B96). Der beschriebene Einfluss
von Hydroxylamin auf die Aktivitat der Guanylatcgske wird durch eine Oxidation zu
Stickstoffmonoxid bewerkstelligt, aber nicht dureine direkte Wirkung von HA (Craven
et al., 1979). Seine Eigenschaft als NO-Donor (@htal., 1997) ist gut untersucht.

In Form von Oximen, den KondensationsproduktenAtdehyden und anderen Carbonyl-
verbindungen und Zwischenprodukten bei der Konemrtig von Aminosauren in sekun-
dare Pflanzenstoffe wie Glucosinolate, Nitrile odganogene Glucoside kommt Hydroxy-
lamin auch in héheren Pflanzen vor (Halkier et E089).

Ausgehend von Untersuchungen der Nitritreduktion@xéinalgen und Spinat wurde HA
als Intermediat im Prozess der Reduktion von N#ttAmmonium (Kuznetsova et al.,
2004a, Kuznetsova et al., 2004b) bzw. als Subfiratie Nitritreduktase in Betracht (Hi-
rasawa et al., 2010) gezogen. Auch in tierischelleZekdnnte Hydroxylamin als Zwi-
schenprodukt der NOS-Reaktion wahrend der Hydrolys® N°-hydroxy-L-Arginin zu
Citrullin vorkommen (DeMaster et al., 1989)

Im globalen Stickstoffkreislauf (siehe A 1.3) trditydroxylamin vor allem im bakteriellen
Stoffwechsel im Gesamtprozess der Nitrifizierungy, Reduktion von Ammonium zu Nit-

rit auf. Es wird durch das membrangebundene EnzynmAniummonoxygenase (AMO)
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gebildet und durch die Hydroxylamin-Oxidoreduktgs®\O), ein cytosolisches Enzym,
schlie3lich zu Nitrit umgewandelt (Details siehedder et al., 1997).

Wir konnten zeigen, dass HA schon in einer Konzgiuin ab 4 uM sowie das HA-Derivat
Salicylhnydroxamsaure bis hinab zu 50 uM von Tabgfsosionszellen zu NO oxidiert
wird. Da diese Reaktion nur in Anwesenheit von &elerfolgte, war eine enzymatische
Katalyse anzunehmen. Auf Grund dervitro-Experimente kann man davon ausgehen,
dass Superoxid-Dismutasen beteiligt sind (Tab. 4).

Die NO-Bildung durch HA-inkubierte Zellen war baedrigen HA-Konzentrationen zeit-
lich begrenzt, obwohl nur ein winziger Bruchteikdaigegebenen HA als gasférmiges NO
aus der Suspension ausgetrieben wurde. Die Ergebuisrin-vitro-Befunde (die aber
nicht an Zellen Uberprift wurden), legen nahe, di@ssveitaus groé3te Teil des HA zu Nit-
rit und Nitrat (weiter)oxidiert wurde.

Die gefundene NO-Synthese aus HA bzw. SHAM war isaoiabhéngig und konnte auf
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als Oxidationstatiriickgefiihrt werden. Cryptogein,
ein potenter Elicitor, der auch die Produktion YR@S induziert, steigerte die Bildung von
Stickstoffmonoxid, wahrend der Komplex-Ill-Inhibityxothiazol und das Schwermetall
Cadmium nur geringe Effekte zeigten.

Mit Hilfe von parallelenin-vitro-Versuchen konnte Superoxid als der potentiell tigshte
Reaktionspartner ermittelt werden. Nach ZugabeXanthin und Xanthinoxidase (XOD),
einem superoxid-generierenden System, zu einer Biguhg steigerte sich sowohl die
direkte NO-Emission als auch die daraus resultoeNitritmenge. Dagegen vermochte
H.O, nur eine geringe Steigerung zu bewirken.

Demgemald misste man erwarten, dass Zugabe vonoSupBismutase (SOD), die Su-
peroxid abbaut und 1@, erzeugt, eine wesentliche Erniedrigung sowohINi@rEmission
als auch der Nitritbildung verursacht. Unerwartetgse hatte SOD eine genau gegenteili-
ge Wirkung. Im System mit Xanthin/XOD verdoppelttsidie NO-Emission und die ge-
bildete Nitritmenge versiebenfacht sich. Zugabe W@D alleine (also ohne Xan-
thin/XOD) zu einer HA-LOsung sorgt zwar fur eine Mergleich zur Kontrolle héhere
NO-, aber keinerlei erhdhte Nitritbildung (Tab. &inerseits scheint also Superoxid das
hauptséachliche Oxidationsmittel fir HA zu sein, ld@pielt dabei auch SOD eine Rolle,
die von ihrer normalen katalytischen Aktivitat nickrklarbar ist. Im beschriebendn-
vitro-System Uberraschte auch generell die Tatsachs,ztes reaktionsfahige Radikale,
Stickstoffmonoxid und das Superoxid-Anion, nebeaeder existieren kénnen und sogar

NO-Emission erlauben. Eigentlich sollte eine sof@rtReaktion zu Peroxynitrit erfolgen
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(siehe A 1.2). Moglicherweise spielt das Mengen&knis Superoxid : Stickstoffmonoxid
eine Rolle. Der Effekt von SOD konnte sich danm@&m Sinne erklaren lassen, dass das
Enzym die Menge an Superoxid herunterreguliertassdliie NO-Ausbeute steigt.

Fur das HA-Derivat SHAM sind ahnliche Tendenzensiuintlich der Beeinflussung der
Oxidation festzustellen, allerdings bei niedrigeRaten als mit Hydroxylamin. SOD allei-
ne im Vergleich zu XOD + Xanthin sorgt allerdings £ine erh6hte NO-Emission. Eine
Erklarung ist gegenwartig nicht moglich.

Die Oxidation der Hydroxylamine konnte auch mitteés Fluoreszenzfarbstoffe DAF ver-
folgt werden. Auch hier ist der kooperative Effekdbn ROS-produzierenden und —
abbauenden Enzymen zu erkennen. Im Vorgriff aufichezweiten Abschnitt gezeigte
Unspezifitat der Fluoreszenzfarbstoffe sei hieelisrerwahnt, dass in diesem Fall tatsach-
lich NO detektiert wurde.

Die beschriebenen Beobachtungen deuten auf einaigecRolle des Enzyms SOD bei
der NO-Bildung aus den Hydroxylaminen hin. Uber Mechanismen kann im Moment
nur spekuliert werden. Offenbar findet keine unefiitare Reaktion mit Hydroxylamin
statt, moglicherweise greift SOD aber in den Me@rans der Oxidationsreaktion ein.

Die SOD ist ein Ubergangsmetallhaltiges Enzym, elesserschiedene Subtypen in ver-
schiedenen Organellen der Pflanzenzelle vorkommenauch in verschiedenen Zelltypen
unterschiedlich stark exprimiert werden (Corpasalet 2006). Die manganhaltige SOD
kommt gehauft in Mitochondrien vor, die eisenha@t8OD in Chloroplasten sowie Peroxi-
somen und die kupfer-/zinkhaltige im Cytosol (Alsclet al., 2002).

Als Mechanismus wére eine direkte Reaktion des Mamta im Enzym mit Hydroxylamin
denkbar. Diese Hypothese konnte zumindest teilweestatigt werden: Aus einer HA-
Lésung konnte bei Zusetzung von Kupfer(ll)- undeiBi@l)-, nicht aber bei Zusatz von
Zink(I)- und Mangan(ll)-Salzlésungen eine signédike NO-Emission beobachtet werden
(nicht gezeigt). Im Falle von SHAM fand allerdingsinerlei NO-Emission statt.

Der genaue Reaktionsmechanismus, die an der HAaDard beteiligten Enzyme sowie
die genaue Quelle von HA, sind zu diesem Zeitpunddh unklar. In alterer Literatur ist
eine direkte NO-Freisetzung aus HA durch die ebsniROS-abbauende und metallhaltige
Katalase beschrieben (Keilin & Nicholls, 1958).unserenn-vitro-Versuchen wurde die
NO-Freisetzung aus HA durch Katalase weder erhoth erniedrigt. Dies ist eine weitere
Bestatigung daflr, dass Superoxid, nicht ab€,Hlas Hauptoxidationsmittel fiir HA ist.

In der Zelle ist die gleichzeitige Anwesenheit VRO S-produzierenden (Xanthin+XOD)

und —detoxifizierenden Enzymen (SOD) unter Stredisigeingen durchaus sehr wahr-
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scheinlich, sodass eine sehr komplexe Situatiostant die immer nur unzureichend
durch In-vitro-Versuche abgebildet werden kann. Die laut Literdteobachtete erhdhte
NO-Emission durch Elicitoren kénnte in Zusammenhamgder beschriebenen Reaktion
(Oxidation von HA durch NO) stehen. Hydroxylamirenab verwandte Substanzen spielen

dabei evtl. als ,schnelle NO-Quelle* eine Rolle.
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1.2 Die Rolle der SOD bei der Bildung von DAF-reakven Substanzen aus NO
Ausgehend von der eher unerwarteten Steigerundi8e®©xidation durch SOD bei der
HA-Oxidation wurde auch eine mogliche direkte Reaktdes Enzyms mit NO in Betracht
gezogen. Als zuverlassiges Reagenz zur NO-Visedlisg sollten noch die DAF-
Farbstoffe Uberprift werden.

Bei SOD-Zugabe wurde die DAF-Fluoreszenz in Gegenwan NO-Donoren erheblich
gesteigert. Eine Erklarung ware, dass NO durch $O&n DAF-reaktives Agenz umge-
setzt wird. Eine Reaktion des Enzyms SOD mit NO Witnoxylanion und umgekehrt
wurde beschrieben (Murphy & Sies, 1991). Dieseelgfikonnte auch fur die bekannte
Forderung der Bildung von NO aus L-Arginin bei d&DS-Reaktion durch SOD (Hobbs
et al., 1994) verantwortlich sein. Beschrieberaigterdem ein fordernder Einfluss von Cu-
Zn-SOD auf den Zerfall von Nitrosothiolen, wobeinzohst eine Reduktion des Gu
Zentralions zu Cuals Mechanismus postuliert wird (Jourd’heuil et 4D99). Cii selbst
wurde nach dem folgenden Mechanismus (Gleichungeh 25) fur eine Spaltung der S-

NO Bindung in den Nitrosothiolen sorgen (Singhleti96).

(24) GSNO + Clu+ H'® GSH + NO + Ct'
(25) 2GSH+2CU = GSSG+2Cl+ 2 H'

Ahnlich der Dismutierung (Komproportionierung) véhO, durch SOD ware evtl. auch
eine Reaktion mit NO denkbar, also einerseits @riglation zu NO und andererseits eine
Reduktion zu NQ Eines der beiden kdnnte dann das DAF-reaktiveg&ea darstellen.
Wegen der Notwendigkeit einer Oxidation bei der DAEoreszenz dirfte es sich wohl
eher um NO handeln. Andererseits wurde bei einer vergleickaridberpriifung der Spe-
zifitat der NO-Donoren fur Angeli’s Salz (ein Ubeegender NOGDonor) die hdchste Flu-
oreszenz ermittelt. Hier ist allerdings zu bedenkdass bei diesen Stoffen immer eine

komplexe Mischung aus verschiedenen NO-Derivatésteadt.

1.3 Zusammenfassende Schlussfolgerungen zur Hydrdaynin-Oxidation

Die Freisetzung von NO aus Hydroxylamin und verwandSubstanzen konnte durch
Messungen mittels Chemilumineszenz und DAF-Fluaeszestatigt werden. Es scheint
sicher, dass sowoin vitro als auchn vivo ROS bei der Oxidation beteiligt sind. Die Rolle
der SOD, die fur eine erhéhte Freisetzung von NOHW sorgte, kann derzeit nicht ohne

weiteres erklart werden. Es konnte zwar gezeigtdemrdass das Enzym eine Steigerung
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der NO-abhangigen DAF-Fluoreszenz bewerkstelliggr @b dies wirklich die Ursache fur
die erhohte NO-Emission bei der HA-Oxidation idgilt unklar.
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2. DAF-Fluoreszenz ohne Beteiligung von NO

Bei der Kombination von SOD, J, und DAF-2 wurde eine erhdhte Fluoreszenz in Ab-
wesenheit von jeglichem Stickstoffmonoxid oder sigem NO-Quellen beobachtet. Im
zweiten Teil der Arbeit sollte ein moglicher physigischer Hintergrund dieser Reaktion
erortert werden. Bereits in friiheren Arbeiten (leet et al., 2006) ergaben sich bei der
Elicitierung von Tabaksuspensionszellen widerspitich Ergebnisse bei der Messung
von NO mittels DAF-Fluoreszenz und Chemilumineszatie zum damaligen Zeitpunkt

aber nicht erklart werden konnten.

2.1 Freisetzung von DAF-reaktiven Substanzen durcliabaksuspensionszellen

Unsere Versuche haben gezeigt, dass im FiltratGryptogein-behandelten Zellen hohe
DAF-Fluoreszenz entsteht. Grél3enausschluss- sowllt(tion ergaben, dass sowohl
hochmolekulare als auch niedermolekulare Kompomeate der Fluoreszenzerzeugung
beteiligt waren. Zugabe von Katalase bzw. von Adqatlantien zum Filtrat zusammen mit
DAF-2 sorgten fur eine komplette Ausléschung deloFészenz, was auf eine Beteiligung
von H,O, an dieser Fluoreszenz schlief3en liel3.

Die Vermutung der Beteiligung einer enzymatischemmigonente an der Entstehung der
DAF-Fluoreszenz wurde weiterhin dadurch bestatigss KCN die Reaktion zumindest
partiell hemmte, und auch dadurch, dass kurzeszerhides Filtrates eine vollige Hem-
mung der Fluoreszenzerh6hung verursachte. BeeletzBehandlung wird allerdings auch
H,O, komplett abgebaut — die Schlussfolgerung kann aleshunéchst nicht eindeutig
aufgestellt werden.

An Hand von Enzym-Assays wurde schlieRlich vewdizi dass sich in diesen ,Uberstan-
den”“ zusatzlich zu ubiquitar in den Apoplasten sakrter Peroxidase (auch in unbehan-
delten Zellen) noch D, aus dem sog. ,oxidative burst* befindet. Die Blegang von NO

an der Entstehung dieser Fluoreszenz konnte duinem@umineszenzmessungen mit eli-
citierten Zellen (Planchet & Kaiser, 2006) sowie 8ealyse der DAF-Reaktionsprodukte
im Filtrat mittels Hochdruckflissigkeits-Chromataghie (HPLC) ausgeschlossen werden.
Nach der gangigen Literatur sollte bei der Reaktion DAF-2 mit NO ausschlie3lich das
hochfluoreszierende DAF-Triazol (DAF-2T) entstehBei der HPLC-Analyse dominier-
ten im Uberstand von mit Cryptogein elicitiertenll&e aber zwei eindeutig nicht mit
DAF-2T eluierende Derivate, die evtl. Isomere eidgsiers von DAF-2 darstellen. Bei
Anwendung des membrangangigen DAF-2 DA war dagegeBxtrakt die Bildung von
ganz anderen, noch nicht né&her charakterisiertefr-Produkten festzustellen, die bei
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chromatographischer Auftrennung mit sehr verscimedeRetentionszeiten eluieren und
dementsprechend sehr unterschiedliche Polaritétevesen. In allen diesen Fallen konn-
te allerdings entweder gar kein (Filtrat) oder seihr wenig DAF-2T (Zellextrakte) detek-

tiert werden.

Wichtige Schlussfolgerung:DAF-2 Fluoreszenz ist also eindeutig ganz ohne rN&y-
lich, und es gibt au3er dem DAF-Triazol noch bisingbekannte fluoreszierende DAF-2-
Derivate die ohne NO, aber vermutlich unter Bejaitig von ROS sowie des Enzyms Pe-

roxidase gebildet werden.

Bei Verwendung eines verwandten Fluoreszenzfaflest¢DAF-FM) ergab sich ein &hnli-
ches Bild, wobei hier im Filtrat eines der Reaksiprodukte (mit der hoheren Retentions-
zeit) Uberwiegt und in den Extrakten mehr spatesgnde (hydrophilere) Komponenten
auftauchen als bei DAF-2. Die Veranderungen dekii#d#gen der Substanzen in den Ex-
trakten bei Behandlung der Zellen mit Cryptogeinmemaallerdings ahnlich. Obwohl DAF-
FM im In-vitro-Experiment eine im Verhaltnis zu ROS deutlich héh8pezifitat fir NO
aufwies als DAF-2, konnte auch damit nur eine sgdninge Menge an NO-abhangiger
Triazolbildung im Zellfiltrat festgestellt werdeAljb. 35). Auch dies bestatigt unsere obi-

ge Schlussfolgerung.

2.2 Verifizierung der NO-unabhangigen DAF-Fluoreszez in vitro

An Hand der Ergebnisse aus der Reaktion des Ubeesader Suspensionszellen mit
DAF-2 konntein vitro ein sehr simples Reaktionssystem aus MeerrettioRuase
(MRPO), HO, und DAF-2 etabliert werden, das der Situation itr& der Zellen sehr
nahekommt. Auch hier konnte die NO-unabhangige rekzenz aufgezeigt werden, wobei
dieselben Reaktionsprodukte mit den Retentiongzdifeund 12 entstehen. Insgesamt die
hochsten Fluoreszenzem vitro traten bei der kombinierten Reaktion von DEA-
NO+MRPO+HO, mit DAF-2 auf. In diesem Fall konnte zusatzlichdan zwei Produkten
auch DAF-2T im Chromatogramm detektiert werden, waseits auf zwei grundsatzlich
verschiedene Mdglichkeiten der Reaktion von DAF {d@bhangig sowie NO-abhéngig)
mit verschiedenen fluoreszierenden Produkten baclgbn Fluoreszenzmessbedingungen
hinweist.

Eine Steigerung der Grundfluoreszenz (MRP@3HDAF-2) wird alleine schon mit
DEA-NO bewirkt, ein bereits von der SOD her bekasrhanomen. Mdglicherweise wird
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dabei (mit SOD) eine Umwandlung von NO in eine Dsgktive Form katalysiert. Da die
Reaktion auch in mit Helium vorbegaster Reaktiosishiyy zu beobachten war (nicht ge-
zeigt), durfte es sich nicht um eine Oxidation h&nd sondern eher wieder um eine
Disproportionierung zu NObzw. NO.

Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werdss die Bildung der fluoreszierenden
Produkte enzymatische Reaktionen mit den beidenst&ibn HO,+DAF-2 bzw.
NO+DAF-2 beinhalten. Die Substrate konkurrierer.aun das aktive Zentrum der Pero-

xidase, wobei die hohere Affinitat zu NO bestehtif Aen genauen Reaktionsmechanis
mus, ob also evitl. eine Oxidation zu hoheren N-@widorliegt, die dann mit DAF-2 rea-
gieren, kann hieraus nicht geschlossen werden.

Eine genauere Analyse der chemischen Struktur el@em DAF-Produkte in den Filtraten
bzw. im In-vitro-System steht noch aus. Vorlaufige massenspektrmciee Untersuchun-
gen deuten auf die Bildung eines Dimers hin, daslmer Oxidationsreaktion aus zwei
DAF-Molekilen mit BO, unter Peroxidase-Katalyse entsteht. Abb. 39 zeiggliche
Strukturformeln, bei denen Uber die beiden Aminpgan eine Reaktion zu einem Sechs-

ring-System stattgefunden hat.

"~
o]
-\_\_\- O
HO
o]

Abb. 39: Mdgliche Strukturformeln der zwei isomeren Dimedes bei der Reaktion von DAF-2
mit MRPO und HO, entstehen kdénnten. (Mit freundlicher Genehmiguog r. Agnes Fekete,

Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie)

Die postulierte Strukturformel wirde zu den gemesseRetentionszeiten passen, die im
lipophileren Bereich liegen. Durch die Reaktiondam endstandigen Aminogruppen ver-
schwinden diese hydrophilen (polaren) Molekilkongrden von DAF-2, wahrend das

entstehende Aza-Ringsystem eher lipohil ist.
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2.3 Einfluss von cPTIO auf die NO-unabhangige DAF-koreszenz

Wie bereits erwéhnt, wird in der Literatur zur Atdserung der mittels DAF-Fluoreszens
erhaltenen Daten fast immer der NO-Radikalfangefl©Peingesetzt. Wird die DAF-
Fluoreszenz durch cPTIO verhindert, so wird dissBastatigung fur eine Beteiligung von
NO gewertet.

Wir fanden bei Zugabe von cPTIO zum Uberstand \iwitierten Zellen mit DAF-2 prak-
tisch keine Wirkung. Die Fluoreszenzentwicklung Her In-vitro-Reaktion wurde durch
cPTIO sogar stark erhdht. Gleichzeitig zeigte destTmit Amplex-Rot, dass cPTIO die
H,0O,-Menge im Filtrat von elicitierten Zellen fast hadlie. Dies konnte durch die Reakti-
on von membrangangigem cPTIO mit deiGzVorstufe Superoxid im Inneren der Zelle
erklart werden (Goldstein et al., 2003). Haseloféle (1997) berichten sogar, dass die Ra-
tenkonstante fir diese Reaktion mit Superoxid 1€i0fadher ist als mit NO. Verminder
der blauen Farbung in Gegenwart der superoxid-miedenden Komponenten Xan-
thin+Xanthinoxidase (XOD) deuteten ebenfalls dadaiaf (nicht gezeigt). Hierzu passte
auch eine erniedrigte Fluoreszenz des Filtrateanve®TIO bereits bei der Inkubation der
Zellen mit Cryptogein anwesend ist.

Mdglicherweise hat cPTIO also insgesamt, wie awtios im Fall von NO-begaster DAF-
Losung (Akaike & Maeda, 1996) einen eher fordern&@mfluss auf die Reaktion von
DAF-2 mit PO und HO-,

Wichtige Schlussfolgerung DAF-Fluoreszenz kann nicht nur aus NO, sondeohdiber
ROS-Produktion entstehen (s. oben). Da aber cPTith die ROS-Produktion hemmt, ist
der Radikalfanger zur Absicherung von Ergebnisdenauf DAF-Fluoreszenz (vor allem
im LSM) basieren und damit zur Verifizierung eifé®-Beteiligung an physiologischen

Prozessen, vollig ungeeignet.

Eine weitere interessante Beobachtung war, dasalbb&ugon DAF-2 direkt zu elicitierten
Zellen (also nicht erst zum Zellfiltrat!) nur eigeringe (bisweilen auch gar keine) Fluo-
reszenzerhdhung erzeugte. Die Ursache ist noclaunklir spekulieren, dass Zellen DAF-
2 bzw. seine Reaktionsprodukte abbauen oder dagzeBsionszellen direkt in die PO-
katalysierte Reaktion von @, mit DAF-2 eingreifen. Wéahrend allerdings DAF-2T-ta
sachlich durch Zellen abgebaut zu werden scheindies bei den per HPLC identifizierten

DAF-Dimeren nicht der Fall — sie scheinen auch egéhwart von Zellen stabil zu sein.
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2.4 DAF-2 DA-Fluoreszenz im Extrakt von Suspensiozellen

Die Mehrheit aller publizierten DAF-Fluoreszenzmesggen erfolgte bisher an Pflanzen-
material, bei dem Zellen mit den membrangangigeac&aten (DAF-2 DA bzw DAF-FM
DA) aufgeladen wurden und die Fluoreszenz nachemeh nicht aufgenommenen Farb-
stoffes (,Waschen®) mittels LSM-Bildgebung ausget@ewurde. Der offensichtliche Vor-
teil der Methode liegt in der Mdglichkeit der Lolsarung der Fluoreszenz in Geweben
und innerhalb von Zellen. Die Alternative, namldie Messung der Fluoreszenz in Zellex-
trakten, wurde bisher nicht oder kaum angewendear £ntfallt damit die Moglichkeit zur
Lokalisierung der Fluoreszenz und damit der NO-Bktidn, doch zumindest von der
guantitativen Auswertung her bestehen entscheid&fwtteile. Schliel3lich ist mit Hilfe
der Zellextrakte eine Auftrennung und Analyse miighr DAF-Produkte nur auf diesem
Weg maglich.

Grundsatzlich war bei unseren DAF-2 DA Experimentia Hintergrundfluoreszenz
schon in unbehandelten Kontrollzellen immer setohh&ie wurde durch Cryptogein nur
marginal erhéht. Die HPLC-Auftrennung zeigte, dasghnlich wie bei den Produkten in
Zellfiltraten — in diesem Fall sehr wenig DAF-Tra@dzntsteht. Dafir fanden sich eine gan-
ze Reihe von neuen DAF-Produkten, die auch nichtdem zwei im Filtrat entstandenen
DAF-Derivaten identisch waren.

Lediglich bei Inkubation der Zellen mit NO-Donordwwnnten signifikante Mengen an
DAF-2T detektiert werden, allerdings schien auaér ldie DAF-2T-Bildung nicht inner-
halb, sondern auf3erhalb der Zellen stattgefundelmaben. Dabei wurde durch weiterge-
hende Versuche bestatigt, dass weder DAF-2T nochk-DAn irgendeiner Weise memb-
ranpermeabel sind. Es ist nicht auszuschliel3e, diasangewandten hohen Konzentratio-
nen der NO-Donoren negative Effekte auf die StiEilind Integritat der Suspensionszel-
len haben und dadurch DAF-2T in das Filtrat gelan@och scheint diese Mdglichkeit
relativ unwahrscheinlich, weil die im Filtrat gefienen DAF-Derivate in keinem Fall im
Filtrat zu finden waren. Die DAF-2T-Bildung in Gegeart von NO-Donoren hétte even-
tuell mit Spuren von ausdiffundiertem DAF-2 staitfen kénnen. Allerdings konnte eine
solche Ausdiffusion ausgeschlossen werden, da tersthnd von Kontrollzellen keine
Fluoreszenzerhéhung mit MRPOz®B} bzw. MRPO+HO,+DEA-NO zeigte.

Eine genauere Untersuchung der im Filtrat entstaed®AF-Produkte steht noch aus und
stol3t an praktische Grenzen, da die Extrakte emi§€x aus verschiedenen Komponenten
der aufgeschlossenen Zellen darstellen und so Hiontatographische Untersuchungen

nicht ohne weiteres brauchbar sind.
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2.5 Zusammenfassende Schlussfolgerungen zur DAF-Bleszenz

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Maleijglz dass es zwei Moglichkeiten gibt,

Fluoreszenz mit DAF-Farbstoffen zu erzeugen, ndm#ioe in der Literatur beschriebene
und wohlbekannte NO-abhangige und eine neue NOh#majige aus der Reaktion von

DAF mit dem Enzym Peroxidase und®3. Im ersten Fall reagiert DAF-2 mit einer héher
oxidierten NO-Spezies zu DAF-2T, was wir auch zeigennten. Im zweiten Fall dagegen
wird DAF-2 in eine Vielzahl von verschiedenen flaszierenden Produkten umgewandelt,
deren gegenseitiges Mengenverhaltnis und Strulduord abhéangt, ob intrazellular oder
extrazellular Fluoreszenz gemessen wird und welbiAdt-Farbstoff eingesetzt wird.

Das folgende Schema veranschaulicht die mutmafliBeaktionen im Extrazellularraum

und an der Plasmamembran von mit Cryptogein inkténelrabaksuspensionszellen.

‘ Peroxidase
. Zellkern

D NADPH-Oxidase

B Cryptogein

’ Rezeptor

2\ Signalkaskaden

DAF-??

Abb. 40: Schematische Darstellung der Generierung von Defkiiven Substanzen nach Inkuba-

tion mit Cryptogein (Pugin et al., 1997; Bourquexket 1999).
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Die grol3e Familie der hAmhaltigen Peroxidase-Enzgomemt sowohl intra- als auch ext-
razellular vor (Andrews et al., 2002). Sie sindweise zellwand- und plasmamembrange-
bunden (Perrey et al., 1989) und werden auch natallRlurch Pathogene oder Verwun-
dung (Kawaoka et al., 1994) vermehrt gebildet uisSdE2CPOX (Extrazellulare Peroxida-
sen) in den Apoplasten sekretiert (siehe A 4.2¢ Beaktion zwischen DAF-2,,8, und
Peroxidase kdnnte einem Reaktionsschema &hnlictadialischen Oxidationsreaktionen
der Peroxidasen entsprechen, da die Substrateedexi®asen auch phenolische Molekile
umfassen (Takahama, 2004).

Als Ergebnis wird grundsétzlich vorgeschlagen, Megen der NO-Bildung, die nur auf
DAF-Fluoreszenz beruhen, mit groéf3ter Vorsicht zienpretieren und mittels HPLC zu
Uberprifen, ob wirklich DAF-2T gebildet wurde. Beliethoden wie Fluoreszenzmikro-
skopie oder der konfokalen Laserscanningmikrosk@pleSM) sowie bei fluorimetrischen
Messungen ist auf Grund der kaum differenzierbadferoreszenzspektren von DAF-2T
und des mutmallichen Dimers eine Unterscheidunguistandenen DAF-Derivate nicht
maoglich. Hier ware fur die Zukunft ein ,Schnelltesbn Vorteil, weil man so aufwandige
chromatographische oder gar massenspektrometrigotersuchungen umgehen koénnte.
Da sich die Absorptionsspektren der neuen DAF-Réeiwon DAF-2T in einigen Punkten
unterscheiden (Abb. 37), liegt evtl. auch hier dilmterscheidungsmaglichkeit.
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D MATERIAL UND METHODEN

1. Tabaksuspensionszellen

1.1 Anzucht der Suspensionszellen

Der grofdte Teil der vorgestellten Experimente wordeit Tabaksuspensionszellen der
Wildtyp-VarietatenNicotiana tabacuntv. Gatersleben und cv. Xanthi sowie der Nitratre-
duktase-defizienten DoppelmutanteaBO (Muller, 1983) durchgefiihrt. Deren Anzucht
erfolgte zunéchst als Festkultur auf Agarplattens@nmensetzung siehe Tab. 8). Alle 3 —
4 Wochen wurden diese unter Sterilbedingungenna reue Flissigkultur umgesetzt.

Die flussige Zellkultur vergrofRerte sich in 300 fallenmeyerkolben unter Dauerbeleuch-
tung (100 LE i s* photosynthetisch aktives Licht) und standardisieedingungen (24
°C, kontrollierte Luftfeuchtigkeit) auf einem ScHéat (Umdrehungsgeschwindigkeit ca. 50
s, New Brunswick Scientific, New Jersey, USA) in@klaviertem Standard-LS-Medium
(nach Linsmeier & Skoog, 1965). Mindestens zweipral Woche erfolgte durch ,Passa-
gieren“ (80 mL neues LS-Medium + 20 mL alte Zeltkw) eine Verdinnung der Zellkul-
tur. Fur die Versuche selbst kamen mindestens angthdchstens funf Tage alte Kulturen

zum Einsatz.

Tab. 8: Zusammensetzung des Agarmediums, des Wachstumsmsedind der Spurenelemente-

Losung fur die Flissigkultur der Suspensionszellen.

Wachstumsmedium fur Wildtyp

20 mM KCI

1,5 mM MgSQ

1,25 mM KH.POy
3mM CaCb

5 mL/L Spurenelemente-Ldsung
5 mL/L C-Quellen

5 mM MES

20 mM Mops

88 mM Saccharose
20 mM KNG,

pH 5,3
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Wachstumsmedium furNia30

20 mM KCI

1,5 mM MgSQ

1,25 mM KH.POy
3mM CaCb

5 mL/L Spurenelemente-Ldsung
5 mL/L C-Quellen

5 mM MES

20 mM Mops

88 mM Saccharose
Aminosauren 3g/L

pH 5,3

Agarmedium fur Wildtyp und nia30

20 mM KCI

1,5 mM MgSQ

1,25 mM KH,PO,

3 mM CaCb

5 mL/L Spurenelemente-Ldsung
5 mL/L C-Quellen

5 mM MES

20 mM Mops

88 mM Saccharose
0,25 % (w/w) Phytagel
20 mM KNG,

pH 6,15

Spurenelemente

0,1 mM NaEDTA * 2 H,O
0,1 mM FeSQ* 7 H,O
0,1 mM HBO;

0,1 mM MnSQ * H20
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30 uM ZnSQ* 7 H,O

5 uM Nal

1uM NaMoO, * 2 H,O
0,1 uM CuSQ@* 5 H,O
0,11 uM CoCJ* 6 H,O

Das Agar- und das Wachstumsmedium wurden jewetlskiviert. Zur Vermeidung von
Interferenzen der Inhaltsstoffe des komplexen Wasthums mit der Fluoreszenz der
DAF-Farbstoffe, wurde das Waschmedium zu einem tnieltoklavierten ,LS-
Minimalmedium“ oder Waschmedium vereinfacht (Tap.Burch Zusatz von KN@und
Saccharose erst am jeweiligen Versuchstag warres gizbrauchsfertig.

Tab. 9: Zusammensetzung des vereinfachten Wachstumsmétdguilinimalmedium).

Minimalmedium (Waschmedium)

20 mM KCI

3mM CaCb

20 mM Mops

88 mM Saccharose
20 mM KNG;

pH 7,2

1.2 Vorbereitung des Zellenmaterials

Fur die Versuche wurde ein groReres Volumen depé&hsson aus einem Erlenmeyerkol-
ben steril abgenommen und auf einer Fritte miteHdiner Saugflasche und einem ange-
legten leichten Vakuum durch einen Papierfilterd 1892, Durchmesser 90mm, Schlei-
cher & Schiull, Dassel, Deutschland) dreimal mitM8imalmedium gewaschen. In dieses
erfolgte auch die abschlieRende ResuspendierursgBatugsgrofle fur die ,Zellmenge”,
wurde deren Masse ermittelt. Mit Hilfe einer abdesttenen Pipettenspitze wurden 1 mL
Zellsuspension abgenommen, fir eine halbe Minatekén gesaugt und auf einer Waage
die Trockenmasse festgestellt. Dieses wurde darchdlerdiinnen (Zugabe von Medium)
auf 80 — 90 mg/mL eingestellt.

Wahrend der weiterfuhrenden Experimente wurdenudlig der Zellen (3 —5 ml) in einem

konstanten Strom (Ublicherweise 1 L/min) angefeeteltPressluft in Kristallisierschalen

82



Material und Methoden

im verschlossenen Exsiccator auf einem Schuttle8®e- 100 Upm inkubiert. Nach einer
Akklimatisationsphase von ca. 15 Minuten wurdenspréchende Substanzen appliziert
und die Zellen in der Regel fir 2 Stunden inkubiert

Zur Gewinnung der Filtrate (Abb. 41) wurden diel@elmit Hilfe selbst hergestellter Fil-
tereinheiten aus Papierfiltern und dem Untert@ieeiSpritze filtriert. Das in einem Zentri-
fugenglas durch sanftes Driicken aufgefangene Filtuade flr Fluoreszenzmessungen in

Halbmikrokivetten aus Plastik Uberfuhrt.

@ 2 h Luft —_ —
Ze”en + I ...... .
Cryptogein (50 nM)
Zellfiltrat + DAF-2

Abb. 41: Schematische Darstellung der Gewinnung des Kiltran elicitierten Suspensionszellen.

1.3 Aufladen der Zellen mit membrangangigen Fluorezenzfarbstoffen

Zur Quantifizierung der Fluoreszenz sowie HPLC-Amah in Zellextrakten und fur Fluo-
reszenzmikroskopie wurden die Zellen mit 10 uM DABPA bzw. DAF-FM DA im kon-
stanten Luftstrom auf dem Schiittler fir 30 Minui@nDunklen inkubiert. Um Uberschis-
sigen, nicht durch die Zellen aufgenommenen Fluenezfarbstoff aus der Zellsuspension
zu entfernen, wurden die Zellen danach noch zwemtter Saugflaschenapparatur und
Minimalmedium gewaschen und danach wiederum mit d@icitor und evtl. weiteren
Stoffen inkubiert.

Fur die Gewinnung der Extrakte nach der Inkubatieitsvurden die Zellen in Filtersprit-
zeneinheiten mit Papierfiltern (Abb. 41) zweimal tmilemselben Volumen LS-
Mangelmedium gewaschen, abschliel3end resuspenuidrin der verschlossenen Sprit-
zeneinheit mit flissigem Stickstoff behandelt. N&alitauen wurde der Extrakt in Eppen-
dorf-Gefal3e uberfuhrt und in einer vorgekihltentdtrge 10 Min. bei 12000 Upm und
4°C zentrifugiert. Der haufig etwas gelbliche Ubtansl (als ,Extrakt* bezeichnet) konnte
nun nach Abtrennung der Zelltrimmer fir weitere Ksen, z. B. Fluorszenzmessung

verwendet werden.
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1.4 Freisetzung von NO durch Donorsubstanzen

Es wurden organische und anorganische NO-Donoreviakelt, die NO bzw. verwandte
Spezies in physiologischen Dosen Uber langere&eite freisetzen konnen. Bei der frei-
gesetzten Spezies handelt es sich haufig nicht @nsélbst, sondern um das oxidierte
Nitrosoniumkation (NO) oder das reduzierte Nitroxylanion (N®@der auch Mischungen
aus allen drei Komponenten, wobei allerdings einavFmeist dominiert (Ubersicht bei
Feelisch, 1998).

Einige haufige, auch im Rahmen dieser Arbeit bdeatdDonorsubstanzen seinen exem-

plarisch herausgegriffen (Tab. 10).

Tab. 10: Verschiedene NO-Donoren und ,Art des freigeset@t (verandert nach Dangel,
2007).

Substanz Strukturformel Freigesetztes Teilchen
SNP

(Sodiumnitroprussid)

Nao[Fe(CN)(NO)] NO*

S =0

—N
u]
GSNO woe ~ A, Lrv o
NH 0

(S-Nitrosoglutathion)

Vi
- \ /S
ieth ?EA' " SN NO-
(Diethylamin-NONOat) N
Angeli’'s Salz 0
\ _
N=N—CNa NO

(Natrium-trioxodinitrat)

Manche dieser Substanzen, z. B. SNP bendétigenfiektigen NO-Freisetzung kinstliches
Licht. GSNO, das aus der Reaktion des Tripeptidga#ion mit NO resultiert, tritt auch
im biologischen System als NO-Speicher sowie -Tpartform auf.

In den beschriebenen Versuchen dieser Arbeit woneist DEA-NO, eine Verbindung aus
der Klasse der Diazeniumdiolate (Ubersicht bei KgeP011), die zuverlassig 2 NO-
Molekule in der Radikalform pro Donormolekil freigen, verwendet. Die Halbwertszeit
von DEA-NO liegt bei ca. 2 Minuten.
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1.5 Der NO-Fanger cPTIO
2-(4-carboxyphenyl)-4,5-dihydro-4,4,5,5-tetramethid-imidazolyl-1-oxy-3-oxide  oder
abgekirzt cPTIO (Abb. 42) wird haufig verwendet, dim Wirkung und Beteiligung von
NO an biologischen Vorgangen zu demonstrieren. WR@1O zugegeben und eine be-
stimmte physiologische Reaktion bleibt aus bzw.[#d--Fluoreszenz wird vermindert, so
schlief3t man auf die Beteiligung von NO an demmethenden physiologischen Prozess.

A B

0- 0-
HaG 1, HaCo
HaC N HaC ="
e >—©—EDDH e \>—©—EDDH
TN 3= 7N
Hal - Hat -

+ g =g

Abb. 42: Strukturformel des NO-Fangers cPTIO (A) und desaliionsprodukts mit NO, cPTI (B).

[verandert nach Goldstein et al., 2003]

cPTIO ist selbst ein membrangéngiges Radikal umditda biologischer Umgebung von
Zellen instabil. Es reagiert dabei aber spezifisuh NO (Akaike & Maeda, 1996). Bei
dieser Reaktion wird das Nitronylnitroxid (cPTIO) zinem Iminonitroxid (cPTI) redu-
Ziert (Abb. 42).
Dabei wird allerdings keineswegs die NO-abhangigé-{Fluoreszenz erniedrigt wie man
annehmen konnte, sondern eher erhoht. Die dabaifalde Reaktionsfolge kann in erster
Néaherung durch die folgenden Gleichungen wiedetgegeverden:

(26) cPTIO + NO=» cPTI + NQ

(27) NQ + NO = NO3
cPTIO wirkt auf diese Weise als Sauerstoffdonordigér Oxidation von N@ Das so ent-
standene BO; ist wieder der direkte Reaktionspartner von DAEdn Triazol DAF-2T,
so dass die Fluoreszenz eher erhéht wird.

Ein verwandter Stoff, tmaPTIO, ist ein membraninmpeabler NO-Fanger.
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2. Nachweismethoden fir Stickstoffmonoxid
2.1 Chemilumineszenzmessungen
Die in der Chemilumineszenz-Analyseeinheit (CLD 7410 ppt, Eco-Physics, Durnten,
Schweiz) ablaufenden chemischen Vorgange wurdegitbegriautert (siehe A 5.1). Das
angeregte Stickstoffdioxid kann dabei neben dersBimn von Lichtquanten auch durch
Reaktion mit Sto3partnern (M) strahlungslos in @eandzustand zurtickkehren:

(28) NG* + M= NO, + M
In der Regel sind die Prozesse haufiger als diahftngsrelaxation. Um die Haufigkeit
von StolRpartnern zu reduzieren, arbeitet der Aasdysnit Unterdruck.
Neben NO reagieren auch eine ganze Reihe weiteganischer Molekile mit Ozon nach
demselben Mechanismus. Diese interferierenden cobiemn Reaktionen laufen allerdings
wesentlich langsamer ab als die Reaktion mit NQ. Aralysator arbeitet daher nach dem
Zwei-Kammer-Prinzip mit einer Hauptkammer und eiMarkammer. In der kleineren
Vorkammer reagiert NO mit einem Uberschuss Ozomt ®ivd auch die Basislinie festge-
legt. Die eigentliche Reaktion, die zu einem Magsai fuhrt, findet dagegen in der
Hauptkammer statt.
Abb. 43 veranschaulicht den groben apparativen dwiftbes Analysators mit den jewells
ablaufenden Reaktionen.

Ozongeneratar
Dz 3 Dz + 2 03
Durchfluss-
regler l
MO-Analysatar
e — MO + Oy
Luft
N2 Probe
*
0, + NO,
Durchfluss- ca. 1,3 1imin a
redler - N
MNOS™ = MO, + heu Yehotomutiplier
i
Dzonzerstdrer
Mermbranpurmpe

Abb. 43: Schematische Darstellung einer Apparatur zur Magson NO mittels Chemilumines-

Zenz.
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Die zu untersuchende Probe (Suspensionszellen indstro-System) wurden in einer
Kristallisierschale in einen Exsiccator (Volumenh)leingebracht. Dieser wurde von einem
mit Durchflussreglern (Tylan General, Eching, Debtand) konstant gehaltenen Gasstrom
(1,3 L/min) aus Stickstoff oder Pressluft durchfies. Das Messgas stromte zunachst
durch eine Saule (1 m lang, 3 cm Durchmesser) lgefiit Aktivkohle (Partikelgrof3e 2
mm) und wurde dabei von NO, das sich naturlichesevén der Luft befindet, befreit. Vor
dem Eintritt in den Analysator wurde das Tragerdasch eine vorgeschaltete Kéltefalle
von Wasserdampf befreit, um Schaden an der Elektkamzubeugen.

Der Ozongenerator wurde mit Sauerstoff aus Gastasgespeist. Dieser wurde durch
zwischengeschaltete Blaugelsaulen (Volumen ca.\ubtgetrocknet.

Das in biologischen Systemen produzierte NO mussié® Verfahren der Chemilumi-
neszenz in gasformiger Form vorliegen Um den Uitexton NO aus der Flissig- in die
Gasphase zu beschleunigen, war der Exsiccatori@ermeSchuttler untergebracht, der fur
Zellsuspensionen mit ca. 80 — 100, levitro-Ansatzen mit bis zu 140 Umdrehungen pro
Minute betrieben wurde. Es ist bei diesem Aufbatinaeheinlich, dass ein groRer Teil des
NO vor dem Ubertritt in die Gasphase innerhalb Zigten oder dem umgebenden Medi-
um bereits abreagiert hat. Die erhaltenen Ergebrspgegeln daher vermutlich nicht das
gesamte tatsachlich entstandene NO wider. Wenngdageine mit NO gesattigte Losung
von Agqua dest. in der Chemilumineszenz untersudtd, Wann ein sehr hoher Anteil des
gelésten NO wieder zuriickgewonnen werden.

Mittels eines kleinen (wahrend der Messung mit min@ummistopfen verschlossenen)
Loches in der Abdeckung des Exsiccators konntendenitPipette Lésungen zugegeben
werden, ohne den Gasfluss zu unterbrechen. Somitieavioglichkeit einer kontinuierli-
chen Messung der NO-Produktion unter bestimmtefiiissen tUber einen langeren Zeit-
raum gegeben. Die Integrationszeit (Abstand zwischweei Datenpunkten) lag normaler-
weise bei 20 sec.

Die registrierten ,Lichtsignale* des angeregten N@®urden durch einen eingebauten Pho-
tomultiplier (PMT) verstarkt sowie Uber einen AngiDigital-Wandler und ein angepass-
tes Programm basierend auf Visual Designer (PC0B289, Ver. 4.0, Tucson, Arizona,
USA sowie Peter Rockel, Julich, Deutschland) alsakbangiger Graph in ppb auf einem
Computer wiedergegeben. Zusatzlich lagen die Méssdals Excel-Datei zur weiteren

Verarbeitung, z. B. Erstellung von Graphen vor.
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Die Kalibrierung der Chemilumineszenzapparaturlgtéomit NO-Eichgas in verschiede-
nen Konzentrationen, das durch Mischung mit Stafkstus einer ,Stammlésung” (500

ppb NO in Stickstoff, Messer Griesheim, Darmst&aiytschland) hergestellt wurde.

2.2 Fluorimetrische Messungen

Die Messung der Fluoreszenz erfolgte in Halbmikiastkkuvetten mit einem Fluorime-
ter (FP-6500, Jasco Labor- und Datentechnik, Grofstddt, Deutschland).

Hierzu wurde das jeweilige Filtrat der behandelfetien Uberfihrt und Fluoreszenzfarb-
stoff zugegeben bzw. die Edukte dervitro-Reaktion soweit vorbereitet, dass zum
Schluss nur noch das Enzym MRPO zugegeben wurdeh Marmischen des Reaktions-
ansatzes mit einem Ruhrspatel wurde sofort der Wiett= 0 ermittelt und zu den jeweils
angegeben Zeiten die Fluoreszenz ermittelt. Hiaratde die Kivette in die Mel3kammer
gestellt und mit der auf das Gerat abgestimmtemm@oé ,Spectra measurement” (Jasco
Labor- und Datentechnik, Gro3-Umstadt, Deutschlaed)entsprechende Wert abgelesen.
Die Konzentration der Fluoreszenzfarbstoffe bethej den Hydroxylamin-Versuchen
noch 5 uM. Auf Grund der Ergebnisse von Leikeralet{2001) und der damit verbunde-
nen rationelleren Verwendung der kostspieligen $taffe wurde sie fur den zweiten Teil
auf ein Zehntel, also 0,5 uM reduziert.

Bei Experimenten mit dem NO-Radikalfanger cPTIO steuf Grund der starken blauen
Farbung eine Absorption des durchgehenden Lichdescksichtigt werden, z. B. ergaben
sich 20 % Verminderung bei einer Konzentration 260 uM cPTIO.

Folgende Wellenlangen fir Anregung und Emissiondenrje nach Fluoreszenzfarbstoff

verwendet (nach den Herstellerangaben):

Farbstoff Anregungswellenlange Emissionswellenlange
[nm] [nm]
DAF-2 495 515
DAF-FM 500 515
DAR-4M 560 575

Als Bandbreite (Offnungsweite des Spaltes nachdre®eiten) wurden 3 nm verwendet.
Die Datenabnahme (,response®) erfolgte alle 500is8&kunden. Der Nullabgleich (,Au-

toZero®) erfolgte mit 1 mL LS-Mangelmedium in eireiivette.
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Mit der Software konnten auch Anregungs- und Erarssspektren in verschiedenen Wel-
lenlAngenbereichen aufgenommen, sowie zeitabhamgigegeszenzmessungen einer Pro-

be durchgefuhrt werden.

2.3 Fluoreszenzmikroskopie

Fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurdgédAF-2 DA aufgeladene, ent-
sprechend vorbehandelte und zweimal mit frischerMaBgelmedium gewaschene Sus-
pensionszellen auf Objekttrager gebracht. Das vedet® konfokale Mikroskop (Axi-
oskop 2, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mi@ einem Helium-Neon-Laser
(Anregungswellenlange 488 nm) ausgestattet.

Die Offnungsweite der Blende (,pinhole*) sowie dietektorempfindlichkeit (,gain)
wurden mit unbehandelten, aufgeladenen Kontrobreltur Ausschaltung der Hinter-
grundfluoreszenz als Basiswerte definiert. Die Beaung der Bilder erfolgte mit der sys-
temeigenen Software LSM Pascal bzw. LSM Image Beow€arl Zeiss Microimaging
GmbH, Oberkochen, Deutschland).

2.4 Indirekter kolorimetrischer Nachweis von NO

Basierend auf Hagemann und Reed (1980) und deurBjldles Azofarbstoffes (siehe A
5.4) wurde folgender Ansatz gewahlt:

e 750 pl Sulfanilamid-Losung 1 % (w/v) in 3 M HCI

e 750 pl Naphthylethylendiamin-Losung 0,003 % (wiv)/Vasser

e 150 pl 0,5 M Zinkacetat-L6sung

* 1 mL Probe

Nach Zugabe der Reagenzien zu der Probe und 30t&niriReaktionszeit wurde gegen
einen Nullwert die Absorption bei 546 nm gemess&is. Standards wurden bekannte
Stoffmengen (nmol) Nitrit verwendet.

Um auch gebildetes Nitrat nach dieser Methode sefazu kbnnen, muss dieses zunachst
mit VCI3 zu Nitrit reduziert werden (nach Casanova et28106). Der hierzu gewahlte An-
satz umfasste folgende Reagenzien:

e 250 pl Sulfanilamid-Losung

e 250 pl Naphtylethylendiamin-Lésung

e 200 pl 100 mM Vanadium(lINtrichlorid-Lésung in 1 MCI

e 500 pl Probe
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Der Ansatz wurde 5 Minuten bei 70° im Heizblockublert, danach in Eis abgekuhlt und
die Absorption bei 546 nm gemessen. Da die s;M©@kung eine Eigenfarbung besitzt,

musste diese bei den Messwerten bertcksichtigtemerd

3. Charakterisierung der Substanzen im Filtrat

3.1 GroRenausschlussfiltrationen

Um niedermolekulare Bestandteile (hiexQd) aus dem Filtrat elicitierter Zellen abzutren-
nen, wurden Spritzeneinheiten mit 1,9 mL Sephadspexsion (Sephadex G 25) gefillt
und mit ,LS-Waschmedium® aquilibriert. AnschlieRBewdrden 650 pl Filtrat aufpipettiert

und bei 1000 Upm fiir 40 sec zentrifugiert.

Zu Ausschliel3en von hochmolekularen Bestandte#eB.(Enzyme) wurden die Zellfiltra-

te auf Vecta Spin Saulen (Ausschlussgrenze 10 Weatman, Maidstone, England) auf-
gebracht, diese wiederum in einer KuhlzentrifugenfMge GL, Heraeus Christ, Oster-
ode) bei 7°C fur 40 Minuten bei 4000 Upm zentriaugi

3.2 Peroxidase-Aktivitatsbestimmung

Die Messung der vorhandenen enzymatischen AktiatétPeroxidase in den Filtraten
wurde nach einem kolorimetrischen Verfahren in 1Giaskivetten basierend auf der oxi-
dativen Tetramerisierung von Guajacol zum braunarbgtoff Octahydrotetraguajacol
(ODTG) durchgefiihrt (Abb. 44).

o———o0
O—CHj, H360 O\CH3
, (
4 +4 H0O; |
H3QO O O/CH3
o———o0

Abb. 44: Reaktionsablauf bei der Bestimmung der Peroxidddiitat.

Der Reaktionsansatz, der auf der Anleitung einestelders (Faizyme Laboratories, Kap-
stadt, Sudafrika) basierte, bestand aus folgendbstften:
* Reaktionspuffer (=0,1 M Phosphatpuffer), EndvolurBenL

e 18 mM Guajacol
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* 8,3mMHO,

e 200 pl Zellfiltrat

Die Reaktion wurde durch Zugabe des Filtrats bas. Ehzyms gestartet; die Gesamtreak-
tionszeit betrug 10 Minuten; zu den Zeiten 0, 5 @AdMinuten wurde die Absorption bei
436 nm am Photometer gemessen und daraus die Umgsteschwindigkeit berechnet.
Die Kalibrierung erfolgte mit bekannten Mengen MRPO

3.3 Quantifizierung von H,O,

Die Bestimmung der von den elicitierten Zellen pro@rten Menge an 4. im filtrierten
Uberstand erfolgte mit Hilfe der Amplex-Rot-Metho@®hee et al., 2010). Dabei wird das
farblose Amplex-Rot in den rosa Farbstoff Resorufimgewandelt (Abb. 45).

Amplex Red Fiasarufin

Abb. 45: Reaktionsablauf bei der Bestimmung deOHKonzentration (Quelle: Invitrogen,
The Molecular Probes Handbook).

Die Reaktion wurde in Plastikklvetten in einer Alomlung der Herstellervorschrift (In-
vitrogen, Darmstadt, Deutschland) folgendermalReahdyefiihrt:

Zu 350 pl Amplex-Stammlésung (100 uM Ampliflu-R@0 U /mL MRPO, in 250 ul Nat-
riumphospat-Puffer, pH 7,4) wurden 350 pl Filtragegeben. Nach kurzem Schitteln und
einer Inkubationszeit von dreil3ig Minuten im Dunkleonnte die Absorption bei 560 nm
gegen eine Nullprobe photometrisch bestimmt werden.

Fur die Standardreihe wurden bekannte Stoffmengeol) H,O, als Substrat verwendet.
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4. Analytische Methoden zur Charakterisierung der DAF-Reaktionsprodukte
Alle folgenden Analysen wurden im Lehrstuhl fir Rhazeutische Biologie mit Unter-

stitzung von Dr. Markus Krischke und Dr. Agnes Reldurchgefuhrt.

4.1 Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC-Analyseneinheit (Waters Systeme, Milfdd§A) setzte sich aus einer quarter-
naren HPLC-Pumpe 600 E, dem Probengeber 717 pwie ster Fluoreszenzdetektions-
einheit 474 zusammen. Die verwendete TrennséaulbazoEclipse XDB-C18 (460 mm *
1500 mm, Agilent, Waldbronn, Deutschland) verfligiber eine Partikelgrof3e von 5 pm.
Als Laufmittel (mobile Phase) diente ein Gemisck et Feinporenfiltern (Schleicher &
Schill, Dassel, Deutschland) filtriertes ,LS-Mangedium“ sowie Acetonitril (HPLC-
Grade, Merck, Darmstadt). Die Flussrate wurde abifill / min eingestellt. Die Elution

der Analyten erfolgte mittels Losungsmittelgradient

Zeitpunkt % Komponente A % Komponente B
(,LS-Medium®) (Acetonitril)
0 95 5
20 75 25
20-30 0 100
30 -40 95 5

Die Temperatur des Saulenofens betrug wahrendetesrgen Laufs konstant 28 °C.

Die zu untersuchenden Proben wurden zur Entfermangstérenden Proteinen im Heiz-
block bei 100 °C kurz erhitzt und zentrifugiert.’wvdem erhaltenen Uberstand wurden 100
uL in HPLC-Gefal3e tUberfuhrt, davon wurden wiedefihul zur Analyse verwendet. Das
kurze Erhitzen hatte keinen Einfluss auf die Trégemschaften bzw. die Integritat der
Proben, was durch Kontrollansatze verifiziert wurde

Um trotzdem Verunreinigungen der Trennsdule zu eeten, wurde noch eine Vorsaule
(Zorbax, 12,5 * 4,6 mm, Agilent) vorgeschaltet. §lah dabei aber eine unsaubere Tren-

nung (Auftreten von Doppelpeaks) zeigte, wurdealmsiter wieder weggelassen.

4.2 Massenspektrometrie (LC-MS)

Bei den massenspektrometrischen Untersuchungenewaird Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC)-System sowie ein Synapt HDBESMassenspektrometer (Wa-
ters, Eschborn, Deutschland) eingesetzt. Die vealetenSaule BEH C18 (50 * 2,1 mm,
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Waters, Eschborn) verfligte Uber einen Partikelduedser von 1,7 pum. Die Temperatur
der Saule wurde auf 30 °C, die des Probengeber20at€ reguliert. Das Injektionsvolu-
men betrug 5 pl. Der Fluss an Laufmittel betrug @l3min. Die folgende Tabelle zeigt

den verwendeten Gradienten:

Zeit % Komponente A (1 mM % Komponente B
Ammoniumacetat in 5 % (Acetonitril)
Acetontril)
0 99 1
5 50 50
7 50 50
7,1 99 1
10 99 1

Nach der Trennung in der UPLC wurde eine negatietEbspray lonisation (ESI) der
Analyten durchgefiihrt. Dabei betrug die Kapillarspang 800 V, die Konusspannung 30
V. Die Probe wurde mit Stickstoff desolvatisier0(8I/h, 350 °C). Die Temperatur der
lonenquelle wurde auf 120 °C eingestellt. Das Masgektrometer analysierte lonen in
einem Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z) von 50 bisOlidCeiner Scanzeit von 0,15 Sekun-
den.

Die Betriebsart Low Energy (LE) mit einer Kollisisspannung in der Detektionszelle von
4 V erzeugte Molekilionen, womit ein Rickschlus$ die Elementarkomposition mog-
lich ist. Beim Modus High Energy (HE) mit einer Kisionsspannung von 15 bis 35 V
erfolgte die Fragmentierung der Analyten, was eiRéokschluss auf die Struktur zulésst.
Die Kollisionszelle war mit Argon gefullt. Als Kddrierungsstandard fiir die Massendetek-
tion wurde alle 30 Sekunden Leucine-Emphakiline ggsen. Fiur die Auswertung und

Analyse der Daten wurde die Software ,Mass LynX gekrwendet.
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5. Statistische Auswertungen und Erstellung von Grahen

Zur Auswertung der Daten sowie Erstellung der Daagme und Graphen wurden die
Standardsoftwareprogramme Microsoft Excel sowiggi@riPro 8.6 G (Origin Lab Corpo-

ration, Northampton, USA) verwendet.

Die Erstellung, Auswertung und Optimierung der HPG&phen erfolgte mit der system-
eigenen Software Millenium (Waters Systeme, MilfddEA) sowie Corel Draw X4 (Co-

rel Corporation, Ottawa, Kanada).
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6. Chemikalien / Enzyme

Die verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden wigehden Firmen bezogen:

Chemikalien
Ampliflu Rot

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Calciumchlorid

AppliChem, Darmstadt

CasAminosauren

Becton, Dickinson and Company, SpalgA

cPTIO Enzo Life Science, Lorrach

DAF-2T Calbiochem / Genaxxon Bio-science GmbH, Ulm
DAF-2 Axxora Deutschland GmbH, Ldrrach

DAF-2 DA Axxora Deutschland GmbH, Ldrrach

DAF-FM Axxora Deutschland GmbH, Lorrach

DAF-FM DA Axxora Deutschland GmbH, Ldrrach

DAR-4M Axxora Deutschland GmbH, Ldrrach

DEA-NO Enzo Life Science, Lorrach

DPI Enzo Life Science, Lorrach

Guajacol Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Hydroxylamin

Acros Organics, Nidderau

Kaliumchlorid

AppliChem, Darmstadt

Kaliumnitrat

AppliChem, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

AppliChem, Darmstadt

Magnesiumsulfat

AppliChem, Darmstadt

MES Biomol Feinchemikalien, Hamburg
Mops Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Myxothiazol Sigma-Aldrich, Schnelldorf

N-(1-Naphthyl)-
ethylendiamindihydrochlorid

Merck, Darmstadt

Phytagel

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Saccharose AppliChem, Darmstadt
Sephadex G 25 Sigma-Aldrich, Schnelldorf
SHAM Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sulfanilamid Merck KgaA, Darmstadt

Vanadiumtrichlorid

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Wasserstoffperoxid

Merck KGaA, Darmstadt
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Xanthin Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Zinkacetat Merck KGaA, Darmstadt
Glucoseoxidase Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Katalase aus Rinderleber Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Meerrettichperoxidase Typ 1 Sigma-Aldrich, Schratid
Superoxid-Dismutase Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Xanthinoxidase (aus Buttermilch) Sigma-Aldrich, Betdorf

Cryptogein wurde freundlicherweise von Michel PatcfiNRA, Unité Mixte de Recher-
che, Sophia-Antipolis, Frankreich) zur Verfligungtgdt.

Hydroxylamin-Stammlésungen wurden in 1 mM mit Heliworbegaster HCI angesetzt,
DEA in 10 mM Kalilauge.
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F ANHANG
1. Abkirzungen
AOX Alternative Oxidase
AsA Ascorbinséaure
A. U. Relative Einheiten
PTIO 2-(4-Carboxy-phenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolih®xyl-3-
oxide
DAF-2 4,5-Diaminofluorescein
DAF-2 DA 4,5-Diaminofluorescein diacetat
DAF-FM 4-Amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluoresm
DAF-FM DA 4-Amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluescein diacetat
DAR-4M Diaminorhodamin-4M
DEA-NO Diethylamine-NONOate
DHA Dehydroascorbat
EDRF Endothelium-Derived Relaxing Factor
FAD Flavin Adenine Nucleotide
GOD Glucoseoxidase
HA Hydroxylamin
HEPES N-2-hydrovyethylpiperazine-N’-2-ethanesultoacid
L Liter
L-NAME N o -nitro- L - arginine methyl ester hydrochloride
M molar
mL Milli-liter
MDA Monodehydroascorbat
MOPS 4-morpholinic-propansulfonic acid
MRPO Meerettich-Peroxidase
Nia30 Nitratreduktase-Gen (nial + nia2)
NO Stickstoffmonoxid
NOS NO-Synthase
NR Nitratreduktase
ROS Reaktive Sauerstoffspezies
RZ Retentionszeit
S Sekunde
SHAM Salicylhydroxyamséaure
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SOD Superoxid-Dismutase
3,3.,4,4-Tetramethyl-2-trimethylammoniophenyl-2-igudline-

tmaPTIO ) )
3-oxide-1-yloxy chloride

U Unit

Upm Umdrehungen pro Minute

ML Mikro-liter

WT Wildtyp

wiv weight/volume (Gewicht/VVolumen)

XOD Xanthinoxidase
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