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1 Einleitung

1.1 Oxylipine und ihre Biosynthese

Zu der Klasse der Oxylipine z&hlen alle Verbindungen, die durch Oxidation von mehrfach
ungesattigten Fettsduren (sog. PUFAS) entstanden sind (Mosblech et al., 2009). Oxylipine
sind ubiquitdr sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich zu finden; ihr Vorkommen wurde
beispielsweise fir viele Gymnio- und Angiospermen, Algen, Moose, Pilze, Sdugetiere und
Invertebraten wie Insekten und Korallen bestatigt (Gerwick, 1993; Ponce de Leon et al.,
2015; Brodhun and Feussner, 2011; Harizi et al., 2008; Stanley, 2006; Pohl and Kock, 2014).
Interessanterweise weisen Oxylipine aus tierischen und pflanzlichen Organismen nicht nur
Ahnlichkeit in ihrer Funktion, sondern vor allem auch in ihrer Biosynthese und damit auch
in ihrer Struktur auf (Blee, 2002). Die Oxidation der PUFAs kann enzymatisch, aber auch
nicht enzymatisch erfolgen. Hierbei entstehen Hydroperoxyfettsauren, welche durch eine
Reihe von unterschiedlichen Stoffwechselwegen in eine Vielzahl von Oxylipinen
konvertiert werden. Die nicht enzymatische Oxidation, auch Autoxidation genannt,
geschieht insbesondere in Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl.:
reactive oxygen species) und tritt deshalb vermehrt unter oxidativen Stress auf (Thoma et
al., 2003; Imbusch and Mueller, 2000; Roberts and Morrow, 2002).

Typisches Ausgangssubstrat fur Oxylipine in Séugern ist vor allem die vierfach ungeséttigte
C20-Fettsaure Arachidonsdure (C20:4) (Blee, 2002). Cyclooxygenasen (COX) katalysieren
dabei die erste Reaktion in der Biosynthese der cyclischen Prostaglandine, Prostacycline und
Thromboxane. Andere initiale Enzyme, wie die Lipoxygenasen (LOX), sind auch zustandig
fur die Bildung von Hydroperoxyfettsauren, allerdings nicht-cyclische, welche in weiteren
katalytischen Schritten unter anderem in Leukotriene und Lipoxine umgewandelt werden
(Dennis and Norris, 2015). Nicht enzymatisch kdénnen zum Beispiel aus der Radikal-
katalysierten Autoxidation von Arachidonséure Isoprostane entstehen, welche strukturell
stark den Prostaglandinen é&hneln, aber sich durch Stereochemie und Seitenketten
unterscheiden (Morrow et al., 1990).

In Pflanzen hingegen werden hauptséchlich die C16-Fettsdure Hexadecatrienséure (C16:3)
oder die C18-Fettsauren Linolensdure (C18:3) und Linolsaure (C18:2) oxidiert (Mueller and
Berger, 2009). Diese drei mehrfach ungeséttigten Fettsduren sind zugleich die quantitativ
Bedeutsamsten in Arabidopsis thaliana: fast die Hélfte (48 %) aller Fettséuren besteht aus
Linolensdure, aullerdem sind Linolsdure (13,7 %) und Hexadecatrienséure (12,3 %) stark

vertreten (Qi et al., 2004). Diese Verteilung spiegelt sich ebenfalls in anderen
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Pflanzenspezies, wie z.B. in der Tomate (Solanum lycopersicum), wieder: Hier bildet die
Linolenséure (41,5 %) zusammen mit der Linolsdure (19,9 %) den GroRteil aller Fettsduren
(Conconi et al., 1996).

Eine Ubersicht (iber die verschiedenen enzymatischen und nicht enzymatischen
Synthesewege der Oxylipine in Pflanzen gibt die Abbildung 1.1 (veréndert nach Mosblech
et al., 2009).
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Abbildung 1.1: Ubersicht tiber die pflanzliche Oxylipin-Biosynthese (verandert nach
Mosblech et al., 2009). Die Ausgangssubstrate C16:3, C18:2 und C18:3 (hier C18:3
abgebildet) werden enzymatisch durch eine der beiden Initialenzyme LOX oder DOX
in Hydroperoxyfettsduren umgewandelt. Diese Produkte werden durch eine Reihe von
weiteren Enzymen in verschiedene Oxylipine umgesetzt. Aber auch nicht enzymatisch
(grau hinterlegt) entstehen durch ROS diverse Oxylipine.

Der Initialschritt der enzymatischen Bildung von Oxylipinen in Arabidopsis thaliana, das

Einfugen molekularen Sauerstoffs, erfolgt durch eine der folgenden Dioxygenasen: durch



1 Einleitung

ham-haltige a-Dioxygenasen (DOX) oder durch ham-freie Lipoxygenasen (LOX). Hierbei
entstenen Hydroperoxyfettsduren, die an charakteristischen Positionen oxidiert sind. Wird
eine C18-Fettsdure wie Linolenséure oxidiert, entstehen 2(R)-Hydroperoxyfettsauren, wenn
die Oxidation mit Hilfe von a-DOX katalysiert wird. Durch die Katalyse mittels LOX
entstehen 9(S)-, oder 13(S)-Hydroperoxyfettséuren, je nachdem ob 9-Lipoxygenasen oder
13-Lipoxygenasen fir die Einfuhrung des Sauerstoffs verantwortlich sind. So entsteht die
13-Hydroperoxy-Oktadekatriensédure (13-HPOT) durch die Oxidation von Linolensdure
mittels einer 13-LOX, wahrend die 13-Hydroperoxy-Oktadekadiensaure (13-HPOD) durch
die Oxidation von Linolsdure (auch uber 13-LOX) entsteht. Durch 9-LOXen und durch die
DOX entstehen die isomeren Verbindungen 9-HPOT/HPOD bzw. 2-HPOT/HPOD
(Hamberg et al., 1999; Feussner and Wasternack, 2002).

Die durch DOX entstandenen 2(R)-Hydroperoxyfettsduren sind chemisch instabil und
werden deshalb mittels a-Oxidation in 2(R)-Hydroxyfettsauren und in kettenverkirzte
Aldehyde abgebaut (Hamberg et al., 1999; Hamberg et al., 2005).

Die durch Lipoxygenasen gebildeten Hydroperoxyfettsauren (9-HPOT/HPOD und
13-HPOT/HPOD) koénnen hingegen durch sieben verschiedene, alternativ ablaufende
Synthesewege (siehe Abbildung 1.1) weiter konvertiert werden (Blee, 2002; Feussner and
Wasternack, 2002). Beispielsweise gehdren drei Enzyme der CYP74-Familie der P450
Monooxygenasen an: die Allenoxid-Synthase (AOS, CYP74A), die Hydroperoxid-Lyasen
(HPL, CYP74B (13-HPL) und CYP74C (9-HPL)) sowie die Divinylether-Synthase (DES,
CYP74D) (Blee, 2002). Die DES ist fur die Bildung von Divinylethern (Itoh and Howe,
2001) zustéandig, allerdings existiert dieses Enzym nicht in Arabidopsis thaliana, es ist nur
in vereinzelten Pflanzenspezies wie z.B. in Solanum tuberosum oder Solanum lycopersicum
prasent (Galliard and Phillips, 1972; Itoh and Howe, 2001). AuBerdem existiert in
A. thaliana jeweils nur ein Gen fur die AOS und ein Gen flr die HPL (eine 13-HPL) (Laudert
et al., 1996; Matsui et al., 1999; Kandzia et al., 2003). Interessanterweise weist der
A. thaliana-Okotyp Columbia Col-0 eine natiirliche Mutation im HPL-Gen auf, eine
10-Nucleotid-lange Deletion im ersten Exon, weswegen dieser Okotyp kein
funktionsfahiges HPL-Protein besitzt (Duan et al., 2005).

Beide Enzyme, die AOS und die HPL spielen allerdings eine Schlusselrolle im Oxylipin-
Biosyntheseweg. Durch die AOS entstehen Jasmonate, durch die HPL sog. Griine
Blattduftstoffe (engl.: green leaf volatiles, GLVS) sowie Traumatin. Diese Substanzen
weisen alle eine groRe physiologische Bedeutung in der Abwehr von abiotischem und
biotischem Stress auf (siehe auch Abschnitt 1.2.1).
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Der Mechanismus der 13-HPL Il&sst sich wie folgt zusammenfassen (Blee, 1998): die
13-HPL spaltet die Bindung zwischen zwei Sauerstoffatomen in der funktionellen Gruppe
von 13-Hydryperoxyfettsauren und bildet somit ein Epoxid-Radikal oder -Kation. Dieses
wird durch weitere Umlagerungen sowie der Addition von Wasser zu einem chemisch
instabilen Halbacetal (Grechkin and Hamberg, 2004), welches direkt in ein Alkenal sowie
der korrespondierenden ®-Oxofettsdure zerfallt. Im Falle von Linolensaure als
Ausgangssubstrat der Peroxidation wirde (aus 13-HPOT) mittels der 13-HPL das Aldehyd
(Z2)-3-Hexenal und die w-Oxofettsaure (92)-12-Oxododecensdure entstehen. Letztere
Substanz dient als Ausgangsprodukt fur Traumatin und Traumatinsaure (ul Hassan et al.,
2015). Aus dem (Z)-3-Hexenal kann zum Beispiel durch Isomerisierung (E)-2-Hexenal
entstehen (Noordermeer et al., 2001).

Eine andere Verzweigung der Synthesewege lauft iber das Enzym AOS. Wird als Substrat
13-HPOT bereitgestellt, katalysiert dieses die Umwandlung in eine chemisch instabile
12,13-Epoxy-Oktadekatriensdure (Allenoxid). Dieses Allenoxid ist Substrat fir die
Allenoxid-Cyclase (AOC), welche durch Zyklisierung das Allenoxid in das Cyclopentenon-
Derivat (+)-12-Oxo-Phytodiensédure (OPDA) umsetzt (Stumpe et al., 2006; Wasternack,
2007; Blee, 1998). Das Cl6-Homolog, ausgehend aus der Hexadecatriensaure, ist
dinor-OPDA (Weber et al., 1997). Es ist, wie auch OPDA, zum einen biologisch aktiv, und
kann zum anderen zu Jasmonsaure (JA) umgewandelt werden (Gfeller et al., 2010; Acosta
and Farmer, 2010).

Die darauffolgende Reaktion, die Reduktion des Cyclopentenonrings (am C8), wird in
A. thaliana durch die OPDA-Reduktase (OPR3) katalyisert und lasst ein Cyclopentanon
entstehen. Dieses Intermediat wird dreimal p-oxidiert, wodurch eine Seitenketten-
Verkirzung eintritt. Es entsteht (+)-7-iso-Jasmonsaure, was zum groéten Teil zur stabileren
(—)-7-Jasmonsaure epimerisiert wird (Wasternack, 2007; Blee, 1998). Die so entstandene
Jasmonsdure kann in Aminosaure-Konjugate Uberfihrt werden, wobei vor allem die
Konjugation mit Leucin und Isoleucin zu biologisch sehr aktiven Stoffen fiihrt. Auch die
Methylierung der JA am CL1 ist fir ein biologisch aktives Molekl verantwortlich (Kramell
et al., 1997; Creelman and Mullet, 1997).

Das instabile Substrat der AOS kann allerdings auch nicht-enzymatisch hydrolysiert werden.
In diesem Fall entstehen o-Hydroxyketone, y-Hydroxyketone und ein racemisches
OPDA-Gemisch (Stumpe et al., 2006) (Wasternack, 2007; Blee, 1998).

Die durch Lipoxygenasen gebildeten Hydroperoxyfettsauren (9-HPOT/HPOD und

13-HPOT/HPOD) kdnnen mittels verschiedener Enzyme weiter konvertiert werden. Neben
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der DES, HPL und der AQOS existieren noch die HPR (Hydroperoxy-Reduktase), die EAS
(Epoxy-Alkohol-Synthase), die PXG (Peroxygenase) und die bekannte LOX. Letzteres
Enzym akzeptiert auch Hydroperoxyfettsduren als Subtrat und wandelt diese in Ketodiene
und Ketotriene um (9-KOT/KOD oder 13-KOT/KOD) (Blee, 2002; Wasternack, 2007).
Durch die HPR werden Hydroxyfettsauren, also 9-HOTE/HODE bzw. 13-HOTE/HODE,
gebildet (Feussner et al., 2001; Wasternack, 2007) und durch die PXG entstehen
Epoxy-Alkohole, welche in Hydroxy-, Epoxy- und Hydroxyepoxyfettsauren umgewandelt
werden (Blee, 1998). Die EAS {Uberfiihrt ebenso die Hydroperoxyfettsduren in
Epoxy-Alkohole und in Trihydroxyfettsauren (Hamberg et al., 1999; Wasternack, 2007).

Die nicht enzymatische Oxidation (Autoxidation) von mehrfach ungeséttigten Fettsduren
erfolgt in Anwesenheit von ROS, wobei die Oxidation durch Singulett-Sauerstoff (102) oder
durch freie Hydroxyl-Radikale (HO") verlauft. So kann das elektrophile 'O, welches ein
Nebenprodukt der Photosynthese (genauer gesagt des Photosystem I1) ist, direkt mit einer
Doppelbindung der PUFA reagieren und somit Hydroperoxyfettsauren generieren. Der
Reaktionsmechanismus der freien Radikale hingegen ist ein anderer: hier wird eine
Kettenreaktion in Gang gesetzt, bei der reaktive Fettsdureradikale entstehen, die
darauffolgend mit anderen PUFAs reagieren. Auch durch diesen Vorgang entstehen
Hydroperoxyfettsauren. Diese radikalische Kettenreaktion fiihrt beispielsweise zur Bildung
von Phytoprostanen (Mueller et al., 2006; Farmer and Mueller, 2013).

Im Gegensatz zu den tierischen Organismen, die aus der Arachidonséure (C20:4)
enzymatisch Prostaglandine sowie nicht enzymatisch Isoprostane bilden kdnnen, weisen
Blutenpflanzen keine Arachidonsdure auf. Dennoch generieren sie, wie A. thaliana, aus
Linolenséure (C18:3) nicht enzymatische Isoprostane, die fir eine bessere Unterscheidung
zunéchst dinor-Isoprostane genannt wurden (Parchmann and Mueller, 1998; Mueller, 1998).
Zur Vermeidung von Verwechslungen wurden sie im Jahr 2000 in Phytoprostane umbenannt
(Imbusch and Mueller, 2000). Auf die Erlauterung des Biosynthesewegs wird aus
Platzgrinden in dieser Arbeit verzichtet, ist jedoch in vielen Publikationen nachzulesen
(Mueller, 1998; Thoma et al., 2004; Mueller, 2004).

Neben den Phytoprostanen existieren weitere Produkte der nicht enzymatischen
Lipid-Peroxidation wie beispielsweise Malondialdehyd (MDA) oder 4-Hydroxynonenal
(HNE). All diese Produkte konnen als Marker fiir oxidativen Stress angesehen werden
(Pratico et al., 2001).
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1.2 RES-Oxylipine bilden eine Untergruppe der Oxylipine

Die Lipid-Peroxidation von PUFAs kann enzymatisch oder auch nicht enzymatisch erfolgen.
Konsequenz aus dieser Oxidation ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Oxylipinen. Die
Vielfalt der Oxidationsprodukte vergrof3ert sich zudem durch mogliche Modifikationen wie
Veresterungen oder Konjugationen mit Aminosauren oder Sulfaten, um nur einige Beispiele
zu nennen (Mosblech et al., 2009). Dennoch kann eine Klassifizierung, zum Beispiel nach
ihren chemischen und strukturellen Gemeinsamkeiten, vorgenommen werden. So sind viele
Oxylipine elektrophil und folglich chemisch sehr reaktiv. Diese sogenannten RES-Oxylipine
(RES: reactive electrophile species) werden anhand des Vorhandenseins einer
a,B-ungesattigten Carbonylgruppe definiert (Mueller and Berger, 2009). So gilt das
wahrscheinlich  bekannteste Oxylipin, die Jasmonséure, nicht als RES-Oxylipin
(non-RES-Oxylipin), wéhrend das Vorlauferoxylipin OPDA sowie einige Phytoprostane,
eine a,B-ungeséattigten Carbonylgruppe aufweisen und somit als RES-Oxylipine klassifiziert
werden konnen. Ebenso weist das RES-Oxylipin Prostaglandin A: (PGA:) tierischen
Ursprungs eine dhnliche Struktur zu dem pflanzlichen Phytoprostan A; (PPA:) auf (siehe
Abbildung 1.2). Im Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Biologie (Universitat Wirzburg) wurde
PGA, welches k&uflich zu erwerben ist, ausgiebig getestet (Diplomarbeit von Maria Simone
Zo6ller, 2008) und wird seitdem hdufig als Analogon flr das RES-Oxylipin PPA; benutzt.
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Abbildung 1.2: Strukturformeln verschiedener RES-Oxylipine und des non-RES-
Oxylipins Jasmonsaure. Uber das tierische Ausgangssubstrat Arachidonsaure entsteht
beispielsweise Prostaglandin A:;, wahrend in Pflanzen die Linolensaure als
Ausgangssubstrat fur die abgebildeten Oxylipine dient. RES-Oxylipine kdnnen sowohl
auf enzymatischem (schwarze Pfeile) als auch auf nicht enzymatischem Wege (grauer
Pfeil) gebildet werden. Die fir RES-Oxylipine charakteristische a,B-ungesattigte
Carbonylgruppe ist grau hinterlegt.

RES-Oxylipine sind, wie bereits dargestellt, chemisch sehr reaktiv. Durch die Anwesenheit
einer sterisch frei zugénglichen a,B-ungesattigten Carbonylgruppe ist die Substanz
elektrophil und reagiert bevorzugt mit nukleophilen Substanzen. Diese Reaktion verlauft
nach dem sog. ,,HSAB“-Prinzip. Hierbei bildet ,,HSAB* ein Akronym fiir ,,Hard and Soft
Acids and Bases* (deutsch: harte und weiche Sduren und Basen). Dieses Konzept besagt,
dass weiche elektrophile Substanzen auch weiche nukleophile Substanzen bevorzugen und
harte Elektrophile harte Nukleophile praferieren. Als ,,weich® wird eine Substanz definiert,
die eine geringe Elektronennegativitat aufweist und einen eher groRen Atomradius besitzt.
Fir ,harte” Molekiile gilt: je hoher die Elektronennegativitit, je niedriger die
Polarisierbarkeit und je kleiner der Atomradius, desto ,hirter” ist das Molekiil (Pearson,
1963; Ayers et al., 2006). RES-Oxylipine mit einer a,3-ungeséttigten Carbonylgruppe gelten
hierbei als weiche Elektrophile. Ihr bevorzugter Reaktionspartner, ein weiches Nukleophil,

ist beispielsweise die Thiolgruppe von Cysteinen in Proteinen oder das cysteinhaltige
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Tripeptid Glutathion (Mueller and Berger, 2009). Aminogruppen z.B. von Histidin oder
Lysin, genauer gesagt der Imidazolring bzw. die e-Aminogruppe, sind ebenfalls nukleophile
Reaktionspartner (z.B. von HNE). Sie gelten jedoch als harter im Vergleich zu RES-
Oxylipinen und reagieren somit mit einer um mehrere GrofRenordnungen Kleineren
Reaktionsgeschwindigkeit mit diesen (Petersen and Doorn, 2004; Doorn and Petersen,
2002). Einige Desoxyribonukleotide wie Guanosin dienen auch als nukleophile
Reaktionspartner, zumindest mit einigen kurzen RES-Oxylipinen wie Malondialdehyd
(Blair, 2008). Jedoch ist auch dieses Nukleophil hérter als die RES-Oxylipine und somit ist
die Reaktion wenig favorisiert und sehr langsam (Mueller and Berger, 2009). Durch die hohe
Konzentration an zelluldarem Glutathion in vivo (bis zu 5 mM), welches, wie oben aufgefiihrt,
als bevorzugter Reaktionspartner gilt, wird die DNA in den meisten Féllen zusatzlich vor
Modifikationen durch RES-Oxylipine geschutzt (Falletti and Douki, 2008). Diese
kovalenten Modifikationen durch RES-Oxylipine entstehen durch die sogenannte
Michael-Addition, welche nach Arthur Michael benannt wurde. Die Michael-Addition kann,
im Gegensatz zur Schiff’schen Base, nur durch die Anwesenheit der a,B-ungeséttigten
Carbonylgruppe, also der konjugierten Doppelbindung an der Carbonylgruppe, entstehen.
Dabei wird das B-C-Atom (Michael-Akzeptor) durch seine Elektrophilie anféllig fur einen
nukleophilen Angriff, in den meisten Fallen durch ein thiolhaltiges Protein, durch den
Michael-Donator (siehe Abbildung 1.3). Es entsteht ein kovalentes Michael-Addukt
(Tokoroyama, 2010). Wahrend die nicht-enzymatische als auch die enzymatische
Konjugation von RES-Oxylipinen an GSH reversibel ist, ist die kovalente Bindung von
RES-Oxylipinen an Cystein-Resten in Proteinen unter physiologischen Bedingungen nahezu
irreversibel (Dueckershoff et al., 2008; Stamatakis and Pérez-Sala, 2006; Mueller and
Berger, 2009).

O HO @)
\ < < \\
Rest—SH + \ < — / 4 =
Rest-S Rest-S
Michael-Donor Michael-Akzeptor Michael-Addukt

Abbildung 1.3: Darstellung der Michael-Addition am Beispiel eines RES-Oxylipins mit
Cyclopentenonring
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Mittels der Michael-Addition kdnnen also verschiedenste thiolhaltige Proteine durch
RES-Oxylipine modifiziert werden. Dies geschieht allerdings keinesfalls zufallig: die
RES-Oxylipine modifizieren Proteine selektiv. So zeigte beispielsweise eine Studie an
humanen HEK-293-Zellen, dass lediglich 29 Proteine durch
15-Deoxy-A-12,14-Prostaglandin J. (15d-PGJz) modifiziert werden (Levonen et al., 2004).
Wie diese Selektivitat hervorgerufen wird, ist noch unklar, Mueller et al. (2009) postulieren
beispielsweise, dass die Lipophilie hierbei eine grofle Rolle als physikochemischer
Parameter spielt. Diese ermdglicht es dem RES-Oxylipin an hydrophobe Bindetaschen und
aktive Zentren von Proteinen zu gelangen. Auferdem ist auch der pKs-Wert des
Cystein-Restes von Bedeutung: Das Thiolat-Anion (R-S) reagiert sehr viel schneller mit
RES-Oxylipinen als das Thiol (R-SH). Der pKs-Wert jedoch wird durch die Mikroumgebung
des Proteins bestimmt (Mueller and Berger, 2009). Beispiele fir modifizierte Proteine sind
hdufig in der Literatur zu finden (z.B. Higdon et al., 2012; Mueller and Berger 2009).

Die Selektivitat der Proteinmodifikationen durch verschiedene RES-Oxylipine konnte die
Basis dafir sein, dass verschiedene RES-Oxylipine eine spezifische Funktion als
Signalmolekiile haben konnten. Tatsachlich zeigt Wasserstoffperoxid (H207) als ein
anerkanntes Signalmolekiil vergleichbare Reaktivitadt mit Thiolgruppen, unterscheidet sich
aber von den RES-Oxylipinen vermutlich durch unterschiedliche Affinitdt zu moglichen

Zielproteinen (Mueller and Berger, 2009).
1.2.1 RES-Oxylipine als Signalmolekule: physiologische Wirkung und Funktion

Nicht nur ihre Selektivitat zeichnen RES-Oxylipine als potentielle Signalmolekiile aus. Sie
sind verantwortlich fur die Induktion einer Reihe von Genen, weshalb fir RES-Oxylipine
eine Reihe von physiologischen Funktionen postuliert wird. Farmer und Davoine
postulierten im Jahre 2007, dass der Grund fir ihre biologische Aktivitét in ihrer Reaktivitat,
besser gesagt in der Anwesenheit der o,3-ungesattigten Carbonylgruppe, liegt (Farmer and
Davoine, 2007).

Im Allgemeinen werden RES-Oxylipine, wenn in hoheren Konzentrationen vorliegend, als
zytotoxisch und mutagen eingestuft. So wurde fir verschiedene tierische Systeme publiziert,
dass beispielsweise HNE Apoptose und Nekrose verursacht (Li et al., 1996; West and
Marnett, 2006). Auch fir Pflanzen konnte die schadigende Wirkung, z.B. von HNE oder
MDA, gezeigt werden (Yamauchi et al., 2008; Winger et al., 2007; Mano, 2012). Hierbei
zeigt sich eine positive Korrelation zwischen Elektrophilie und Zytotoxizitat (Chan et al.,
2008; Lin et al., 2005; Haynes et al., 2000). Das RES-Oxylipin HNE weist durch seine

y-Hydroxygruppe eine hohere Reaktivitat als beispielsweise RES-Oxylipine mit einem
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Cyclopentenonring wie OPDA auf. Dies kdnnte bedeuten, dass OPDA spezifischere und erst
in hoheren Konzentrationen toxische Eigenschaften aufweist. So zeigte Alméras und
Kollegen, dass eine Infiltration von 20 nmol OPDA zu Schadigungen im Photosystem |1
(PS 1) fuhren kann (Almeras et al., 2003). Diese Konzentration ist jedoch um das ca.
50fache hoher als eine endogene Konzentration, wie sie bspw. nach Verwundung auftritt
(Berechnungsgrundlage ist hier die OPDA-Konzentration nach Verwundung, wie sie im
Rahmen vorliegender Arbeit gemessen wurde, sowie die Annahme, dass bei einer Infiltration
1 g Arabidopsis infiltriert wird).

Allerdings sind nicht alle Effekte von RES-Oxylipinen nachteilig oder schadlich. Ihre
Wirkung ist vor allem konzentrationsabhangig (Vollenweider et al., 2000). So sind sie starke
Induktoren einer Reihe von Genen, die beispielsweise wichtig fur die Verteidigung gegen
biotischen aber auch fiir den Schutz vor abiotischem Stress wichtig sind. Dies konnte unter
anderem schon fiur GLVs wie (E)-2-Hexenal gezeigt werden (Bate and Rothstein, 1998;
Kishimoto et al., 2005), aber auch fur OPDA (Stintzi et al., 2001; Taki et al., 2005), PPA;
(Thoma et al., 2003; Mueller et al., 2008), MDA (Weber et al., 2004) sowie Butenon (auch
Methylvinylketon genannt, MVK) (Almeras et al., 2003). Gemeinsamkeiten in der
Geninduktion durch RES-Oxylipine beschreiben auRerdem Farmer und Mueller (Farmer and
Mueller, 2013). Sie postulieren, dass vor allem zwei Kategorien von Genen stark
hochreguliert werden: Gene, die bei der Detoxifizierung beteiligt sind sowie sogenannten
Hitzestressgene. So fallen 17 % aller durch PPA: hochregulierten Gene in die funktionelle
Kategorie ,,Detoxifizierung® wie beispielsweise Glutathion S-Transferasen oder Cytochrom
P450-Enzyme (Mueller et al., 2008). Auffallend ist, dass sechs der zehn am stérksten
induzierten Gene durch PPA: Hitzeschockproteine (HSP) sind (siehe Tabelle 1.1)

(ausgehend von den publizierten Daten von Mueller et al., 2008).
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Tabelle 1.1: Auflistung aller Hitzeschockproteine, die zu den zehn am stéarksten
induzierten Genen durch PPA; gehdren

ATG-Nummer Gen-Name

AT1G52560 HSP20-like Protein, HSP26.5
AT1G16030 HSP70B

AT5G12030 HSP17.6A

AT1G53540 HSP20-like chaperone
AT1G74310 HSP101
AT1G59860/AT1G07400 * HSP20-like chaperone

(*an dieser Stelle ist eine genauere Interpretation der Microarray-Daten nicht méglich: die
cDNA hybridisierte hier mit einer Sequenz, welche nicht spezifisch fir eines der beiden
genannten Gene ist. Dies bedeutet, die exogene Zugabe von PPA; fihrt zur Induktion von
mindestens einem der genannten Gene, eventuell auch von beiden Genen)

AuRerdem konnten Taki und Kollegen durch die Mutante opr3, welche durch den Defekt im
OPR3-Gen OPDA nicht in JA Kkonvertieren kann, zeigen, dass 157 der durch
OPDA-induzierten Gene nicht durch JA reguliert werden, darunter einige Hitzeschock-
sowie Detoxifizierungs-Gene (Taki et al.,, 2005). Auch das RES-Oxylipin (E)-2-Hexenal
zeigt ein starkes Potential um Hitzeschockgene zu induzieren: 21 der 100 am starksten
induzierten Gene kodieren fur Hitzeschockproteine (HSP) (Yamauchi et al., 2015). In
Saugern konnte zusatzlich zur Induktion von Hitzeschockgenen durch HNE (West and
Marnett, 2005) auch eine Modifikation von HSP90 und HSP70, sowohl in Ratten als auch
in menschlichen Kolonkarzinomzellen, gezeigt werden (Carbone et al., 2004; Carbone et al.,
2005; Vila et al., 2008; Jacobs and Marnett, 2010), was zu einer Hitzeschockantwort fiihrt
(Higdon et al., 2012). Auch die Induktion von HSP durch Cyclopentenon-Prostaglandine in
humanen Zellkulturen ist bereits seit zwanzig Jahren bekannt (Rossi et al., 1996).

In der Literatur sind hdufig Beispiele flir Modifikationen von Proteinen durch
RES-Oxylipine zu finden (z.B. Higdon et al., 2012; Mueller and Berger 2009). Diese
Modifikationen werden als ein Schlisselmechanismus in der Signaltransduktion von
RES-Oxylipinen  diskutiert ~ (Mueller —and  Berger, 2009). Auch weitere
Wirkungsmechanismen werden diskutiert (siehe auch Abschnitt 1.2.2 und Abschnitt 4), wie
bspw. eine Anderung des zelluldren Redoxpotentials durch den Verbrauch von Glutathion —
die spekulierte Wirkweise fir das RES Sulforaphan (Valgimigli and lori, 2009; Andersson
et al., 2015).

Eine weitere biologische Aktivitdt der RES-Oxylipine besteht zum Beispiel in einer

antimikrobiellen Aktivitat. Die exogene Zugabe von OPDA [100 uM] fiel als besonders
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wirksam gegen Pilze und Oomyceten auf (Prost et al., 2005). Auch elektrophile Aldehyde
wie (E)-2-Hexenal zeigen, exogen appliziert, antibakterielle Wirksamkeit. Wichtig hierfur
ist vor allem die Anwesenheit einer a,B-ungesattigten Carbonylgruppe (Trombetta et al.,
2002). Gegen Pilze sind GLVs ebenfalls effektiv: Die Uberexpression von HPL in
A. thaliana bewirkt eine hohere Resistenz gegenliber Botrytis cinerea, was ein Hinweis auf
die Funktion der GLSVs darstellen kann (Shiojiri et al., 2006).

Trotz der Unterschiede in der chemischen Struktur und der daraus resultierenden Reaktivitat
finden sich auch Gemeinsamkeiten in der biologischen Wirkung von RES-Oxylipinen und
dem non-RES-Oxylipin JA. So inhibieren unter anderem die RES-Oxylipine (E)-2-Hexenal,
OPDA, PPA;: sowie 9-HOTE das Wurzelwachstum vergleichbar wie JA (Mirabella et al.,
2008; Mueller et al., 2008; Vellosillo et al., 2007; Staswick et al., 1992; Ellis et al., 2002).
Die RES-Cyclopentenone OPDA und PPA inhibieren des Weiteren auch die Mitose, wie
auch das non-RES-Cyclopentanon JA (Mueller et al., 2008; Swiatek et al., 2002).

1.2.2 Die Signaltransduktion der RES-Oxylipine

Uber die Signaltransduktion der RES-Oxylipine ist bisher wenig bekannt. Mittels der
Mutante opr3, welche OPDA nicht in JA konvertieren und somit endogen keine JA
synthetisieren kann, konnten Unterschiede in der Geninduktion von OPDA und JA nach
exogener Zugabe festgestellt werden. So konnte gezeigt werden, dass 157 der durch OPDA
induzierbaren Gene nicht durch JA reguliert werden. Diese 157 Gene erwiesen sich zudem
durch die Mutante coil als COI1-unabhéngig (Taki et al., 2005).

Das F-Box Protein COI1 (Coronatin insensitiv 1) gilt als Rezeptor fiir JA-Isoleucin (JA-1le)
und ist somit an der JA-Signaltransduktion beteiligt (Yan et al., 2009). Im Gegensatz zur
RES-Oxylipin Signaltransduktion sind uber die des non-RES-Oxylipins JA mehr Details
bekannt. Auf Nennung dieser Details wird jedoch in dieser Arbeit aus Platzgriinden
verzichtet, nachzulesen sind diese in ausfuhrlichen Reviews (Wasternack and Hause, 2013;
Kazan and Manners, 2012; Acosta and Farmer, 2010). Vor allem der Transkriptionsfaktor
JIN1 (MY C2-Transkriptionsfaktor), aber auch Transkriptionsfaktoren wie ERF1, ORA59
sowie andere MY C-Transkriptionsfaktoren (MYC3, MY C4), sind an der Signaltransduktion
beteiligt (Lorenzo and Solano, 2005; Pre et al., 2008; Fernandez-Calvo et al., 2011).

Um die Signaltransduktion der RES-Oxylipine weiter aufzuklaren, wurde die
Promotorregion aller durch PPA; induzierten Gene auf spezifische Bindemotive untersucht.
Ungefahr die Halfte der durch PPA: induzierbaren Gene weist in ihrem Promotor ein
TGA-Motiv (TGACG) auf. Dieses befindet sich immer innerhalb der ersten 500 bp oberhalb

(,upstream™) des Startcodons und stellt eine putative Bindestelle  flr
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TGA-Transkriptionsfaktoren dar. Zudem zeigten Versuche mit der Mutante tga2-5-6, dass
die OPDA-Induktion wvon 30% der OPDA-responsiven Gene abhdngig von
TGA-Transkriptionsfaktoren ist, im Falle von PPA; sind es 60 % aller PPAz-responsiven
Gene, welche TGA-abhéangig sind (Mueller et al., 2008).

Somit scheint klar, dass die Wirkungen der RES-Oxylipine und non-RES-Oxylipine durch
verschiedene Signaltransduktionswege reguliert werden. Allerdings sind diese zwei
genannten Signalwege nicht in jedem Fall klar trennbar. Es ist unklar, ob
TGA-Transkriptionsfaktoren nicht auch in manche JA-Antworten involviert sind. So wurde
nachgewiesen, dass die Induzierbarkeit des CYP81D11-Gens durch JA stark abnimmt, wenn
im dazugehorigen Promotor keine TGA-Bindestelle vorhanden ist (Koster et al., 2012).
Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Expression des durch PPA;, OPDA oder JA
induzierbaren Gens CYP81D11 in der coil-Mutante kaum nachweisbar ist, trotz exogener
Applikation von PPA; oder OPDA (Mueller et al., 2008). AufRerdem scheinen die
TGA-Transkriptionsfaktoren auch eine negative Regulationsfunktion aufzuweisen: In der
tga2-5-6-Mutante werden durch die exogene Zugabe von PPA; oder OPDA (iber 200 Gene
induziert, die im Wildtyp nicht durch diese Behandlung hochreguliert werden (Mueller et
al., 2008).

Nicht alle durch PPA: oder OPDA induzierbaren Gene sind abhéngig von den
TGA-Transkriptionsfaktoren 2, 5 und 6. Interessanterweise werden die Hitze-responsiven
Gene durch PPA; oder OPDA unabhéngig von den TGA-Transkriptionsfaktoren induziert
(Mueller et al., 2008). Signalkomponenten, welche in der HSP-Regulierung durch
RES-Oxylipine involviert sind, sind bisher unbekannt.

Weiterhin ist unbekannt, wie RES-Oxylipine die TGA-abhangigen sowie die
TGA-unabhangigen Signalwege aktivieren. Erst letztes Jahr (2015) wurde postuliert, dass
das Protein Cyclophilin 20-3 (CYP20-3) als putativer OPDA-Rezeptor in A. thaliana
fungiert. Durch Bindung von OPDA an CYP20-3 wird die Komplexbildung mit der
Serin-Acetyltransferase 1 (SAT1) gefordert. Dieser Komplex wiederrum veranlasst die
Bildung eines hetero-oligomeren Komplexes aus SAT1 und der O-Acetylserin(thiol)lyase,
der sogenannte Cystein-Synthase-Komplex. Dieser verstérkt durch die Bildung von Cystein
die zelluldre Redox-Kapazitat, wodurch OPDA-responsive Gene induziert werden sollen.
Durch Untersuchungen der cyp20-3-Mutante konnte gezeigt werden, dass durch exogene
Zugabe von OPDA die Genexpression bestimmter OPDA-responsiver Gene, wie HSP17.6
oder GST6, im Vergleich zum OPDA-behandelten Wildtyp, geringer war. Eine
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abgeschwachte Induktion JA-responsiver Gene (THI2.1 und VSP2) durch die exogene
Zugabe von JA in der cyp20-3 Mutante war nicht zu beobachten (Park et al., 2013).

Auch schon vor dieser Veroffentlichung wurde tber den Wirkungsmechanismus der
RES-Oxylipine viel diskutiert (Almeras et al., 2003; Farmer and Davoine, 2007; Mueller
and Berger, 2009; Farmer and Mueller, 2013). Zum einen kdnnen direkte Modifikationen an
nukleophile Zentren (siehe auch Abschnitt 1.2) eine Wirkung hervorrufen, zum anderen
besteht die Moglichkeit eines indirekten Effekts durch Verdnderung des Reduktionspotential
der Zelle (Farmer and Davoine, 2007), wie bspw. durch den Verbrauch von Glutathion — die
spekulierte Wirkweise fir das RES Sulforaphan (Valgimigli and lori, 2009; Andersson et
al., 2015). Dieser indirekte Effekt wurde in einem Ubersichtsartikel als
Rezeptor-unabhdngiger  Signal-Mechanismus  diskutiert. ~ Entsprechend  diesem
Mechanismus hat das verdnderte Redoxpotential einen Effekt auf Redox-regulierte Proteine,
die in Signaltransduktionsketten involviert sind (Mueller and Berger, 2009) und eine
Funktion als Redox-Sensoren haben (Cooper et al., 2002). Dies ware allerdings ein zu stark
vereinfachtes Modell:  Die Genexpression, induziert durch H2O,, ein anerkanntes
Redox-Signalmolekil, bzw. PPA;, &hneln sich zu 44 % - eine hohe Zahl, jedoch
wahrscheinlich zu gering, wenn der Wirkungsmechanismus beider Substanzen gleich ware.
Deswegen postulierten Mueller und Berger (2009) einen zuséatzlichen Rezeptor-abhéngigen
Mechanismus, bei dem die bereits erwéhnte Selektivitat eine zentrale Rolle spielt. Der grolie
Unterschied zwischen RES-Oxylipinen und H20. ist hierbei die Lipophilie der
RES-Oxylipine (Mueller and Berger, 2009). Entdeckungen wie die eines elektrophilen
Response-Elements in der Promotorregion vieler durch RES-Oxylipine induzierbarer Gene
in Chlamydomonas reinhardtii helfen, den komplexen Wirkungsmechanismus weiter zu
entschlusseln  (Fischer et al, 2012). Dennoch sind bis heute die
Signaltransduktionsmechanismen der RES-Oxylipine nahezu ungeklart. Zusammenfassend
l&sst sich das Review der Autoren Farmer und Mueller zitieren: es ist nicht bekannt, ob der
Wirkungsmechanismus der RES-Oxylipine durch direkte Wahrnehmung mittels
RES-sensitive Rezeptoren, durch Aktivierung bzw. Inaktivierung bestimmter metabolischer
Enzyme, durch Erkennung geschéadigter Makromolekiile oder durch Veranderung des
Redoxpotentials in der Zelle vermittelt wird (Farmer and Mueller, 2013).

Auch in nicht pflanzlichen Systemen wird der Wirkungsmechanismus elektrophiler
Lipidoxidationsprodukte diskutiert (Straus and Glass, 2001; Higdon et al., 2012; Dickinson
et al., 2006). Hier wurden bereits Rezeptoren identifiziert, wie beispielsweise der Rezeptor
PPARy, der die Signalwirkung von 15-Deoxy-A-12,14-Prostaglandin J> (15d-PGJ)
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vermittelt. Aber auch hier sind noch viele Fragen offen, denn auch in Zellen, die PPARy

nicht exprimieren, kann 15d-PGJ, seine Wirkung vermitteln (Straus and Glass, 2001).

1.3 Pflanzliche Reaktionen auf  Hitzestress: Hitzeschockantwort  und

Thermotoleranz

Sind Pflanzen Temperaturen oberhalb ihres Temperaturoptimums ausgesetzt, kann dies die
Entwicklung, das Wachstum, die Reproduktion sowie die Ernte beeintrachtigen (Mittler et
al., 2012; Larkindale et al., 2007). Eine transiente Erhdhung um 10-15°C Uber der
Umgebungstemperatur wird im Allgemeinen als Hitzestress bezeichnet. Nicht nur die
Intensitat, also die Temperatur, ist in diesem Zusammenhang entscheidend, sondern auch
die Lange und die Geschwindigkeit des Temperaturanstieges ist von Bedeutung (Wabhid et
al., 2007).

Auf molekularer Ebene bedeutet Hitzestress, dass die Stabilitdt und Aktivitat zahlreicher
Proteine beeintrachtigt wird, da diese durch hohe Temperaturen partiell oder komplett
denaturiert werden und im Extremfall aggregieren. Dartber hinaus andert sich mit der
Temperatur auch die Membranfluiditat. Pflanzen reagieren deshalb auf eine langanhaltende
Temperaturerhohung (tiber mehrere Tage) mit einer Anderung der Fettsaurekomposition. So
andert sich das Verhaltnis ungeséttigter zu gesattigten Fettsduren. Genauer gesagt nimmt bei
héheren Temperaturen die Anzahl an gesattigten Fettsauren in A. thaliana zu und der Anteil
an dreifach ungesattigten Fettsduren (C18:3 und C16:3) verringert sich (Falcone et al., 2004;
Iba, 2002). Dadurch verringert sich die Membranfluiditiat, was zu einer Anderung der
Permeabilitat und schlielich zu einer Aktivitatsdnderung membrangebundener Proteine,
wie beispielsweise lonenkandle, fihrt (Iba, 2002). Die Photosynthese, deren Proteine auch
Bestandteile von Membranen sind, ist hitzesensitiv und ihre Aktivitdt nimmt mit
zunehmender Temperatur ab. Vor allem das PS Il ist hitzesensitiv, aber auch die verringerte
Regenerationsfahigkeit des Ribulose-1,5-bisphosphates oder die Inhibierung des
Elektronentransports durch hohe Temperaturen wird diskutiert (Mathur et al., 2014,
Larkindale et al., 2007; Wise et al., 2004). Auch andere Konsequenzen auf molekularer
Ebene sind zu beobachten, so werden reaktive Sauerstoffspezies gebildet (Volkov et al.,
2006; Konigshofer et al., 2008; Pucciariello et al., 2012; Driedonks et al., 2015) und die
Expression vieler Gene wird induziert (Larkindale and Vierling, 2008; Finka et al., 2011).
Darunter befinden ich viele Gene fiir Hitzeschockproteine (HSP) sowie fur Enzyme, die
wichtig fir die Redoxregulation sind, wie die Ascorbatperoxidase 2 (APX2), oder das
Enzym Galactinol-Synthase 1 (GOLS1) (Liu et al, 2011; Panchuk et al., 2002;
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Panikulangara et al., 2004; Busch et al., 2005). Zudem sind metabolische Anderungen
wéhrend des Hitzestresses zu finden: zum einen akkumulieren vor allem Zucker wie
Maltose, Galactinol und Raffinose, welche als osmoprotektive Substanzen und als
Antioxidans dienen (Kaplan et al., 2004; Panikulangara et al., 2004; Nishizawa et al., 2008),
zum anderen steigt die Anzahl an mehrfach ungeséttigten Triacylglycerolen (TAGSs) bei
Hitze sehr stark an (Mueller et al., 2015). Uber die Funktion der Hitze-induzierten TAGs
wird noch diskutiert, eventuell dienen sie als transiente Fettsdure-Speicher wahrend der
Membran-Umbildung (Mueller et al., 2015).

Die evolutiondr hoch konservierte Hitzeschockantwort (HSR, engl.: heat shock response),
durch welche Pflanzen unter anderem durch die Expression vieler Gene auf Hitze reagieren,
sorgt daflr, dass Pflanzen kurzfristig Temperaturen oberhalb ihres Temperaturoptimums
tolerieren kdnnen. Fir Arabidopsis thaliana gilt eine Temperatur von 22 °C als optimal fr
das Wachstum. Die Eigenschaft, hdhere Temperaturen fir einen bestimmten Zeitraum zu
Uberleben, wird basale Thermotoleranz genannt (engl.: basal thermotolerance, BT,
beispielsweise 1 h bei 45 °C, siehe Larkindale et al., 2005). Die Fahigkeit, kurzzeitige
Toleranz gegeniiber ansonsten tddlichen Temperaturen zu erwerben, wird als kurzzeitig
erworbene Thermotoleranz bezeichnet (engl.: short-term acquired thermotolerance, SAT,
beispielsweise 3 h bei 45 °C nach einer Akklimatisierungsphase von 1,5 h bei 38 °C und
einer anschlieRenden Erholungsphase von 2 h bei RT, siehe Larkindale et al., 2005; Yeh et
al., 2012). Diese erworbene Thermotoleranz entsteht durch eine kurze
Akklimatisierungsphase bei moderaten Temperaturen, in welcher die Expression zahlreicher
Gene aktiviert wird. Vor allem die Akkumulation von HSP hat hierbei einen entscheidenden
Einfluss (Vierling, 1991; Queitsch et al., 2000). Arabidopsis-Mutanten ohne HSP101-
Expression oder mit deutlich verminderter HSP101-Expression verlieren die Fahigkeit zur
Thermotoleranz komplett, dies weist auf eine auf3erst wichtige Funktion von HSP101 in der
Thermotoleranz von A. thaliana hin (Hong et al., 2003; Queitsch et al., 2000). Aber auch der
Verlust von anderen HSP-Genen hat eine verringerte Thermotoleranz zur Folge, wie
beispielsweise die HSP70-Gene im plastidaren Stroma (Su and Li, 2008). Die Induktion der
HSP-Gene in A. thaliana ist abhdngig von den vier konstitutiv exprimierten Hitzeschock-
Transkriptionsfaktoren HSFAL1 a,b,d und e (Liu et al., 2011). Diese vier sogenannten
Masterregulatoren der HSR regulieren neben der HSP-Genexpression die Expression von
mehr als 65 % aller hitze-induzierten Gene und sind essentiell fur die Thermotoleranz in
A. thaliana (Liu et al., 2011).
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Die erworbene Thermotoleranz kann auch durch andere Stressoren als Hitze, also in
Abwesenheit dieser unter isothermen Bedingungen, ausgeltst werden. Massie et al. (2003)
konnten zeigen, dass in Caenorhabditis elegans eine Thermotoleranz durch die Behandlung
mit Natriumazid induziert werden kann (Massie et al., 2003). Bekannt ist auBerdem die
Wirkung von verschiedenen HSP90-Inhibitoren als Induktoren der Hitzeschockantwort und
somit einer Thermotoleranz, sowohl in Arabidopsis thaliana und Physcomitrella patens fur
die HSP90-Inhibitoren Geldanamycin und Radicicol als auch in Saccharomyces cerevisiae
fur den Inhibitor Celastrol (Yamada et al., 2007; Saidi et al., 2009; Trott et al., 2008).

1.3.1 Die Hitzeschockproteine: hoch konservierte Proteine in Arabidopsis thaliana

Hitzeschockproteine existieren in allen Organismen und gehéren damit zu den evolutionar
am stérksten konservierten Proteinen. Sie fungieren meist als sog. Faltungshelfer und werden
vor allem durch Hitzestress induziert (Finka et al., 2011). Dennoch fiihren auch andere
Stressoren wie Kaélte, Trockenheit, Schwermetalle, oxidativer oder osmotischer Stress zu
einer Akkumulation von HSP (Swindell et al., 2007; Neumann et al.; Vierling, 1991; Liu et
al., 2011). Einige HSP werden bereits konstitutiv unter optimalen Wachstumsbedingungen
exprimiert und sind auch hier fur die Protein-Homdostasis wichtig (Waters, 2013;
Bokszczanin et al., 2013). So wird vermutet, dass HSP85 unter stressfreien Bedingungen
bereits etwa 1 % aller l6slichen Proteine im Cytoplasma von Saugetieren darstellt (Lai et al.,
1984). Auch Vertreter der HSP70-Familie in Arabidopsis wie AtHSP70-1 oder AtHSP70-3
sind bereits basal relativ hoch exprimiert und durch Hitze nicht oder nur sehr wenig
induzierbar (Lin et al., 2001).

Hitzeschockproteine lassen sich nach ihrer GroRe in funf verschiedene Klassen einteilen
(prokaryotische Nomenklatur in Klammern): HSP100 (ClpB), HSP90 (HtpG), HSP70
(DnaK), HSP60 (GroEL) und die kleinen HSP (IbpA und IbpB) (engl.: small HSP, sHSP)
(Priya et al., 2013). Jede dieser Klassen weist unterschiedliche Funktionen auf, welche im
Folgenden kurz erlautert werden: Die HSP der Klasse HSP100 férdern beispielsweise die
Disaggregation und Degradation von fehlgefalteten und aggregierten Proteinen wahrend
HSP60 die korrekte Faltung von Proteinen erst ermdglicht - durch Bindung an
Zwischenstadien und somit Verhinderung der Aggregation (Parsell and Lindquist, 1994;
Wang et al., 2004; Parsell and Lindquist, 1993). Die kleinen HSP (sHSP) binden an bereits
denaturierte Proteine und verhindern so die Aggregation, das HSP70/40-System wird
beno6tigt um dann diese an SHSP gebundene Proteine neu zu falten (Haslbeck and Vierling,
2015; Waters, 2013). Die Vertreter der Familie HSP90 sind besonders interessant, denn sie

unterstiitzen nicht nur bei der korrekten Proteinfaltung, sie binden auf3erdem an Substrate,
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welche flr die Signaltransduktion essentiell sind. In Sdugetieren zum Beispiel ist dies der
Fall fur Steroidhormon-Rezeptoren und Signal-Kinasen (Pratt and Toft, 1997; Young et al.,
2001). In Sdugetieren, aber auch in anderen Organismen wie A. thaliana reguliert HSP90
auflerdem im sog. Multi-Chaperon-Komplex mit HSP70 auf negative Weise die HSFs und
inhibiert somit die HSR unter isothermen Bedingungen (Zou et al., 1998; Guo et al., 2001,
Hahn et al., 2011) (siehe auch Abschnitt 1.3.2).

Einige Studien mit HSP-Mutanten zeigen eindricklich die Relevanz dieser Proteine.
Arabidopsis-Mutanten ohne HSP101-Expression verlieren die Fahigkeit zur Thermotoleranz
(Hong and Vierling, 2001). Auch die SHSP HSP18.1, HSP17.6A oder HSP17.4 sind fur die
erworbene Thermotoleranz in Arabidopsis von Bedeutung (Dafny-Yelin et al., 2008). Der
gleichzeitige Verlust von HSP90.1 und HSP90.2 in Arabidopsis ist sogar letal (Hubert et al.,
2009).

Allerdings wurden viele Mutanten beschrieben, die keine Anderung in ihrem HSP-Spiegel
zeigen, aber dennoch nicht in der Lage sind, Hitze zu tolerieren. So akkumulieren in den
Arabidopsis-Mutanten hot2-1 und hot4-1 (nach 90 min bei 38 °C, gefolgt von 2 h bei 22 °C)
die HSP wie gewohnt, zeigen aber trotzdem eine deutlich verringerte basale Thermotoleranz
(Hypokotyl-Elongation nach 120 min bei 45 °C) (Hong et al., 2003). Es scheint also, als
waéren Hitzeschockproteine essentiell fur die Thermotoleranz, aber allein nicht ausreichend
(Larkindale et al., 2005).

1.3.2 Hitzestress: Perzeption und Signaltransduktion in Arabidopsis thaliana

Uber die Wahrnehmung von Hitze in Arabidopsis thaliana wird bis heute diskutiert.
Vermutlich wird die Perzeption und Signaltransduktion Uber ein komplexes Netzwerk
molekularer Sensoren und Proteine reguliert (Saidi et al., 2011). So sind bisher mindestens
drei Mechanismen postuliert worden, die einen Hitzeschock erfassen und eine HSR auslésen
konnten: die Plasmamembran und ihre verringerte Membranfluiditat, was zu einer
verstarkten Aktivitat eines Calciumkanales fiihrt und einen Calciumeinstrom auslost, ein
Histon-Sensor im Nucleus sowie die sog. Antwort auf ungefaltete Proteine (engl.: unfolded
protein response, UPR), die des Cytoplasmas und die des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) (Mittler et al., 2012).

Bereits recht gut erforscht sind hingegen die sog. Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren (engl.:
heat shock factors, HSFs). Das Genom von A. thaliana kodiert fir 21 verschiedene HSFs,
welche in drei verschiedene Klassen eingeteilt werden kdénnen: A, B und C (Larkindale et
al., 2007; Baniwal et al., 2004). Die konstitutiv exprimierten HSFAL a, b und d der Klasse

A sind aullerordentlich bedeutend in der Thermotoleranz und werden deshalb auch als
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,Masterregulatoren* bezeichnet (Yoshida et al., 2011). Die Uberexpression von HSFAL a
fuhrt zu einer gesteigerten Thermotoleranz (Lee et al., 1995; Qian et al., 2014), wéhrend die
Nullmutanten hsfal abde und hsfal abd in verschiedensten Thermotoleranz-Assays keine
oder eine stark verringerte Thermotoleranz zeigten (Liu et al., 2011; Liu and Charng, 2012).
Der Verlust des hitze-induzierbaren HSFA2-Gens verursacht lediglich eine verringerte
Thermotoleranz bei der sog. langerfristig erworbenen Thermotoleranz (long-term acquired
thermotolerance) (Yeh et al., 2012; Charng et al., 2007; Nishizawa et al., 2006). Versuche
mit Mutanten, welche HSFA2 (berexprimieren, fuhren zu widersprichlichen Resultaten.
Ogawa und Kollegen fanden heraus, dass die HSFA2-Uberexprimierenden Pflanzen eine
erhéhte basale als auch kurzzeitig erworbene Thermotoleranz aufweisen, wéhrend
Nishizawa et al. keinerlei erh6hte Thermotoleranz der HSFA2-iiberexprimierenden Pflanzen
feststellen konnten (Ogawa et al., 2007; Nishizawa et al., 2006).

In der Signaltransduktion der HSR spielen diese HSFs eine bedeutende Rolle. Das
»klassische Modell“ dieser Signaltransduktion, auch ,,Chaperon-Titrationsmodell*
bezeichnet, soll im Folgenden erlautert werden:

Das Protein HSP90 bildet mit HSP70 einen sog. Multi-Chaperon-Komplex aus. Dieser ist
unter normalen  Wachstumsbedingungen an die  konstitutiven  Hitzeschock-
Transkriptionsfaktoren HSFA1 gebunden und inhibiert somit die HSR. Proteine der
Familien HSP70 und HSP90 fungieren hierbei als negativer Regulator der HSF-Aktivitat.
Es konnte gezeigt werden, dass AtHSP70 mit AtHSF1 und AtHSP90.2 mit AtHSF1 D
interagiert (Kim and Schoffl, 2002; Yamada et al., 2007). Auch Yoshida und Kollegen
zeigten bereits, dass HSFAL a, b und auch d sowohl mit HSP90.1 als auch mit HSP90.3
interagieren (Yoshida et al., 2011). Wahrend eines Hitzestresses kommt es zu einer
Akkumulation von denaturierten Proteinen, welche die HSP von den HSFs rekrutieren und
die freien HSFs nun trimerisieren kénnen und dadurch transkriptionell aktiv werden. Dieses
Modell wird in verschiedenen Ubersichtsartikeln sowohl fiir Pflanzen (Nover and Scharf,
1997; Schoffl et al., 1998; Saidi et al., 2011; Scharf et al., 2012) als auch fiir Sdugetiere
(West and Marnett, 2006) postuliert. Im Zellkern binden die HSF an sog. Hitzeschock-
Elemente (HSE) in den Promotoren verschiedener Gene und aktivieren so deren
Genexpression, wie beispielsweise die Gene flir HSFA2 oder HSP. Diese cis-regulatorischen
HSE weisen charakteristische Sequenzabschnitte auf (mehrmalige Wiederholungen von
NGAAn in alternierender Orientierung sowie mehrere Segmente von TCC), welche hoch
konserviert sind (Amin et al., 1988; Wu, 1995).
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Behandlung mit HSP90-Inhibitoren wie Geldanamycin oder Radicicol induzieren sowohl in
Arabidopsis als auch in Physcomitrella eine HSR-&hnliche Genexpression und flhren
auflerdem zu einer erhéhten Thermotoleranz (Yamada et al., 2007; Saidi et al., 2009). Fir
Saccharomyces konnte gezeigt werden, dass der HSP90-Inhibitor Celastrol ebenso zu einer
induzierten Thermotoleranz fuhrt und die Induktion von hitze-induzierbaren Genen erlaubt
(Trott et al., 2008).

1.3.2.1 Hitze-Perzeption an der Cytoplasmamembran

Langanhaltender Hitzestress veréndert die physikalischen Eigenschaften einer Membran, die
geséttigten Fettsauren nehmen zu und die Fluiditat der Cytoplasmamembran wird erniedrigt
(Falcone et al., 2004; Iba, 2002). Somit nimmt die Cytoplasmamembran als Sensor Hitze
wahr und die veranderte Membranfluiditat fiihrt zu einem Offnen eines spezifischen
Calciumkanals. Das heif3t, die Lipidzusammensetzung der Membran reguliert primér einen
spezifischen Ca?*-Kanal (Saidi et al., 2010; Saidi et al., 2011).

Schon im Jahre 1998 schlugen Gong et al. vor, dass die Thermotoleranz von Nicotiana
plumbaginifolia im Zusammenhang mit einem zellularen Ca?*-Anstieg steht (Gong et al.,
1998). In den nachfolgenden Jahren konnte fir A. thaliana und P. patens nachgewiesen
werden, dass es sich bei diesem zellularen Ca?*-Anstieg wihrend einer Hitze-Exposition um
einen spezifischen transienten Ca?*-Einstrom durch die Membran handelt (Liu et al., 2006;
Saidi et al., 2009). Dieser wird durch einen Ca?*-Kanal, ein sog. CNGC-Kanal (engl.: Cyclic
Nucleotide Gated Calcium-Channel) vermittelt: in Arabidopsis handelt es sich hierbei um
CNGC2 (Finka et al., 2012).

Interessanterweise fiihrt eine Behandlung mit Benzylalkohol oder Pentachlorphenol, beide
Substanzen erh6hen die Membranfluiditat, zu einem Ca®*-Einstrom unter isothermen
Bedingungen in die Zelle; HSP werden vermehrt synthetisiert und eine Thermotoleranz wird
ausgebildet. Ist durch Ethylenbisoxyethylennitrilotetraessigsaure (EGTA) das extrazellulare
Ca?" nicht mehr frei verfiigbar, inhibiert dies den Effekt. Aber auch wahrend eines
Hitzestresses lasst sich mittels EGTA-Zugabe die Expression von HSP sowie eine
Thermotoleranz in Arabidopsis und Physcomitrella nicht induzieren (Saidi et al., 2009).
Diese Ergebnisse lassen Saidi und Kollegen schlussfolgern, dass es sich bei der
Plasmamembran um einen priméren, essentiellen Hitzesensor handelt.

Allerdings ist auch die HSR, ausgelost durch HSP90-Inhibitoren, abh&ngig von einem
Ca?*-Einstrom in die Zellen von Physcomitrella. Eine kiinstlich herbeigefiihrte UPR mittels

einer thermolabilen Luciferase in Physcomitrella kann nur einen HSR ausldsen, wenn
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extrazellulares Ca?* verfiigbar ist (Saidi et al., 2009). Dies deutet darauf hin, dass die
Cytoplasmamembran nicht alleine als primérer Hitzesensor dient.

Die Signalweiterleitung nach dem Ca®-Einstrom wird vermutlich durch das
calciumbindende Calmodulin  AtCaM3 vermittelt, welches im weiteren Verlauf
MAP-Kinasen (engl.: Mitogen-activated Protein) und Transkriptionsfaktoren aktiviert (Liu
et al., 2008; Zhang et al., 2009; Sangwan and Dhindsa, 2002; Suri and Dhindsa, 2008; Wahid
et al., 2007; Bokszczanin et al., 2013).

1.3.2.2 Antwort auf ungefaltete Proteine (UPR) als Mechanismus der
Hitze-Perzeption

Durch erhdhte Temperaturen werden hydrophobe Bereiche von Proteinen freigelegt, welche
eine Antwort auf ungefaltete Proteine ausldosen kénnen (Mittler et al., 2012). Auch diese
UPR wird in einer Ubersicht von Mittler und Kollegen als ein maglicher Hitzesensor
diskutiert.

Im ER ist diese UPR dafur verantwortlich, dass der Transkriptionsfaktor bZIP60 durch
alternatives SpleiRen in den Zellkern gelangt und dort die Transkription verschiedener Gene
induziert (Deng et al., 2011). Auch andere Transkriptionsfaktoren der bZIP-Familie wie
bZIP17 und bZIP28 sind an der UPR im ER beteiligt. Dadurch wird unter anderem die
Brassinosteroid-Signaltransduktion aktiviert, welche vor allem Wachstums- und
Entwicklungsprozesse steuert (Che et al., 2010).

Im Cytosol ist die UPR hauptséchlich durch den Transkriptionsfaktor HSFA2 vermittelt.
Dieser reguliert vermutlich durch alternatives SpleiRen als Isoform HSFA2-11 die
cytosolische UPR. Als Konsequenz wird die Genexpression verschiedener
hitze-induzierbarer Gene aktiviert, wie beispielsweise die Gene der verschiedenen
HSP70-Isoformen (mit Ausnahme von HSP70B) (Sugio et al., 2009). Allerdings spricht
Sugio und Kollegen bei der UPR von einer untergeordneten Komponente der HSR und nicht
von einem Hitze-Sensor. Da HSFA2-Null-Mutanten lediglich eine verringerte
Thermotoleranz bei der sog. langerfristig erworbenen Thermotoleranz (long-term acquired
thermotolerance) zeigen (Yeh et al., 2012; Charng et al., 2007; Nishizawa et al., 2006),
scheint die cytosolische UPR keine priméare Rolle bei der Hitze-Perzeption in Arabidopsis

zu haben.
1.3.2.3 Hitze-Perzeption mittels Chromatinumbau mit Hilfe des Histons H2A.Z

Das Protein ARP6 (engl.: Actin related Protein 6) ist notwendig um das Histon H2A.Z
(anstelle des Histons H2A) in das Nukleosom einzubringen (Mittler et al., 2012). Ein
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Erwdrmen der Pflanzen (von 17 °C auf 27 °C) resultiert in einer verminderten
H2A.Z-Besetzung in den Nukleosomen wichtiger hitze-induzierter Gene, wie beispielsweise
fur HSP70. Dies macht die Expression betroffener Gene durch lockerere
Chromatinstrukturen madglich. Dies bedeutet, dass ARP6 ein wichtiges Protein zur
Unterdriickung der Hitzeschock-Genexpression ist. Auch ein Befund von Kumar und
Kollegen verdeutlicht dies: Durch das Erwérmen einer Arabidopsis-WT-Pflanze von 12 °C
auf 27 °C werden 2454 Gene mehr als 2fach hochreguliert. Dieses hochregulierte
Transkriptom ist in der Nullmutante arp6 schon bei 12 °C zu beobachten (Kumar and Wigge,
2010).

Allerdings reagiert auch die arp6-Mutante auf ansteigende Hitze bspw. mit der
Verlangerung des Hypokotyls und der Petiolen (Kumar and Wigge, 2010). Somit wird
grundsétzlich auch in der arp6-Mutante Hitze wahrgenommen. Das Protein ARP6 ist zwar
notwendig, um das Transkriptom einer Pflanze der Umgebungstemperatur anzupassen,

allerdings kein primarer Hitze-Sensor.
1.3.3 Chemische Induktoren einer Hitzeschock-dhnlichen Reaktion

1.3.3.1 Pflanzliche Hormone

Waéhrend eines Hitzestresses akkumulieren verschiedene Pflanzenhormone: Salicylsdure
(SA), Abscisinsaure (ABA), Jasmonsédure (JA), 12-Oxo-Phytodiensédure (OPDA) sowie
Jasmonsdaure-1soleucin (JA-lle) (Details und Quellen hierzu befinden sich in der Tabelle
1.2). Auch andere Phytohormone wie beispielsweise Ethylen akkumulieren wahrend

Hitzestress, worauf allerdings im Folgenden nicht naher eingegangen wird.
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Tabelle 1.2: Auflistung der Pflanzenhormone, die wahrend eines Hitzestresses
akkumulieren

Pflanzenhormon Pflanzenart und Bedingung  Quelle
Salicylséure Arabidopsis thaliana, 40 °C (Kaplan et al., 2004)

Agrostis palustris, 35 °C (Larkindale and Huang, 2005)
Abscisinsdure Agrostis palustris, nach einem (Larkindale and Huang, 2005)

HS (35 °C) wahrend der
Erholungsphase (20 °C)

Jasmonsdure Arabidopsis thaliana, 38 °C (Clarke et al., 2009)
12-Oxo- Arabidopsis thaliana, 38 °C (Clarke et al., 2009)
Phytodiensaure

Jasmonsséure- Arabidopsis thaliana, 38 °C (Clarke et al., 2009)
Isoleucin

Etyhlen Arabidopsis thaliana, 38 °C (Clarke et al., 2009)

Diese pflanzlichen Hormone akkumulieren nicht nur, sie werden auch als chemische
Induktoren einer HS-&hnlichen Reaktion diskutiert:

So konnte durch Leitfahigkeits-Tests gezeigt werden, dass die exogene Zugabe von SA in
Arabidopsis die basale Thermotoleranz verbessert. AuBerdem induziert exogene SA die
Genexpression von HSP17.6 bei 22 °C (Clarke et al., 2004). Die Genexpression von HSP70
in S. lycopersicum ist mit Zugabe von SA bei 22 °C nicht zu induzieren, allerdings
akkumuliert HSP70 wéhrend Hitze starker in Anwesenheit von SA als ohne das Hormon
(Snyman and Cronje, 2008). Eine Vorbehandlung mit SA, aber auch mit ABA, fiihrte in
A. thaliana zu einer erhohten Uberlebensrate nach einem Hitzeschock (1 h, 40 °C) sowie
einem reduzierten oxidativen Stress (Larkindale and Knight, 2002).

Die Mutante abi-1 ist unempfindlich gegenliber ABA und zeigt eine erhdhte Akkumulation
von Malondialdehyd wahrend der Behandlung mit 37 °C. MDA st ein Produkt der
Lipid-Peroxidation und ein Marker flr oxidativen Stress. Auflerdem weist abi-1 eine
erniedrigte Uberlebensrate bei 37 °C im Vergleich zum WT auf, trotz wildtyp-ahnlicher
Spiegel von HSP101 und sHSP (Larkindale and Knight, 2002).

Die Relevanz von Jasmonsdure als chemischer Induktor einer HS-dhnlichen Reaktion ist
allerdings kontrovers: Einerseits wird die JA-insensitive Arabidopsis-Mutante coil-1 durch
eine Behandlung von 38 °C schwerer geschadigt als ihr korrespondierender Wildtyp. Auch
eine Vorbehandlung des WTs mit Methyljasmonat (MeJa) fuhrt zu einem erniedrigten

Elektrolyt-Austritt wahrend einer 16-stiindigen Behandlung mit 38 °C. Diese Temperatur
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uber einen Zeitraum von 16 h ist fur Arabidopsis allerdings generell gut tolerierbar.
Andererseits konnte bisher nicht gezeigt werden, dass exogenes MeJA zu einer Expression
von HSP-Genen fiihrt. Und auch die opr3-Mutante, welche kein JA synthetisieren kann,
zeigt nur geringe Tendenzen fur eine eventuell starkere Erholung nach einem Hitzestress bei
38 °C als der korrespondierende WT (Clarke et al., 2009).

1.3.3.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Auch reaktive Sauerstoffspezies werden im Laufe eines Hitzestresses gebildet (Volkov et
al., 2006; Konigshofer et al., 2008; Pucciariello et al., 2012; Driedonks et al., 2015).

Zu Beginn eines Hitzeschockes wurde beobachtet, dass HSFs kurzzeitig die Expression von
Genen flr Superoxid-Dismutasen unterdriicken (mittels miRNA398), wenig spéter aber die
Genexpression fur Radikalfanger (engl.: Scavenger) induzieren. Durch diesen scheinbaren
Widerspruch kann vermutet werden, dass ROS wichtig fir die Initialisierung des HSR ist,
allerdings aber auch in zu groBen Mengen Schaden verursachen kann (Driedonks et al.,
2015).

Hitze  fohrt  nicht nur zu  einer  anfanglichen  Unterdrickung  der
Superoxid-Dismutasen-Transkription, Hitze erhoht zudem die Aktivitdt der NADPH
Oxidase, welche das ROS (Superoxid, O2) herstellt (Miller et al., 2009). Zudem weisen die
Arabidopsis-Mutanten rbohD und rbohB eine verringerte Thermotoleranz (basal und
erworben) auf (Larkindale et al., 2005).

Die isothermale Behandlung mit einer ROS (H20;) fuhrt zu einer Genexpression von
AtHSP17.6, AtHSP18.2 und AtAPX2, welche vergleichbar mit der nach Hitzebehandlung
(37 °C) ist. Passend dazu fiihrt die Zugabe von Ascorbinsdure (ein Radikalfanger,
Scavenger) wahrend eines Hitzestresses zu einer reduzierten Genexpression von AtHSP17.6
und AtHSP18.2 (Volkov et al., 2006).

Es konnte auBerdem eine Verbindung zu dem Calcium-Signal gefunden werden: Die Zugabe
von H;O, resultiert in einer Akkumulation von intrazellularem Ca?* (Rentel and Knight,
2004). Daruber hinaus wurde berichtet, dass pflanzliche NADPH Oxidasen ein
Ca?*-Bindemotiv besitzen, was ein potentieller Mechanismus fiir die direkte Regulation der
Proteinaktivitit tiber Ca*-lonen darstellen konnte (Keller et al., 1998; Torres et al., 1998;
Konigshofer et al., 2008).

1.3.3.3 HSP90-Inhibitoren

Die Wirkung von verschiedenen HSP90-Inhibitoren als Induktoren der Hitzeschockantwort
ist bereits gut erforscht: sowohl in Arabidopsis thaliana und Physcomitrella patens

induzieren die HSP90-Inhibitoren Geldanamycin und Radicicol eine HS-ahnliche
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Genexpression und flhren zu einer erhdhten Thermotoleranz (Yamada et al., 2007; Saidi et
al., 2009). Fiur Saccharomyces konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der HSP90-Inhibitor
Celastrol die Expression Hitze-responsiver Gene induziert und somit auch zu einer
Thermotoleranz fiihrt (Trott et al., 2008).

Es scheint, als wurde in der HSR ein komplexes Netzwerk vieler Hitzesensoren, Induktoren
und Signalweiterleitungen zusammenarbeiten, dessen Komplexitit noch nicht vollstandig

aufgedeckt und entdeckt wurde.

1.4 Zielsetzung

Oxylipine entstehen durch Oxidation von mehrfach ungeséttigten Fettsauren und
akkumulieren wéhrend einer Vielzahl von biotischen und abiotischen Stressoren. So gibt es
Hinweise auf eine Akkumulation der Oxylipine 12-Oxophytodiensaure (OPDA),
Jasmonsdure (JA) und Jasmonsdure-lIsoleucin (JA-1le) in Arabidopsis thaliana wéahrend
einer Behandlung von 38 °C (Clarke et al., 2009). AulRerdem ist bekannt, dass die exogene
Zugabe von OPDA, aber nicht von JA, eine Induktion von Hitzeschockgenen bewirkt
(Mueller et al., 2008; Taki et al., 2005). Ein wichtiger Unterschied zwischen diesen beiden
Oxylipinen liegt in ihrer Struktur: OPDA enthélt eine a,B-ungeséttigte Carbonylgruppe und
ist damit chemisch reaktiv, ein sogenanntes reaktives elektrophiles Spezies (RES), wéhrend
JA kein RES-Oxylipin ist. Der Signalweg und die biologischen Funktionen von JA sind
bereits gut aufgeklart, wahrend Uber die RES-Oxylipine nur wenig bekannt ist. Die
Signaltransduktion verldauft teilweise tUber TGA-Transkriptionsfaktoren, diese regulieren
jedoch nicht die Induktion der Hitzeschockgene durch RES-Oxylipine. Auch Uber die
Funktionen der RES-Oxylipine in Arabidopsis thaliana ist bisher wenig bekannt (Mueller et
al., 2008).

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion und Signaltransduktion der RES-Oxylipine wahrend
der Hitzeschockantwort in Arabidopsis thaliana aufzuklaren.

Hierfir sollte die RES-Oxylipin-induzierte Genexpression der Hitzeschockgene genauer
charakterisiert werden. Es sollte geklart werden, welche Hitzeschockgene durch
RES-Oxylipine induziert werden und die Starke der Induktion mit der von Hitze verglichen
werden. Dies sollte in silico mit bereits publizierten Transkriptom-Daten als auch in vivo mit

reprasentativen Genen in A. thaliana durchgefthrt werden.
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Aullerdem sollten Genexpressionsanalysen mit diversen Arabidopsis-Mutanten zur
Identifizierung von Komponenten der TGA-unabhé&ngigen Signaltransduktion von
RES-Oxylipinen dienen.

Zudem sollte geklart werden, inwieweit strukturell verschiedene RES eine Induktion von
Hitzeschockgenen bewirken. Dies sollte mittels eines Screenings verschiedener
RES-Spezies und RES-Oxylipine hinsichtlich ihrer HSP101-Induktion untersucht werden.
Daruber hinaus sollte aufgeklart werden, ob die Induktion von Hitzeschockgenen durch
RES-Oxylipine ausreicht, um eine (chemisch induzierte) Thermotoleranz zu vermitteln.
Dies sollte durch Thermotoleranzversuche mittels exogener Zugabe von RES-Oxylipinen
geklart werden. Im Speziellen sollte auch die Rolle von endogen gebildeten
RES-Jasmonaten in der basalen und erworbenen Thermotoleranz geklart werden. Hierfur
sollten verschiedene funktionale Thermotoleranz-Experimente und Genexpressionsanalysen

mit einer Jasmonat-defizienten Mutante durchgefuhrt werden.

26



2 Material und Methode

2 Material und Methode

2.1 Chemikalien, Losungen und andere Reagenzien

Die Substanzen Geldanamycin, Celastrol, Radicicol und PGA:wurde von Cayman Chemical
(Ann Arbor, USA) bezogen.

OPDA wurde unter Verwendung von Leinsamenpulver aus Linolensdure synthetisiert und
mittels HPLC aufgereinigt (Parchmann et al., 1997).

Tabelle 2.1: Benotigte Chemikalien, Losungen und andere Reagenzien

Produkt Hersteller
Acetonitril Merck KGaA, Darmstadt
Ameisenséure Merck KGaA, Darmstadt
Ammoniumacetat AppliChem, Darmstadt
Chloroform AppliChem, Darmstadt
DanKlorix Colgate-Palmolive GmbH, Hamburg
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt
Ethylacetat Merck KGaA, Darmstadt
Ethanol (absolute Molecular Biology grade) AppliChem, Darmstadt
Glycogen Fermentas, St. Leon-Rot
Thiaminhydrochlorid Sigma Aldrich©, Miinchen
,,HPLC-grade“-H20 AppliChem, Darmstadt
Isopropanol AppliChem, Darmstadt
Methanol Merck KGaA, Darmstadt
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt
Murashige und Skoog Medium, Basal Salt ~ Duchefa, Biochemie, Haarlem,
Mixture Niederlande
myo-Inositol Merck KGaA, Darmstadt
PEG6000 AppliChem, Darmstadt
Phyto Agar Duchefa Biochemie, Haarlem,
Niederlande
Saccharose Stidzucker, Mannheim
Sorbitol AppliChem, Darmstadt
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2.2 Enzyme, Puffer und Kits

Tabelle 2.2: Benétigte Enzyme, ihre zugehérigen Puffer und verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

M-MLYV Reverse Transkriptase RNase H(-)
M-MLYV Reverse Transkriptase
Reaktionspuffer (5x)

TrueStart™ Hot Start Taq DNA-
Polymerase

TriFast™, peqGOLD

Absolute™ gPCR SYBR® Green Capillary
Mix

DNase |

DNase-Puffer DNase | + MgCl (10x)

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Fermentas, St.Leon-Rot

peqlab, Erlangen
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

2.3 Antikdrper und verwendetes Material flr die Proteinbiochemie

Tabelle 2.3: Bendtigte Materialien fur die Proteinbiochemie

Bezeichnung

Hersteller

Antikdrper gegen HSP101

Produktnr. ASO7 253

Antikdrper anti-Maus konjugiert mit HRP
(engl.: horseradish peroxidase)

PVDF Membran Immobilon-P, 0,45 pm
Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Substrate

Agrisera AB, Vannas, Schweden

Merck Millipore, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
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2.4 Primer fur die realtime PCR

Tabelle 2.4: Bendtigte Primer (fur die Genexpressionsanalysen, quantitative realtime
PCR). Alle verwendeten Primer wurden bezogen von TIB® MOLBIOL, Berlin.
fwd = forward, rev = revers

Primer ATG- Nukleotidsequenz (5= 3°) Produkt
Nummer -lange

SAND At2g28390 fwd AACTCTATGCAGCATT 219 bp
rev. GGTGGTACTAGCACAA

HSP101 At1g74310 fwd TGAGCTAGCTGTGAATGCAG 287 bp
rev. TCAACTGGTCAACAGCCAAA

HSFA2 At2926150 fwd CAGCAAGGATCTGGGATGTC 121 bp
rev GCTGTTGCCTCAACCTAACT

DREB2A At5g05410 fwd AGGGTCGAAGAAGGGTTGTA 167 bp
rev. CAGCTTCTTGAGCAGTAGGG

HSP26.5 At1g52560 fwd TGTGAAAGAGGTTTGGTCGG 175 bp

rev. TGTTACGCCAGAGGCTTTTT

Alle verwendeten Primer (siehe Tabelle 2.4) wurden mittels ,,HPLC-grade“-H.O auf

100 uM verdiinnt.

2.5 Gerate

Tabelle 2.5: Verwendete Gerate und ihre Typenbezeichnungen

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Absorptionsmessung

Autoklav
Dot Blot Apparatur

Heizblocke

Kamera zur Detektion

der Chemolumineszenz

Nanodrop 1000
Spectrophotometer
Tuttnauer Systec 5075ELV
Bio-Dot®SF Microfiltration
Apparatur

Thermomixer comfort
Thermostat plus
ChemiDoc™ MP

Thermo Scientific, Schwerte

Tuttnauer, Breda, Niederlande
Bio-RAD, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Bio-RAD, Hercules, USA
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Klimaschranke

Kugelmuhle
Massenspektrometer

PCR-Geréte

pH-Meter

Platereader

Reinstwasseranlage

Rotationsvakuum-

konzentrator

Sterilbdnke

Scanner

Ultraschalbad

UPLC

Vakuum-Pumpe

Waagen

AR-66L

AR-36L (fir alle 37 °C-
Behandlungen)

KBW 240 (fur alle 45 °C-
Behandlungen)

MM 400

Quattro Premier Triple

Quadrupol

CFX Connect™ Real-Time

PCR Detection System

Lab pH meter inoLab® pH

7110

Microplate Reader MRX®

Revelation

RiOs Water Purification

System

Milli-Q® Gradient System

RVC 2-25,

dazu:

Membranvakuumpumpe Typ

M2 C2

Scan Maker 9800 XL
Sonorex TK52

Ultrasonic Cleaner

Acquity UPLC™ (mit
entsprechenden Séulen)
N740,3 FT.18

Laborwaage: PE 1600
Analysenwaagen: Mettler AT
200 Fact; Mettler XPE 205

Percival, Perry, USA
Percival, Perry, USA

Binder GmbH, Tuttlingen

Retsch, Haan
Waters, Milford, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

WTW GmbH, Weilheim

DYNEX Technologies. Inc.,
Chantilly, USA
Merck Millipore, Darmstadt

Merck Millipore, Darmstadt
Martin Christ GmbH, Osterode

Vacuubrand GmbH + Co,
Wertheim

CeagEnvirco, Dortmund
Microtek, Hsinchu, Taiwan
Bandelin, Berlin

VWR International GmbH,
Darmstadt

Waters, Milford, USA

KNF Neuberger Inc., Trenton,
USA

Mettler Toledo, GieRRen
Mettler Toledo, GieRen
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

~Zentritugen

Centrifuge 5417 R
Galaxy MiniStar

Megafuge® 1.0 R

Eppendortf, Hamburg
VWR International GmbH,
Darmstadt

Heraeus Intruments GmbH,

Hanau

2.6 Pflanzenmaterial

Far alle durchgeflhrten in vivo Experimente wurden ausschlieRlich Arabidopsis thaliana-

Pflanzen verwendet. Der Okotyp aller verwendeten transgenen Pflanzen ist Columbia 0O
(Col-0) oder Wassilewskjia (WS) (siehe Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Verwendete transgene Pflanzen von Arabidopsis thaliana

Bezeichnung

Genetischer

Hintergrund

Beschreibung

Herkunft/Referenz

hsfAl ab

hsfAl abd

hsfAl abde

hsfA2

cyp20-3

satl

dde2

WS

Col-0 und WS

Col-0 und WS

Col-0

Col-0

Col-0

Col-0

T-DNA-Insertionen

T-DNA-Insertionen

T-DNA-Insertionen

T-DNA-Insertion
SALK 008978
T-DNA-Insertion
SALK 024971
T-DNA-Insertion
SALK 120440

mutagenisiert

Friedrich Schoffl, Tubingen,
Deutschland: entspricht der
hsf1/3 (Lohmann et al., 2004)
Kazuko Yamaguchi-Shinozaki,
Tokio, Japan (Yoshida et al.,
2011)

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

Friedrich Schoffl, Tubingen,
Deutschland

ABRC, Columbus, USA

(Park et al., 2013)

ABRC, Columbus, USA

(Park et al., 2013)

Beat Keller, Zirich, Schweiz
(von Malek et al., 2002)
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Bezeichnung Genetischer Beschreibung Herkunft/Referenz

Hintergrund

opr3 WS T-DNA-Insertion Annick Stintzi, Pullman,
Washington, USA
(Stintzi and Browse, 2000)

2.7 Anzucht und Kultivierung von Arabidopsis thaliana
2.7.1 Pflanzenanzucht auf Erde

Fir die Verwundungsversuche sowie fur die Experimente mit osmotischen Stress wurden
Arabidopsis thaliana-Pflanzen auf Standardzuchterde groRgezogen. Dafiir wurden Samen
direkt auf die Erde ausgesat und nach 14 Tagen pikiert.

Die Kultivierung der Pflanzen fand in einem Percival-Kulturschrank unter
Kurztagbedingungen (9 h Licht bei 22 °C, 15 h Dunkel bei 20 °C) statt. Die Lichtintensitat
lag bei 80 bis 100 uE m2sL,

2.7.2 Pflanzenanzucht in und auf MS-Medium

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Keimlinge sowohl in flussigem als auch auf festem
MS-Medium mit 3 % Saccharose (Murashige and Skoog, 1962) groRgezogen. Fur die
Anzucht auf festem MS-Medium wurde vor dem Autoklavieren 9 g/l Phyto Agar zugegeben.
Alle Samen wurden vor der Anzucht flr zwei Tage bei 4 °C stratifiziert und danach in einem

Percival-Kulturschrank kultiviert.

Murashige und Skoog-Medium (1 1): 4,39 MS-Medium, Basal Salt
Mixture

05¢ MES-Puffer

1ml Vitamin B5

100 mg myo-Inositol

30g Saccharose

mit ddH.O ad 1 | auffillen

pH 5,7

autoklavieren
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Vitamin B5 Stock (1 ml): 100 mg Myo-Inositol
10 mg Thiamin/HCI
1 mg Nicotinséure
1 mg Pyrodoxin (=B5)

mit ddH»0 ad 1 | auffillen

sterilfiltrieren

Fir eine Anzucht in und auf MS-Medium wurden zuvor alle benutzten Samen sterilisiert
(siehe Abschnitt 2.8).

Fir  Untersuchungen der Genexpression sowie fir die Dot Blot-Analysen
wurden A. thaliana-Samen auf MS-Agar in Petrischalen ausgelegt. Die Anzucht der
Keimlinge erfolgte fir acht Tage auf MS-Agar, bevor die Keimlinge mittels einer
Federstahlpinzette in MS-Medium in eine 24-Loch Multiwellschale transferiert wurden. Es
wurden acht Keimlinge pro Loch versetzt. Zwei Tage spater, am Tag 10, wurden dem
MS-Medium verschiedene Substanzen wie bspw. die RES-Oxylipine PGA: oder OPDA
(gelost in DMSO) dazugegeben. Somit besteht bei allen Genexpressions- sowie Dot Blot-
Analysen eine Probe aus acht Keimlingen.

Fur Beobachtungen der Uberlebensrate durch Zugabe von verschiedenen Substanzen wie
RES-Oxylipine oder HSP90-Inhibitoren wurden die Keimlinge nach einer achttégigen
Anzuchtphase auf MS-Agar in eine 96-Loch-Multiwellschale in flissiges MS-Medium
mittels Federstahlpinzette transferiert. Hier wurde ein Keimling pro Loch versetzt. Auch hier
wurden am Tag 10 dem MS-Medium verschiedene Substanzen hinzugegeben.

Um das Wurzelwachstum sowie die Hypokotyl-Elongation zu beobachten, aber auch um die
Phytohormone der Keimlinge nach Hitze-Einwirkung zu quantifizieren, wurden Samen
direkt mittels sterilen Zahnstochern auf MS-Agar gegeben und auf MS-Agar angezogen.
Die Anzucht der Keimlinge erfolgte unter Kurztagbedingungen (9 h Licht bei 22 °C, 15 h
Dunkel bei 20 °C). Die Lichtintensitit lag bei 80-100 HE m2s™2,

2.8 Sterilisation der Samen

Arabidopsis thaliana-Samen wurden entweder durch die Begasung mit Chlorgas oder durch
eine Bleichlosung sterilisiert.

Fur die gasformige Sterilisation wurden pro 1,5 ml ReaktionsgefaR 50 Samen offen in einen
Exsikkator gestellt, in dem sich ein Becherglas befand, welches mit 100 ml DanKlorix

geflllt wurde. Durch Zugabe von 4 ml konzentrierter HCI wurde die Entwicklung von
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Chlorgas ausgeltst, was zu einer Sterilisation der Samen flhrte. Nach 2,5 h Inkubation
wurden die ReaktionsgefaRe mdglichst steril geschlossen, aus dem Exsikkator genommen
und fir 10 min unter der Sterilbank ausgedampft.

Die flussige Sterilisation wurde ebenfalls in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR durchgefuhrt. Die
Samen wurden fir 2 min mit 1 ml 70 % Ethanol inkubiert und danach 10 min mit 1 ml
Bleichlosung (frisch angesetzt) behandelt. Zuletzt wurden die Samen flinfmal mit je 1 ml

sterilem Wasser gewaschen.

Bleichlosung 10 ml Natriumhypochlorid
5 ml Wasser (steril)
10 pul Tween20 (10 %)

2.9 Pflanzenphysiologische Methoden und Behandlungen der Pflanzen

2.9.1 Hitzebehandlung und Behandlung mit RES-Oxylipinen und anderen

Substanzen

Alle Hitzebehandlungen erfolgten in Anwesenheit von Licht (80-100 uE m2s™%). Nur die
Versuche zur Hypokotyl-Elongation wurden durch die eingesetzte Alufolie im Dunkeln
durchgefuhrt (siehe auch Abschnitt 2.9.5). Die 37 °C-Inkubation der Pflanzen erfolgte in
einem Percival-Kulturschrank (AR-36L), wahrend die 45 °C-Behandlung in einem
Binder-Kulturschrank (KBW 240) durchgefiihrt wurde. Es wurde stets darauf geachtet, dass
die Kulturschranke ihre jeweilige Temperatur erreicht hatten, bevor die Keimlinge bzw.
Pflanzen hineingestellt wurden.

Alle Behandlungen mit RES-Oxylipinen wurden mit Keimlingen durchgefiihrt, welche
zuerst auf festem MS-Agar angezogen wurden, bevor sie mittels einer Federstahlpinzette in
flussiges MS-Medium transferiert wurden. Zwei Tage nach dem Transfer wurde dem
MS-Medium verschiedene Substanzen wie beispielsweise die RES-Oxylipine (PGA;1 oder
OPDA) oder HSP90-Inhibitoren (GDA, RAD oder CEL) dazugegeben. Alle Substanzen
wurden in DMSO geldst, so dass zusatzlich Keimlinge als Kontrolle mit der entsprechenden
Menge an Lésemittel (DMSO) behandelt wurden.

2.9.2 Verwundung von Arabidopsis thaliana

Fur die Verwundungsversuche wurden sechs Wochen alte Arabidopsis thaliana-Pflanzen
(Col-0 und dde2) verwendet, welche auf Standardzuchterde grof3gezogen wurden. Hierbei

wurden jeweils Blatter von zwei Pflanzen pro Probe mittels einer Pinzette durch dreimaliges
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Quetschen pro Blattseite, ohne Verwundung der Mittelrippe, verwundet. Nach 1 und 4 h
wurden die verwundeten Blatter geerntet und in flussigen Stickstoff tiefgefroren. Als
Kontrolle dienten Arabidopsis-Blatter, welche nicht verwundet wurden. Die so erhaltenen
Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -80 °C eingelagert.

2.9.3 Behandlung von Arabidopsis thaliana mit PEG6000 und Sorbitol als
osmotischer Stressor

Fir die Behandlung mit PEG6000 oder Sorbitol zur Erzeugung von osmotischen Stress
wurden Blatter von acht Wochen alten Arabidopsis thaliana-Pflanzen (Col-0 und dde2) auf
einer 296,5 mM Sorbitol- bzw. 2509/ PEG6000-L6sung so flotiert, dass die Petiolen
vollstandig in der jeweiligen Losung eingetaucht waren. Diese Losungen entsprechen
jeweils einem osmotischen Druck von -7,35 bar bzw. -0,735 MPa. Nach 1, 2, 4, 6 und 24 h
wurden sieben behandelte Blatter in flissigen Stickstoff tiefgefroren. Als Kontrolle dienten
Arabidopsis-Blatter, die fur die gleichen Zeiten auf H»0 flotiert wurden. Die so erhaltenen
Proben wurden bis zur Aufarbeitung bei -80 °C eingelagert.

2.9.4 Bestimmung der Uberlebensrate von Arabidopsis thaliana (chemisch induzierte

Thermotoleranz)

Um zu klaren, ob exogen hinzugefligte RES-Oxylipine neben der Expression von
Hitzeschockgenen auch eine chemisch induzierte Thermotoleranz (CAT: engl. chemical
induced thermotolerance) vermitteln, wurde die Uberlebensrate von Arabidopsis-
Keimlingen bestimmt. Hierfiir wurden Samen des Wildtyps Col-0 auf MS-Agar ausgelegt
und nach einer Stratifizierungsphase im Percival-Kulturschrank fir sechs Tage kultiviert.
Die Keimlinge wurden anschlieBend einzeln in die Locher von 96-Loch-Multiwellschalen
mit flussigem MS-Medium umgesetzt und an Tag 7 verschiedenen Temperaturprofilen
ausgesetzt. Alle Keimlinge zeigten am Tag der Behandlung zwei voll entwickelte
Kotyledonen (Wachstumsstadium 1.0 nach Boyes et al., 2001). Die verschiedenen
Temperaturprofile sind in der Abbildung 3.18 A genauer erldutert: fir die chemisch
induzierte Thermotoleranz wurde dem MS-Medium PGA; [75 uM], OPDA [75 uM],
GDA [50 uM], RAD [50 uM] oder CEL [20 uM] hinzugefugt und die Keimlinge fir 4 h
darin inkubiert. Im Anschluss wurden sie fur 2 h mit 45 °C behandelt. Nach diesem
Hitzestress wurden sie weitere 5 bis 6 Tage im Percival-Kulturschrank unter normalen
Kurztag-Wachstumsbedingungen kultiviert um dann die Vitalitdt der Keimlinge zu
analysieren. Als “liberlebt” galten Keimlinge, welche weitere Blétter ausbildeten und somit

weiterhin Wachstum zeigten.
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2.9.5 Thermotoleranz-Assays mit Arabidopsis thaliana Col-0- und dde2-Keimlingen

Zur Analyse der Thermotoleranz im Wildtyp Col-0 sowie in der dde2-Mutante wurden
Samen beider Genotypen sterilisiert und auf MS-Medium (mit Agar) ausgelegt. Nach einer
Stratifizierungsphase wurden die Samen im Percival-Kulturschrank fir sechs Tage kultiviert
(Wachstumsstadium 1.0 nach Boyes et al., 2001), bevor sie verschiedenen Hitze-
Behandlungen ausgesetzt wurden: SAT (37 °C fir 2 h, Erholungsphase bei 22 °C flr 2 h und
anschlieBender Hitzestress flr 2 h bei 45 °C), BT (45 °C fur 2 h) oder Kontrolle (22 °C).
Nach dieser Behandlung wurden die Keimlinge weitere fiinf Tage im Percival-
Kulturschrank unter normalen Kurztag-Wachstumsbedingungen kultiviert und dann die
Vitalitdt der Keimlinge analysiert. Als “iiberlebt” galten Keimlinge, welche weitere Blitter
ausbildeten und somit weiterhin Wachstum zeigten.

Die Experimente zur Untersuchung des Wurzelwachstums wurden wie bereits in der
Literatur beschrieben durchgefiihrt (Larkindale et al., 2005). Hierfir wurden vertikal-
gewachsene, vier Tage alte Keimlinge (Wachstumsstadium 1.0 nach Boyes et al., 2001) fir
die verschiedenen Hitzebehandlungen (SAT, BT und Kontrolle, siehe oben) benutzt. VVor der
Hitzebehandlung wurde die Wurzellange der Keimlinge auf der Agar-Platte markiert. Die
Keimlinge wurden nach der Hitzebehandlung fir drei weitere Tage im Percival-
Kulturschrank unter normalen Kurztag-Wachstumsbedingungen kultiviert, bevor die Agar-
Platten mit den Keimlingen eingescannt wurden. Die Wurzelldangen wurden unter zu
Hilfenahme der Software ,,Agnes Roots Measurements V.1.2“ (Grzegorz Zysko, Polen,
2004) ausgewertet.

Auch die Versuche zur Hypokotyl-Elongation wurden dhnlich durchgefiihrt wie bereits in
der Literatur beschrieben (Hong and Vierling, 2000; Queitsch et al., 2000): auch hier wurden
vertikal-gewachsene, vier Tage alte Keimlinge (Wachstumsstadium 1.0 nach Boyes et al.,
2001) fur die verschiedenen Hitzebehandlungen (SAT, BT und Kontrolle, siehe oben)
benutzt. Diese sind allerdings im Dunkeln gewachsen, da die Agar-Platten in Alufolie
eingewickelt wurden. Vor der Hitzebehandlung wurde die Hypokotyllange der Keimlinge
auf der Agar-Platte markiert und die Platten erneut in Alufolie eingewickelt. Nach der
Hitzebehandlung wurden die Keimlinge fiir vier weitere Tage, eingewickelt in Alufolie, im
Percival-Kulturschrank unter normalen Wachstumsbedingungen Kkultiviert. Auch hier
wurden die Agar-Platten mit den Keimlingen zur Auswertung eingescannt und die
Hypokotyl-Elongation wurde unter zu Hilfenahme der Software ,,Agnes Roots

Measurements V.1.2 (Grzegorz Zysko, Polen, 2004) gemessen.
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2.10 Molekularbiologische Methoden
2.10.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial wurde eine Extraktion mit
Trizolpuffer (TriFast™, peqGOLD) durchgeflihrt. Hierzu wurden die Keimlinge in 2 ml
Schraubdeckel-ReaktionsgefalRen mittels fllissigem Stickstoff tiefgefroren und nach Zugabe
einer Zirkoniumoxid-Kugel in einer Kugelmuhle (2 min, 20 Hz) fein gemahlen. Dieses
Pflanzenmaterial wurde nach dem zugehorigen Protokoll aufgearbeitet. Die hierdurch
isolierte RNA wurde in DEPC-H.O geldst und homogenisiert. Die Aufbewahrung erfolgte
bei -20 °C.

2.10.2 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Die isolierte Gesamt-RNA konnte nun auf Konzentration und Reinheit Gberprift werden.
Hierflr wurde nach entsprechender Kalibrierung mit DEPC-H20 1 pl der in DEPC-H.0
geldésten RNA auf den Sensor des Nanodrop 1000 Spectrophotometers pipettiert und die
Optische Dichte (OD) bei 260 nm gemessen. Eine OD von 1,0 entspricht einer
RNA-Konzentration von 40 ng/ul. Daraus folgt:

n
C [Eﬂ =E(260) * 40 * Verdiinnungsfaktor

2.10.3 DNase-Verdau und Fallung der RNA

Um reine RNA zu erhalten und um restliche genomische DNA zu entfernen, wurde ein
DNase-Verdau angesetzt. Hierfir wurde 1 pg RNA auf 8 pl verdinnt (mittels
,,HPLC-grade“-H20) und mit 1 pul DNase | sowie 1 pul DNase-Puffer DNase | + MgCl; (10x)
versetzt. Dieser Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert und die Reaktion mit 1 ul EDTA bei
65 °C uber 10 min abgestoppt. Zur Féallung der RNA wurden pro Probe 9 pl DEPC-H.0,
1 ul Glycogen (20 mg/ml), 23,1 ul Isopropanol (eisgekihlt) sowie 2,1 ul Ammoniumacetat
(5 M) dazugegeben und tiber Nacht bei -20 °C aufbewahrt.

Die gefallte RNA wurde 20 min bei 4 °C (14000 rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet zweimal mit 75 %igem Ethanol gewaschen (14000 rpm, 8 min,
4 °C). Das so entstandene Pellet wurde bei RT getrocknet, in 7 pl DEPC-H,0 geldst und bei
-20 °C gelagert.

2.10.4 Synthese der cDNA

Mit Hilfe von reversen Transkriptasen ist es moglich, in vitro RNA in cDNA umzuschreiben.
Hierfur wurde 6,7 pl der DNA-freien RNA (siehe Abschnitt 2.10.3) fir 2 min bei 70 °C
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inkubiert. AuBerdem wurde ein Mastermix aus folgenden Komponenten hergestellt: 2 pl
M-MLVXRT 5xReaktions-Puffer, 0,5 ul ANTPS [10 mM] (Fermentas, St. Leon-Rot), 0,4 pl
Oligo dT-Primer [100 uM] sowie 0,4 pl M-MLV Reverse Transkriptase RNase H(-). Dies
entspricht einem Gesamtvolumen von 3,3 pl pro Ansatz. Dies wurde auf die wieder
heruntergekiihlten Proben gegeben und 1 h bei 42 °C inkubiert. Zum Abstoppen der
Enzymreaktion wurden die Proben flr 15 min auf 70 °C erhitzt. Die so entstandene cDNA
konnte bei -20 °C gelagert werden. Fir die realtime PCR wurde aulRerdem die cDNA mit
,HPLC-grade“-H>0 1:20 bzw. 1:10 (bei Hitzebehandlung) (w/v) verdinnt.

2.10.5 Quantitative Bestimmung der Genexpression mittels realtime PCR

Um die Genexpression quantitativ untersuchen zu kénnen, wurden realtime PCRs
durchgefiihrt. Zur relativen Quantifizierung wurde die Expression des Zielgens auf ein
weiteres sogenanntes Housekeeping-Gen (Referenzgen) bezogen, da dieses ubiquitar und
homogen exprimiert wird (Pfaffl, 2001). Bei dem Housekeeping-Gen dieser Arbeit handelte
es sich um SAND (At2g28390).

Fir die Reaktionsansdtze wurde zu 10 pl SYBR® Green Enzymmix und 2 pl
cDNA-Template 8 pl eines Primermixes dazugegeben, so dass die Primer-Endkonzentration
1,5 uM pro Primer betragt. Die Reaktionsansatze mit einem Gesamtvolumen von 20 pl

durchliefen das in Tabelle 2.7 aufgefiihrte PCR-Programm.

Tabelle 2.7: Programm der realtime PCR

Temperatur [ °C] Zeit [min:s] Anzahl
95 15:00 1

95 0:15

59 0:15 44
72 0:20

95 0:10 1
65-95 0:05 1

0,5 o0 1

Zur Auswertung wurde die Genexpression relativ quantifiziert, indem die AACT-Methode

nach Pfaffl angewandt wurde (Pfaffl, 2001).
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2.11 Proteinbiochemische Methoden
2.11.1 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Zur Herstellung eines Protein-Gesamtextrakts wurden jeweils acht durch flissigen Stickstoff
tiefgefrorene Keimlinge in einem 2 ml Schraubdeckel-Reaktionsgefal} mit einer
Zirkoniumoxid-Kugel versehen und mittels Kugelmihle (2 min, 20 Hz) homogenisiert.
Danach wurde 50 pl Schockpuffer (10 mM HEPES-KOH (pH=7,6), 5 mM Saccharose und
5 mM MgCly, sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert) dazugegeben und fir 2 min mittels
Vortexermischer gut durchmischt. Durch die darauffolgende, zweifache Zentrifugation
(4 min, 4000 rcf, 4 °C) konnten alle gel6sten Proteine ohne Prazipitate im Uberstand in
1,5 ml Reaktionsgeféale uberflihrt werden. Bei den so hergestellten Proteinextrakten wurde

direkt im Anschluss die Konzentration bestimmt (siehe Abschnitt 2.11.2).
2.11.2 Konzentrationsbestimmung des Proteinextrakts

Zur Konzentrationsbestimmung wurde der isolierte Proteinextrakt mittels Bradford-Assay
(Bradford, 1976) und einer BSA-Standardkurve analysiert. Es wurden 2 pl des zu messenden
Proteinextrakts mit 98 pl H>O verdinnt. Danach wurde 150 pl Bradford-Reagenz
dazugegeben und flr 10 min inkubiert. Es erfolgte die Bestimmung der Extinktion bei einer
Wellenldange von 595 nm im Platereader. Alle Konzentrationen wurden zur
Fehlervermeidung dreifach bestimmt. Anschlieend wurde der restliche Proteinextrakt so
quantitativ wie moglich aufgenommen und 1:1 mit 60 %igem Glycerin verdinnt und

bei -20 °C gelagert.

Bradford-Reagenz (100 ml): 10 mg Coomassie blue G-250
5 ml EtOH (95 %)
10 ml H3PO4
mit ddH.O ad 100 ml auffillen

Nach der Herstellung wurde das Bradford-Reagenz zuerst mittels Ethanol-gesauberte
Trichter filtriert und danach zweimal zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Dunkeln bei

4 °C gelagert.
2.11.3 Dot Blot und Immunodetektion mittels ChemiDoc™ MP

Die zu analysierenden Proben fir den Dot-Blot wurden denaturiert und mit 1XTBS-Puffer

auf 200 pl aufgefullt. Es wurden dreifache, technische Replikaten auf die PVDF
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Nitrozellulose-Membran platziert. Hierfur wurde die Dot-Blot-Apparatur der Firma Bio-Rad
sowie eine Vakuum-Pumpe (KNF Neuberger Inc., Trenton, USA) verwendet.

Die Dot-Blot-Apparatur wurde mit drei Filterpapieren und einer durch MeOH aktivierten
PVDF-Membran aufgebaut. Nach zweimaligen Spiilen mit je 100 pl 1XTBS-Puffer wurde
zuerst 100 pl 1x TBS-Puffer, direkt gefolgt von 200 ul der zu analysierende Probe in die
jeweiligen Locher der Dot-Blot-Apparatur gegeben. Durch das angelegte Vakuum wurden
so die Proteine auf die Membran gebracht. Nach dem Waschen mittels 300 pl 1xTBS wurde
die Membran flr 2 h bei RT in der Blocking Solution (3 % Magermilchpulver) inkubiert.
Der polyklonale Antikdrper Anti-HSP101 (Product No: AS07 253; Lot 1006; Agrisera,
Vannas, Sweden) wurde in der Verdinnung 1:1000 benutzt. Dieser Immunkomplex wurde
mittels sekunddren HRP-konjugierten AK Anti-Maus (Verdinnung 1:20000) und dem
Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD) detektiert. Mit Hilfe des ChemiDoc™ MP
Imaging System (BIO-RAD) konnte die Chemolumineszenz detektiert und mittels Image
Lab™ Software, Version 5.0 (BIO-RAD) quantifiziert werden. Zur Normalisierung wurde
eine Verdinnungsreihe von 37 °C-Proteinextrakten benutzt, so dass die HSP101-Spiegel

prozentual zu denen von 37 °C 4 h ausgedriickt werden konnte.

2.12 Analytische Methoden
2.12.1 Extraktion von Phytohormonen

Das im flussigen Stickstoff tiefgefrorene Pflanzenmaterial [50 — 250 mg] wurde mit 950 pl
Ethylacetat: Ameisenséaure (99:1, v/v) und einer Zirkoniumoxid-Kugel versetzt und bis zum
vollstandigen Auftauen und Bildung einer Suspension gemischt. Nach der Zugabe eines
Internen Standard-Gemischs (50 pl; je 1 pg/ml, siehe auch Tabelle 2.11) wurden die Proben
fur 3 min bei 20 Hz in der Kugelmiihle homogenisiert. Nach anschlieBender Zentrifugation
(10 min bei 12000 rpm, RT) wurde der Uberstand in ein 1,5 ml ReaktionsgefiR pipettiert
und in einem Rotationsvakuumkonzentrator (40 °C) bis zur Trockne eingeengt. Insgesamt
wurde die Extraktion viermal durchgefiihrt, das heifdt auf das tbriggebliebene Pellet im
Schraubdeckelgefall wurden erneut 950 pl Ethylacetat: Ameisensaure (99:1, v/v) gegeben.
Die Probe wurde durch die Kugelmiihle homogenisiert, zentrifugiert und der Uberstand
wieder eingeengt. Nach der vierten Wiederholung dieser Extraktion wurden auf das
entstandene Pellet 30 pl Acetonitril gegeben, gut durchmischt und fiir 5 min ins
Ultraschallbad gestellt. Nach zehnmin(tiger Zentrifugation (14000 rpm, RT) wurde der
Uberstand in ein UPLC-ProbengefaR tberfiihrt und bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren.
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2.12.2 Bestimmung und Quantifizierung von Phytohormonen

Um den Gehalt verschiedener Phytohormone und ihrer Derivate bestimmen und
quantifizieren zu kdnnen, wurden die Proben zuerst mittels UPLC™ aufgetrennt und dann
mittels Massenspektrometer (MS) quantifiziert.

Die Auftrennung der Proben erfolgte tiber eine Waters Acquity UPLC, bestehend aus einer
Acquity UPLC™ BEH C18 Sdule (2,1 x 50 mm; 1,7 um). Zum Schutz der jeweiligen S&ule
wurde ein 0,2 um Inline-Partikelfilter und eine Vorsdule (Acquity BEH C18 VanGuard,
2,1 x5 mm, 1,7 um) vorgeschaltet. Die Saulentemperatur betrug 40 °C. Als mobile Phase
wurde 0,1 % Ameisensdure und Acetonitril verwendet. Der Lésungsmittelgradient ist in
Tabelle 2.8Tabelle 2.8 angegeben. Das Injektionsvolumen pro Probe betrug 8 pl.

Tabelle 2.8: Losungsmittelgradient fir die chromatographische Auftrennung von
Phytohormonen

Zeit [min:s] 0,1 % Ameisensaure [%] Acetonitril [%0] Flussrate
[/min]
0:00 97 3 250
7:00 0 100 250
9:00 0 100 250
9:01 97 3 250
12:00 97 3 250

Die Detektion der chromatographisch aufgetrennten Phytohormone erfolgte durch ein
Quattro Premier Triple Quadrupol Massenspektrometer der Firma Waters. Hierfur wurde
eine negative Elektrospray-lonisation (ESI-) durchgefiihrt. Als Desolvatisierungs- und
Konusgas wurde Stickstoff verwendet.

Die einzelnen Verbindungen wurden mittels sog. Multiple Reaction Monitoring (MRM)
bestimmt. Die ionisierten Analyte werden im ersten Quadrupol spezifisch ihres Masse-
Ladungsverhaltnisses (m/z) isoliert (,,Parent-lons). In der nachfolgenden Kollisionszelle
werden sie durch das Kollisionsgas Argon fragmentiert und ein spezifisches Fragment

(,,Daughter-lon®) im dritten Quadrupol isoliert und im Detektor registriert wird.
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Tabelle 2.9: Parameter des Tandem-Massenspektrometers fur die Detektion der
Phytohormone

Parameter Einstellung
Kapillarspannung 3kV
Flussrate Desolvatisierungsgas (N2) 800 I/h
Desolvatisierungstemperatur 400 °C
Flussrate Konusgas (N2) 50 I/h
Quellentemperatur 120 °C
Flussrate Kollisionsgas (Ar) 0,27 ml/min

Tabelle 2.10: Spezifische Massenibergange (m/z) der einzelnen Analyten sowie
verwendeten Kollisionsenergien und Konusspannungen

Verbindung m/z m/z Konusspannung  Kollisionsenergie
Parent-lon Daughter-lon [V] [eV]
SA 137,1 93,0 17 17
D4-SA 141,1 97,0 17 17
JA 209,1 59,0 19 17
DHJA 211,1 59,0 19 17
DnOPDA 263,1 165,0 22 26
OPDA 291,1 165,0 22 26
180-OPDA 295,1 165,0 22 26
JA-NVE 308,1 116,0 24 18
JA-Ile 322,1 130,0 24 18

Die Identifikation der Analyten wurde anhand der Retentionszeit und den spezifischen
MRM-Ubergangen durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Analyten erfolgte durch den
Flachenvergleich mit dem jeweiligen Internen Standard (IS) unter Berlicksichtigung der

substanzspezifischen Responsefaktoren.
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Tabelle 2.11: Responsefaktoren zur Quantifizierung der Phytohormone

Analyt Interner Standard  Responsefaktor Menge Interner
Standard [ng]
IA dihydroJA (dhJA) 1 50
OPDA [*0,]-OPDA 1,4 50
dnOPDA [*0,]-OPDA 1,5 50
JA-lle JA-Norvalin 1,3 50
ABA [De]-ABA 2,3 50
SA [D4]-SA 2,4 50

2.12.3 Extraktion von Raffinose

Die im flussigen Stickstoff tiefgefrorenen Keimlinge [15-30 mg] wurden mit einer
Zirkoniumoxid-Kugel versetzt und fir 3 min bei 21 Hz zerkleinert. Danach wurde die noch
tiefgefrorenen Proben mit je 250 pl Methanol-H2O (50:50, v/v) sowie einem Internen
Standard (50 pl; je 1 pg/ul D2-Trehalose und D2-Glucose) versetzt und gemischt. Es folgte
eine dreimindtige Inkubationszeit bei 80 °C im Wasserbad. Danach wurden die Proben flr
3 min bei 21 Hz in der Kugelmiihle homogenisiert. Nach anschlieRender Zentrifugation
(zweimal 10 min bei 12000 rpm, 4 °C) wurde der Uberstand in ein UPLC-ProbengefaR

uberfuhrt und bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren.
2.12.4 Bestimmung und Quantifizierung von Raffinose

Um den Gehalt von Raffinose quantifizieren zu kénnen, wurden die Proben zuerst mittels
UPLC™ aufgetrennt und dann mittels Massenspektrometer (MS) quantifiziert.

Die Auftrennung der Proben erfolgte Uber eine Acquity UPLC™ BEH C18 Saule
(2,1 x100 mm; 1,7 upm). Zum Schutz der jeweiligen Sédule wurde ein 0,2 um
Inline-Partikelfilter vorgeschaltet. Die Saulentemperatur betrug 35 °C. Als mobile Phase
wurde Wasser mit 0.1 % NH4OH und Acetonitril verwendet. Der Lésungsmittelgradient
hierzu ist in Tabelle 2.12Tabelle 2.12Tabelle 2.8 angegeben. Das Injektionsvolumen pro

Probe betrug 5 pl.
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Tabelle 2.12: Losungsmittelgradient fir die chromatographische Auftrennung von
Zuckern wie Raffinose

Zeit [min:s] A: 80 % Acetonitril, B: 30 % Acetonitril, Flussrate
20 % Waser mit 0,1 % 70 % Waser mit 0,1 %  [pul/min]
NHsOH [%0] NHsOH [%]

0:00 90 10 200
10:00 30 70 200
10:01 90 10 200
25:00 90 10 200

Die Detektion der chromatographisch aufgetrennten Zucker erfolgte durch ein Quattro
Premier Triple Quadrupol Massenspektrometer der Firma Waters. Hierfir wurde eine
negative Elektrospray-lonisation (ESI-) durchgeftihrt. Als Desolvatisierungs- und Konusgas
wurde Stickstoff verwendet.

Die Raffinose wurden mittels sog. Multiple Reaction Monitoring (MRM) bestimmt. Der
ionisierte Analyt wird im ersten Quadrupol spezifisch seines Masse-Ladungsverhaltnisses
(m/z) isoliert (,,Parent-lon*). In der nachfolgenden Kollisionszelle wird er durch das
Kollisionsgas Argon fragmentiert und ein spezifisches Fragment (,,Daughter-lon®) im

dritten Quadrupol isoliert und im Detektor registriert wird.

Tabelle 2.13: Parameter des Tandem-Massenspektrometers fur die Detektion der
Zucker

Parameter Einstellung
Kapillarspannung 2,8 kV
Flussrate Desolvatisierungsgas (N2) 500 I/h
Desolvatisierungstemperatur 350 °C
Flussrate Konusgas (N2) 50 I/h
Quellentemperatur 120 °C
Flussrate Kollisionsgas (Ar) 0,27 ml/min

Die ldentifikation von Raffinose wurde anhand der Retentionszeit (5,9 min) und den
spezifischen MRM-Ubergangen (m/z 503>179) durchgefithrt (Konusspannung 18 V,

Kollisionsenergie 14 eV). Die Quantifizierung erfolgte durch den Flachenvergleich mit dem
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Internen Standard D2-Trehalose unter Bericksichtigung des substanzspezifischen
Responsefaktors von 0,46.

2.13 In-silico-Analyse zweier verschiedener Microarray-Daten

Die bereits publizierten Transkriptom-Daten fur die in-silico-Analyse zweier Microarray-
Datensitze sind in der Datenbank ,,Gene Expression Omnibus at the National Center for
Biotechnology Information” unter den Zugangsnummern GSE26266 und GSE10749 zu
finden (Liu et al., 2011; Mueller et al., 2008). Fur den Vergleich dieser Datensatze wurde

ein p-Wert von <0,05 angesetzt und die Software ,,Excel” von Microsoft® Office genutzt.

2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel 2010 (Microsoft, USA). Es
wurde der studentische t-Test unabhangiger Stichproben angewendet und die
Signifikanzniveaus mit *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der RES-Oxylipin-induzierten  Genexpression  von

Hitzeschockgenen in Arabidopsis thaliana

3.1.1 Vergleich zwischen RES-Oxylipin- und Hitze-induzierten Transkriptom
in silico

Aufgrund der bereits publizierten Transkriptom-Daten der RES-Oxylipine OPDA und PPA;
ist bereits bekannt, dass RES-Oxylipine, im Gegensatz zu den non-RES-Oxylipinen,
Hitzeschockgene induzieren (Mueller et al., 2008; Taki et al., 2005). In dieser Arbeit sollte
herausgefunden werden, wie groR die Uberschneidung zwischen dem Hitze-induzierten- und
dem RES-Oxylipin-induzierten-Transkriptom ist und welche Hitzeschockgene im Detail
durch OPDA induziert werden. Hierfur wurden bereits publizierte Microarray-Daten
in silico verglichen (Mueller et al., 2008; Liu et al., 2011).

Das Transkriptom von Hitze-behandelten Arabidopsis-Keimlingen besteht in diesem Falle
aus allen Genen, die in sieben Tage alten Col-0-Keimlingen (gewachsen auf 0.5x MS-Agar
mit 1 % Zucker, 2 biologische Replikate) durch 37 °C innerhalb einer Stunde um das
mindestens 3fache angestiegen sind (GSE26266) (Liu et al, 2011). Das
OPDA-Transkriptom besteht in diesem Fall aus allen Genen, die in zehn Tage alten
Col-0-Keimlingen (gewachsen in 1x MS-Agar mit 2 % Zucker, 3 biologische Replikate)
durch 75 uM OPDA innerhalb von vier Stunden um das mindestens 3fache angestiegen sind
(GSE10749) (Mueller et al., 2008). Fir beide Microarrays wurde der sog. GeneChip® ATH1

der Firma Affymetrix benutzt und ein p-Wert von <0,05 angesetzt.
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37°C OPDA [75 uM]
Col-0 (348 Gene) Col-0 (444 Gene)
3fach, 1 h 3fach, 4 h

Abbildung 3.1: Venn-Diagramm des in silico-Vergleichs zweier Transkriptom-
Analysen (Liu et al, 2011; Mueller et al., 2008). Es wurden unter 348
Hitze-induzierbaren Genen und 444 OPDA-induzierbaren Genen die gemeinsamen,
OPDA- und Hitze-responsiven Gene herausgesucht.

Die 37 °C-Behandlung des A. thaliana-Okotyps Col-0 fiihrt zu einer (mindestens 3fachen)
Induktion von 348 Genen, die exogene Zugabe von 75 UM OPDA zu der Hochregulation
(mindestens 3fach) von 444 Genen. Fast 7 % (6,8 %) aller durch OPDA-hochregulierten
Gene werden auch durch moderate Hitze induziert, das heil3t 30 Gene werden sowohl von
OPDA als auch durch 37 °C mehr als 3fach hochreguliert (siehe Abbildung 3.1). Eine Liste

dieser Gene ist in Tabelle 3.1 zu finden.

Tabelle 3.1: Auflistung der 30 durch OPDA und durch Hitze induzierbaren Gene. Die
grau hinterlegten Gene (Nr. 1- 26) sind in der Hitzeschockantwort abhangig von den
Transkriptionsfaktoren HSFA1 a,b,d und e. Die Gen-Namen wurden mit Hilfe der
Datenbank »The Arabidopsis Information Resource (TAIR)“ auf
www.arabidopsis.org am 2.3.2016 gefunden (Huala et al., 2001). Weitere
Informationen zu diesen Genen befinden sich im Anhang (siehe Abschnitt 8).

ATG- Gen-Name xfach xfach
Nummer induziert induziert
durch durch

OPDA 37°C

1 AT3G46230 AtHSP17.4 18,6 997
2 AT5G12030 AtHSP17.6A 30,5 088
3 AT1G53540 Unbekannt 18,4 959

Sequenz-Ahnlichkeit zu: HSP20-like
chaperones superfamily protein
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10

11
12
13

14

15

16
17
18
19

20
21

22

23
24

25

1), GSTUS, At103-1Am

ATG- Gen-Name xfach xfach
Nummer induziert induziert
durch durch
OPDA 37 °C
"4 AT1G52560 Unbekannt 52,3 655
Sequenz-Ahnlichkeit zu: HSP20-like
chaperones superfamily protein
AT4G27670 AtHSP21 8,3 516
AT5G12020 AtHSP17.611 3,8 478
AT2G46240 AtBAG6 (Arabidopsis thaliana BCL-2- 10 467
Associated Athanogene 6)
AT4G10250 AtHSP22.0 26,8 381
AT1G16030 AtHSP70B 28,4 369
AT2G29500 Unbekannt 6,9 343
Sequenz-Ahnlichkeit zu: HSP20-like
chaperones superfamily protein
AT1G74310 AtHSP101 13 254
AT4G12400 HOP3 4 159
AT1G54050 Unbekannt 4,8 142
Sequenz-Ahnlichkeit zu: HSP20-like
chaperones superfamily protein
AT2G32120 AtHSP70T-2 4.4 110
AT3G08970 TMS1 (Thermosensitive male sterile 1), 3,2 107
ATERDJ3A
AT2G47180 AtGOLS1 9,9 81,5
AT5G52640 AtHSP90-1, HSP81-1, HSP83 5,3 70,1
AT5G48570 ROF2, AtFKBP65 3,2 66,2
AT3G24500 MBF1C (Multiprotein bridging factor 3,6 51,8
1C)
AT5G05410 DREB2A 11,6 46,4
AT4G36990 AtHSF4, AtHSFB1, TBF1 (TL1- 4,3 28,1
Binding Transcription Factor 1)
AT4G25380 AtSAP10 (Arabidopsis thalianaa Stress- 8,9 33
Associated Protein 10)
AT2G24100 ASGL1 (Altered Seed Germination 1) 3,1 16,7
AT3G28740 CYP81D11 (Cytochrome P450 Family, 71,8 3,6
Subfamily D, Polypeptide 11)
AT2G29450 GSTUL1L (Glutathione S-Transferase Tau 3,1 13,1
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ATG- Gen-Name xfach xfach
Nummer induziert induziert
durch durch
OPDA 37°C
26 AT5G59820 AtZAT12, RHLAT (Responsive to high 6,5 10,5
light 41)
27 AT5G04340 AtZAT6, C2H2 (Cold induced Zinc 4,1 13,4
Finger Protein 2), CZF2
28 AT1G64200 VHA-E3 (Vacuolar H+-ATPase 3,9 3
Subunit E Isoform 3)
29 AT2G23110 Unbekannt 3,8 51

Sequenz-Ahnlichkeit zu: Late
embryogenesis abundant protein, group
6

30 AT3G28210 SAP12 (Stress-Associated Protein 12), 10,4 34,4
PMZ

Die Stérke der Induktionen durch beide Behandlungen kann nur schwer verglichen werden,
da die Daten von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen unter unterschiedlichen Bedingungen
generiert wurden und zudem die Angabe ,,xfache Induktion® stark durch die basal sehr
niedrigen Kontrollwerte beeinflusst wird. Auflerdem wurden die Keimlinge fur die
Microarrays unterschiedlich lange behandelt (1 h 37 °C oder 4 h 75 uM OPDA). Trotzdem
fallt bei einem Vergleich eine hohe Differenz auf (siehe Tabelle 3.1), es scheint als wirde
die Hitzebehandlung (1 h, hochste Induktion ist hier 988fach) eine stérkere Induktion
hervorrufen als die Behandlung mit OPDA (4 h, hdchste Induktion ist hier 72fach) oder einer
anderen Kinetik folgen.

Die Arbeitsgruppe um Liu et al. (2011) hat zusatzlich die Geninduktion durch Hitze in der
hsfAl abde Mutante Uberpriift. Die Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren HSFAL a,b,d und e
gelten als Masterregulatoren der HSR in Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2011). Durch die
Bildung eines Quotienten (xfache Induktion [37 °C in Col-0]/xfache Induktion [37 °C in
hsfAl abde]) untersuchte Liu et al. die Abhangigkeit der Hitze-responsiven Gene von den
Masterregulatoren HSFAL1l ab,d und e. Die Mehrheit der durch OPDA- und
Hitze-induzierbaren Gene (26 von 30) sind in der Hitzeschockantwort abhangig von HSFAL
a,b,d und e (Nr. 1- 26, siehe Tabelle 3.1). Fir die Induktion durch OPDA wurde bisher die
madgliche Abhangigkeit von den Masterregulatoren noch nicht untersucht.

Da aber tber die Stéarke der Induktion aufgrund der verschiedenen Behandlungszeiten nur

sehr begrenzt eine Aussage getroffen werden kann, wurden in dieser Arbeit vier
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repréasentative Gene der Hitzeschockantwort genauer hinsichtlich ihrer Induzierbarkeit durch
RES-Oxylipine und Hitze untersucht: HSP101, HSP26.5, DREB2A und HSFAZ2.

3.1.2 Vergleich der Induktion durch RES-Oxylipine bzw. Hitze von vier

reprasentativen Hitzeschockgenen in vivo

Die Hitzeschockproteine HSP101, HSP26.5 sowie der Transkriptionsfaktor DREB2A
werden entsprechend der in-silico-Analyse sowohl von OPDA als auch durch eine
37 °C-Behandlung mehr als 3fach induziert (siehe Tabelle 3.1, Nr. 11,4 und 20). Der
Transkriptionsfaktor HSFA2 wurde als viertes Hitzeschockgen gewahlt, da er einen sehr
stark Hitze-responsiven Transkriptionsfaktor darstellt (350fach durch 1 h bei 37 °C, p-Wert
<0,05) (Liu et al., 2011) und auch durch OPDA zumindest 2,6fach hochreguliert wird (4 h
mit 75 uM, p-Wert <0,05) (Mueller et al., 2008). Um dieses in-silico-Ergebnis zu bestéatigen
und um einen Vergleich der Genexpressionsstarke zu ziehen, wurden zehn Tage alte
Col-0-Keimlinge flr 4 h mit 75 pM OPDA, PGA: oder 37 °C behandelt. Danach wurde aus
den Keimlingen RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels realtime qPCR die
Genexpression quantifiziert. Die Daten sind Teil eines groReren Experiments mit

Signaltransduktionsmutanten (siehe auch Abschnitt 3.2.2).
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Abbildung 3.2: Genexpressionsanalyse von HSP101, HSP26.5, HSFA2 und DREB2A
mittels quantitativer realtime PCR. Keimlinge wurden mit 37 °C, PGA1 oder OPDA
[je 75 uM] bzw. DMSO als Kontrolle flir 4 h behandelt. Dargestellt ist die relative
Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD, n = 3)
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Die Abbildung 3.2 zeigt die relative Genexpression des HPS101-Gens nach einer
vierstiindigen Behandlung mit 37 °C, PGA1 oder OPDA [je 75 uM]. Es ist eine deutliche
Induktion sowohl durch 37 °C (70fach starker als unter Kontrollbedingungen) als auch durch
PGA: (51fach) oder OPDA (28fach) zu erkennen. Die Induzierbarkeit des Hitzeschockgenes
HSP101 durch RES-Oxylipine scheint zumindest nach 4-stlindiger Inkubationszeit mit der
durch Hitze durchaus vergleichbar zu sein. Auch die Expression der Gene HSP26.5, HSFA2
und DREB2A (Abbildung 3.2) wird sowohl durch 37 °C als auch durch die RES-Oxylipine
PGA: und OPDA hochreguliert. Jedoch bewirkt die Hitzebehandlung eine etwa 3fach
stérkere Induktion der HSP26.5-Expression (1206fach) als die Zugabe von RES-Oxylipinen
(433fach durch PGA;1 bzw. 226fach durch OPDA) (Abbildung 3.2). Diese Beobachtung trifft
auch auf HSFA2 zu: die Expression ist um das 53fache hochreguliert durch die Inkubation
mit 37 °C, jedoch nur um das 26fache durch PGA:1 bzw. 19fache durch OPDA (Abbildung
3.2). Die Genexpressionsanalyse von DREB2A jedoch zeigt, dass die exogen zugegebenen
RES-Oxylipine nach 4 h eine starkere Akkumulation von DREB2A-mRNA (8 bzw. 12fach)
bewirken als die Inkubation mit 37 °C (4fach) (Abbildung 3.2).

Bei einem Vergleich mit den in-silico-Ergebnissen ist zu sehen, dass die Resultate aus den
Microarrays von Liu et al. und Mueller et al. bestétigt werden konnten: alle vier getesteten

Hitzeschockgene werden sowohl durch Hitze als auch durch RES-Oxylipine stark induziert.

Um zu klaren, ob die Genexpression nach Hitze-Behandlung einer anderen Kinetik folgt als
die nach RES-Oxylipin-Behandlung und um einen besseren Vergleich der Induktionsstarke
zu gewahrleisten, wurden Wildtyp-Keimlinge zum einen mit 75 uM OPDA, PGA; sowie
zum anderen mit 37 °C behandelt und nach 1, 2, 4 und 6 h geerntet. Die anschlieRend
isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mittels realtime gPCR die Genexpression
quantifiziert. Die folgenden Daten wurden im Rahmen eines Experiments generiert, in
welchem zudem Keimlinge mit HSP90-Inhibitoren behandelt wurden (siehe auch Abschnitt
3.3.1).
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Abbildung 3.3: Genexpressionsanalyse von HSP101, HSP26.5, HSFA2 und DREB2A
mittels quantitativer realtime PCR. Hierflr wurden Keimlinge mit 37 °C, PGA; oder
OPDA [75 uM] bzw. DMSO als Kontrolle fiir 1, 2, 4 und 6 h behandelt. Dargestellt ist
die relative Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD, n = 3)

Wie in Abbildung 3.3 deutlich zu erkennen ist, fuhrt die Behandlung mit 37 °C zu einer
schnellen und transienten Expression der analysierten Hitzeschockgene. Dagegen verlauft
der Anstieg der Expression der Hitzeschockgene nach RES-Oxylipin-Zugabe eher langsam
und fallt nur wenig bis zum Ende des Beobachtungszeitraums (6 h) ab. Es kann daraus
geschlossen werden, dass die Kinetik der Genexpression durch verschiedene Behandlungen
(Hitze vs. RES-Oxylipine) unterschiedlich und fir diese Behandlungen charakteristisch ist.
So wird deutlich, dass ein Vergleich der Induktions-Starke an Hand der 4 h-Werte zu
falschen Schlussfolgerungen fiihren kann. Hitze hat einen sehr viel starkeren Einfluss auf

die Hochregulation der Genexpression als die getesteten RES-Oxylipine.
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Da die Berechnung der ,,xfachen Induktion* (ACT-Wert Behandlung/ACT-Wert Kontrolle)
stark von den Kontrollwerten abhangt, wurden hier fir jedes Gen alle Kontrollwerte nach 1,
2, 4 und 6 h gemittelt. Dies war moglich, da alle getesteten Hitzeschockgene unter basalen
Kontrollbedingungen sehr schwach und konstant exprimiert sind. Die so ermittelten
ACT-Werte der Kontrolle betragen fir HSP101 0,354 (+0,215 SD), HSP26.5 0,01 (+0,008
SD), HSFA2 0,106 (0,079 SD) und fur DREB2A 0,384 (0,189 SD).

Das Maximum der Expression aller vier Gene nach Hitzebehandlung liegt bei 1 bis 2 h und
deutlich Gber der maximalen Induktion durch RES-Oxylipine. Beispielsweise ist HSP101
nach 2 h bei 37 °C 1313fach induziert (Maximum), wahrend die starkste Induktion durch
ein RES-Oxylipin, in diesem Falle PGA1, nach 6 h lediglich 21fach ist (Maximum). Dies
entspricht lediglich 1,6 % (Abbildung 3.3) der maximal durch 37 °C induzierten Expression.
Auch die maximale Induktion von HSP26.5 oder HSFA2 durch PGA: (6 h) entsprechen
jeweils nur 6 % und 0,7 % der Maximal-Induktion durch 37 °C (Abbildung 3.3). Auch bei
DREBZ2A liegt das Maximum nach Hitzebehandlung deutlich Giber der maximalen Induktion
durch RES-Oxylipine. Allerdings sind in diesem Fall die 4 h- und 6 h-Werte mit denen der
RES-Oxylipine vergleichbar (Abbildung 3.3).

Beim Vergleich der 4 h-Werte dieses Experiments mit denen des zuvor gezeigten (siehe
Abbildung 3.2), ist eine hohe Varianz festzustellen. Aus diesem Grund sind die absoluten
ACT-Werte der einzelnen Versuche nicht miteinander zu vergleichen, weshalb die
Kontrollen flr jedes Experiment unerldsslich sind und eine vergleichende Aussage nur
innerhalb eines Experiments gemacht werden darf.

Eine unterschiedliche Kinetik nach Hitze bzw. RES-Oxylipin-Zugabe lieRRe sich durch die
Notwendigkeit der RES-Oxylipine, in die Keimlinge zu diffundieren und der damit
verbundenen Wirkungsverzdgerung begrinden, wahrend Hitze direkt und global auf den
Keimling einwirken kann. Eine andere Erklarung wére die Moglichkeit, dass RES-Oxylipine
durch einen anderen Mechanismus oder einen anderen Signalweg die Hitzeschockgene

induzieren.

3.2 ldentifizierung von Signaltransduktionskomponenten der RES-Oxylipine
3.2.1 Der putative OPDA-Rezeptor CYP20-3 und sein Interaktionspartner SAT1

Bisher ist unklar, durch welchen Signalweg RES-Oxylipine die Expression von
30 Hitzeschockgenen regulieren und welche Komponenten hierfiir eine wichtige Rolle

spielen. Moglich wére eine Beteiligung des Proteins Cyclophilin 20-3 (CYP20-3), welches
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als putativer OPDA-Rezeptor diskutiert wird. Dieses Protein bildet nach Bindung von
OPDA mit der Serin-Acetyltransferase 1 (SAT1) einen Komplex aus, welcher fir die
Genregulation durch OPDA von zentraler Bedeutung sein soll (Park et al., 2013). Um eine
mogliche Beteiligung von CYP20-3 und SAT1 in der Regulation der Hitzeschockgene durch
RES-Oxylipine zu Uberprifen, wurden Genexpressionsanalysen von HSP101, HSP26.5,
HSFA2 und DREB2A in zehn Tage alten Keimlingen durchgefuhrt. Hierflr wurden
cyp20-3-und satl-Mutanten sowie der korrespondierende Wildtyp Col-0 fiir 4 h mit 75 uM
OPDA oder PGA: (oder 37 °C, Ergebnis ist nicht dargestellt) behandelt. Danach wurde aus
den Keimlingen RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels realtime qPCR die

Genexpression quantifiziert.
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Abbildung 3.4: Genexpressionsanalyse von HSP101, HSP26.5, HSFA2 und DREB2A
mittels quantitativer realtime PCR. Keimlinge (Col-0, cyp20-3, satl) wurden mit PGA;
oder OPDA [75 puM] bzw. DMSO als Kontrolle fiir 4 h behandelt. Dargestellt ist die
relative Genexpression bezogen auf SAND. Der t-Test wurde nur mit den jeweiligen
PGA:- bzw. OPDA-Behandlungen beider Mutanten (cyp20-3, satl) gegen die
Kontrollwerte (PGA:- bzw. OPDA-Behandlung von Col-0) durchgefihrt (MW + SD,
n = 2-4, *p<0,05, **p<0,01, t-Test unabhangiger Stichproben)
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Auch in der Abbildung 3.4 ist im Wildtyp Col-0 eine deutliche Induktion der Genexpression
aller vier untersuchten Hitzeschockgene durch RES-Oxylipine zu erkennen (bspw. wird
HSP101 58,3fach durch PGA: und 13,5fach durch OPDA hochreguliert). Wird hierzu die
Mutante cyp20-3 mit dem Wildtyp verglichen, féallt auf, dass beide RES-Oxylipine auch
ohne das Protein CYP20-3 die Expression aller vier Gene hochregulieren. Wahrend sich die
OPDA-induzierte Genexpression in der cyp20-3-Mutante im Vergleich zum WT nicht
signifikant veréndert, ist die PGA:-vermittelte Genexpression aller vier getesteter Gene
signigikant schwacher als in Col-0. So ist bspw. die ,xfache Induktion* der HSP101-
Expression in der cyp20-3-Mutante um 35,5 % schwacher als im WT Col-0.

Auch in der sat1-Mutante ist die Genexpression aller vier Gene nach Behandlung mit OPDA
vergleichbar zum WT. Im Falle von PGA: ist die Induktion von HSP101 und HSP26.5 in
der satl-Mutante signifikant schwacher als im Wildtyp, wéahrend die Induktion von HSFA2
und DREB2A durch PGA: in satl-Keimlingen nur etwas schwacher als im Wildtyp ist.

In dem Experiment wurden die Keimlinge aller Genotypen zum Vergleich auch mit 37 °C
behandelt. Dies fiihrte, wie erwartet, zu einer vergleichbaren, starken Genexpression in
Col-0-, cyp20-3- und sat1-Keimlingen (Ergebnis ist nicht dargestellt).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der putative OPDA-Rezeptor CYP20-3 und sein
Interaktionspartner SAT1 keine Bedeutung in der Regulation von Hitzeschockgenen durch
RES-Oxylipine haben.

3.2.2 Die Masterregulatoren der HSR: HSFA1 a,b,d und e

Andere mdgliche Signaltransduktionskomponenten sind die Masterregulatoren der
Hitzeschockantwort HSFA1 a,b,d und e. Ihre maligebliche Beteiligung an der HSR ist bereits
gut belegt. Diese konstitutiv exprimierten Transkriptionsfaktoren sind fiir die Aktivierung
der  Genexpression von HSP101, HSP26.5 wund der hitze-induzierbaren
Transkriptionsfaktoren HSFA2 und DREB2A in der Reaktion auf Hitze essentiell. Auch hier
soll eine mdgliche Beteiligung von HSFA1 a,b,d,e und HSFA2 mittels entsprechender
Verlust-Mutanten (hsfal abde und hsfa2) in der Regulation der Hitzeschockgene durch
RES-Oxylipine Gberpruft werden. Der korrespondierende Wildtyp fur die hsfA2-Mutante ist
Col-0, wahrend die hsfal abde-Mutante aus einer Kreuzung der Wildtypen Col-0 und WS
hervorgeht. Fur dieses Experiment wurden zehn Tage alten Keimlinge (Col-0, WS, hsfal
abde und hsfa2) fur 4 h mit 75 puM OPDA oder PGA: oder 37 °C behandelt. Danach wurde
aus den Keimlingen RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels realtime gPCR die

Genexpression quantifiziert.
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Abbildung 3.5: Genexpressionsanalyse von HSP101, HSP26.5, HSFA2 und DREB2A
mittels quantitativer realtime PCR. Keimlinge (Col-0, WS, hsfAl abde und hsfa2)
wurden mit 37 °C, PGA: oder OPDA [75 pM] bzw. DMSO als Kontrolle fiir 4 h
behandelt. Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD,
n=23)

Die Ergebnisse fur Col-0 aus Abbildung 3.5 wurden bereits im Abschnitt 3.1.2 ausfthrlich
behandelt: Eine klare Induktion der Gene ist sowohl fir die RES-Oxylipine als auch fiir
Hitze gegeben. Keimlinge des zweiten verwendeten Okotyps WS reagieren vergleichbar auf
eine vierstiindige Behandlung mit 37 °C bzw. mit den RES-Oxylipinen PGA; oder OPDA.
Die einzige Ausnahme stellt die Induktion von HSP101 durch Hitze dar, was allerdings
durch die hohe Standardabweichung vernachlassigt werden kann. In der hsfal abde-Mutante
fuhrt weder Hitze noch die getesteten RES-Oxylipine zu einer Induktion von HSP101,
HSP26.5 und HSFA2: diese drei Gene sind ohne Einschrankung von den Masterregulatoren
der HSR hinsichtlich ihrer Induktion durch die RES-Oxylipine PGA: und OPDA bzw. durch
37 °C abhéangig. Die Expression von DREB2A in den hsfal abde-Keimlingen ist durch Hitze
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nicht beeintrachtigt, wahrend eine geringe Reduktion der Expression (im Vergleich zum
WT) durch die RES-Oxylipine festzustellen ist.

In Keimlingen, in denen das Gen fur den hitze-induzierbaren Transkriptionsfaktor HSFA2
ausgeschaltet ist, ist kein Unterschied in der Reaktion auf RES-Oxylipine im Vergleich zu
Col-0 festzustellen. Die durch Hitze induzierte Genexpression ist allerdings bei HSP26.5
geringer ausgepragt (nur eine 73fache Erhéhung gegeniiber einer 1190fachen Induktion in
Col-0), nicht jedoch bei DREB2A. Fiir das Gen HSP101 kann hier aufgrund der hohen
Standardabweichung keine eindeutige Aussage getroffen werden.

Zusétzlich wurden in diesem Experiment die Mutanten hsfA1 ab und hsfAl abd untersucht:
auch sie wurden fur 4 h mit 37 °C, PGA: oder OPDA behandelt und die Genexpression
analysiert (Ergebnisse sind nicht dargestellt). Die Genexpression der Doppelmutante
hsfAl ab ist nach allen Behandlungen vergleichbar mit der der Wildtypen wahrend die
Genexpression in der Triplemutante hsfAl abd abweicht: Die Zugabe von RES-Oxylipinen
bewirkt hier keine Induktion der Genexpression von HSP101, HSP26.5 oder HSFAZ2.
Lediglich die Expression von DREB2A wird weiterhin, unabhangig von HSFA1, durch RES-
Oxylipine induziert. Eine vierstiindige Hitzebehandlung der hsfAl abd zeigt eine starke
Verringerung der Induzierbarkeit von HSP101 und HSP26.5, wahrend die Genexpression
von HSFA2 und DREB2A unveréndert hoch ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Masterregulatoren HSFAL a,b,d (und e) flr die Induktion
der Hitzeschockgene HSP101, HSP26.5 und HSFA2 durch RES-Oxylipine essentiell und flr
DREB2A zumindest teilweise notwendig sind. Der durch Hitze induzierbare
Transkriptionsfaktor HSFA2 jedoch spielt in der Signaltransduktion von RES-Oxylipinen
(beziiglich der Hitzeschockgeninduktion) keine Rolle.

Die Genexpression von DREB2A in der hsfAl abde-Mutante entspricht nicht den
Erwartungen: der in silico-Vergleich der Transkriptomdaten (siehe Abschnitt 3.1.1) sagt eine
Abhangigkeit der Hitze-Induktion von den Transkriptionsfaktoren HSFAL a,b,d, und e
voraus. Allerdings publizierte beispielsweise die Arbeitsgruppe um Yoshida bereits, dass die
DREB2A-Expression auch HSFA1-unabhéngig durch andere Stressoren induziert werden
kann (Yoshida et al., 2011).

3.2.3 HSFALl-abhangige Akkumulation von Raffinose wahrend Hitze

Es ist bereits gut untersucht, dass osmoprotektive Substanzen wie Raffinose wahrend Hitze
akkumulieren. Verantwortlich hierfur ist das Enzym Galactinol-Synthase 1 (GolS1),
welches Galactinol, eine wichtige Komponente fur die Biosynthese von Raffinose (Ubertragt

ein Galctosylrest auf Saccharose), synthetisiert. Die Hitze-vermittelte Expression dieses
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Genes ist abhéngig von den Transkriptionsfaktoren HSFAL a, b, d und e (Panikulangara et
al., 2004; Liu et al., 2011). Die in-silico-Ergebnisse sagen zudem voraus, dass auch durch
Zugabe von OPDA das Gen fir GolS1 induziert wird (siehe Tabelle 3.1, Nr. 16). Um die
bisherigen Resultate zu unterstiitzen, wurden zehn Tage alte Keimlinge flr 2 und fir 4 h mit
den RES-Oxylipinen PGA: oder OPDA [75 pM], den HSP90-Inhibitoren GDA oder RAD
[50 uM] oder 37 °C behandelt und danach auf ihren Raffinose-Gehalt untersucht.

Auch hier wurde fur die Berechnung der ,xfachen Induktion“ ([nmol/g FG]
Behandlung/[nmol/g FG] Kontrolle) der Mittelwert aller Kontrollwerte (2 h und 4 h: 28,1
+7 nmol/g FG (MW = SD)) hinzugezogen.
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Abbildung 3.6: Raffinose-Gehalt von Col-0-Keimlingen nach Behandlung mit PGA;,
OPDA [je 75 uM], GDA, RAD [je 50 uM] oder 37 °C bzw. DMSO als Kontrolle. Fur
diese Analyse wurden die Keimlinge 2 und 4 h nach Start der jeweiligen Behandlung
geerntet und analysiert. (MW + SD, n = 3, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, t-Test
unabhangiger Stichproben)

Wie in der Abbildung 3.6 zu erkennen ist, liegt der basale Gehalt von Raffinose bei
23-33 nmol/g Frischgewicht (28,1 £7 nmol/g FG (MW % SD)), akkumuliert aber innerhalb
von 2h bei 37°C auf das 13,7fache und erreicht nach 4h bei 37 °C sogar
715 nmol/g Frischgewicht, dies entspricht dem 25,5fachen Gehalt an Raffinose. Durch die
Zugabe der RES-Oxylipine PGA: und OPDA [je 75 uM] ist kein signifikanter Anstieg zu
beobachten, bei PGA: liegt die Konzentration nach 4 h mit 34 nmol/g FG nur wenig Utber
dem basalen Wert. Durch Behandlung mit OPDA ist ein leichter Anstieg zu beobachten
(2,1fach nach 4 h), der allerdings aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant
ist. AuBerdem wurde der Raffinose-Gehalt nach Zugabe der HSP90-Inhibitoren
Geldanamycin (GDA) und Radicicol (RAD) [je 50 uM] gemessen. Diese HSP90-Inhibitoren
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konnen laut Literatur eine HSR auslésen und erhdhen somit die Thermotoleranz in
A. thaliana (Yamada 2007, Saidi 2009). Die Behandlung mit GDA und RAD bewirkt jeweils
eine leichte Akkumulation von Raffinose (1,9 bzw. 2,5fach nach 4 h), jedoch ist diese nur
nach vierstindiger RAD-Behandlung signifikant erhoht.

Dieses Ergebnis ist durch die fehlende Signifikanz nicht eindeutig, jedoch kann eine
Akkumulation von Raffinose durch Hitze bestatigt werden. Ein leicht erhohter
Raffinose-Gehalt durch RES-Oxylipine oder HSP90-Inhibitoren konnte zwar detektiert
werden, jedoch misste fir eine genauere Beurteilung die Genexpression von GolS1

analysiert werden.

3.3 Struktur-Wirkungs-Beziehung zwischen RES-Oxylipinen und der Induktion von

Hitzeschockgenen

3.3.1 Screening strukturell verschiedener RES hinsichtlich ihrer Hitzeschockgen-
Induktion

Als nachstes sollte die Frage geklart werden, ob RES-Oxylipine aufgrund ihrer
a,B-ungesattigten Carbonylgruppe in der Lage sind, die Expression von Hitzeschockgenen
zu induzieren. Dieses strukturelle Merkmal ist fir die Elektrophilie dieser RES-Oxylipine
verantwortlich. So werden Hitzeschockgene beispielsweise durch das non-RES-Oxylipin
Jasmonsdure nicht induziert. Um diese Fragestellung zu kléren, sollten unterschiedliche
RES- und non-RES-Substanzen auf ihre Induktion der Hitzeschockgenexpression untersucht
werden. Die getesteten RES weisen entweder eine o,f-ungesattigten Carbonylgruppe auf,
die zum Teil allerdings durch Seitenketten sterisch gehindert ist, oder im Falle von
Sulforaphan eine Isothiocyanatgruppe, welche ebenfalls elektrophile Eigenschaften
aufweist. Unter anderem wurden auch die HSP90-Inhibitoren Celastrol (CEL),
Geldanamycin (GDA) und Radicicol (RAD) getestet. Diese sind ebenfalls reaktive
elektrophile Spezies und bereits publizierte HSR- und Thermotoleranz-Induktoren (Yamada
et al., 2007; Saidi et al., 2009; Trott et al., 2008). Ebenso wurden weitere RES-Substanzen,
wie Dibromthymochinon (DBMIB), in dieser Arbeit getestet. Auch fur dieses Herbizid
konnte bereits eine Fahigkeit zur Induktion der Hitzeschockgenexpression nachgewiesen
werden (Jung et al., 2013).

Um ein schnelles Screening zu gewaéhrleisten, wurde im Rahmen einer Masterarbeit
(Chih-Hsuan Hsin, 2014) die Dot Blot-Methode fiir die semiquantitative Analyse des
Proteingehalts von HSP101 etabliert. HSP101 wurde ausgewahlt, da es essentiell fur die
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Thermotoleranz in A. thaliana ist (Queitsch et al., 2000). Hierfir wurden zehn Tage alte
Keimlinge mit verschiedenen RES behandelt (siehe auch Tabelle 3.2) und nach 4 h geerntet.
Zur Normierung wurden bei jedem Versuch Keimlinge flr 4 h einer Temperatur von 37 °C
ausgesetzt (entspricht 100 %). Neben den Dot-Blot-Experimenten wurde auBerdem die
Genexpression durch ausgewdhlte RES analysiert, um sicherzugehen, dass sich
Transkript- und Proteinspiegel vergleichbar verhalten. Durch die Genexpressionsanalysen

kdnnen nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Aussagen getroffen werden.

Tabelle 3.2: Ubersicht der gescreenten RES-Substanzen

RES Eingesetzte Konzentration [uUM]
Celastrol 20

Radiciol 50
Geldanamycin 50

OPDA 75

PGA:1 75

PGB: 75

PGE; 75

PGF1« 75
(E)-2-Hexenal 10, 40 und 75
Hexanal 10, 40 und 75
Dibromthymochinon 10, 40 und 75
2-Cyclopentenon 10, 40 und 75
B-Cyclocitral 10 und 25

Um zu Oberprifen, ob und vor allem wie stark die HSP90-Inhibitoren die Expression des
Gens HSP101 induzieren, wurde mit zehn Tage alten Col-0-Keimlingen eine quantitative
realtime PCR durchgefiihrt. Hierfir wurden die Keimlinge mit Celastrol [20 uM],
Geldanamycin [50 uM], Radiciol [50 uM], 37 °C oder der Lésemittel-Kontrolle (DMSO),
behandelt und nach 1, 2, 4 oder 6 h geerntet. Da im Rahmen dieses Experiments die
Keimlinge auch mit den RES-Oxylipinen PGA: und OPDA behandelt wurden, sind die
Kontrollen dieselben wie in Abbildung 3.3. Deswegen wurden auch hier zur Berechnung der
,Xfachen Induktion* (ACT-Wert Behandlung/ACT-Wert Kontrolle) alle Kontrollwerte nach
1, 2, 4 und 6 h gemittelt. Die so ermittelten ACT-Werte der Kontrolle betragen fiir HSP101
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3 Ergebnisse

0,354 (£0,215 SD), HSP26.5 0,01 (0,008 SD), HSFA2 0,106 (0,079 SD) und fiir DREB2A
0,384 (+0,189 SD).
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Abbildung 3.7: Genexpressionsanalyse von HSP101 mittels quantitativer realtime
PCR. Keimlinge wurden mit 37 °C, Celastrol [20 uM], Radicicol [50 uM],
Geldanamycin [50 uM] bzw. DMSO als Kontrolle fur 1, 2, 4 oder 6 h behandelt.
Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD, n = 3)

In Abbildung 3.7 ist zu erkennen, dass die Zugabe von 20 uM Celastrol keine Induktion der
HSP101-Genexpression bewirkt. Die HSP90-Inhibitoren RAD und GDA [je 50 uM]
hingegen bewirken eine schnelle, transiente Expression von HSP101. Die maximale
Induktion durch RAD st bereits 1 h nach Zugabe erreicht und flhrt zu einem 119fach
héheren HSP101-mRNA-Gehalt im Vergleich zur Losemittel-Kontrolle. Die maximale
Induktion von GDA ist ahnlich schnell (nach 2 h) erreicht und ist um das 46fache héher als
die Induktion unter Kontrollbedingungen (DMSO). Werden allerdings die Maxima, erreicht
durch die HSP90-Inhibitoren, mit dem Maxima durch 37 °C (1313fach nach 2 h) verglichen,
wird deutlich, dass die HSP90-Inhibitoren zwar eine starke Expression von HSP101
verursachen, diese allerdings im Vergleich zu der Hitze-vermittelten Expression sehr viel
schwécher ist. Lediglich nach 4 oder 6 h bei 37 °C (75 bzw. 73fach) ahnelt sich der
HSP101-mRNA-Gehalt mit dem des HSP90-Inhibitors RAD nach 1 h (119fach) bzw. mit
dem HSP90-Inhibitors GDA nach 2 h (46fach).

Zusétzlich zu der Genexpressionsanalyse von HSP101 wurden auch die Gene HSP26.5,
HSFA2 und DREBZ2A hinsichtlich ihrer Expression untersucht (Ergebnis ist nicht

dargestellt). Auch bei diesen Genen ist Radicicol der stérkste Induktor von allen getesteten
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HSP90-Inhibitoren, aber trotzdem weit unter der Wirkung, welche durch Hitze vermittelt

wird.

Zur Bestétigung dieser Ergebnisse auf Proteinebene, wurden Dot-Blot-Versuche mit CEL,
GDA, RAD, PGA, OPDA und 37 °C wie oben beschrieben durchgefuhrt. Interessant ist
hier vor allem der Proteingehalt nach vierstundiger Hitzebehandlung (entspricht 100 %), da
die mRNA von HSP101 zu diesem Zeitpunkt schon deutlich abnimmt, das Protein HSP101
jedoch eine andere, wesentlich langere Halbwertszeit aufweist, so dass das HSP101 in den
ersten 4-6 h einer 37 °C-Behandlung akkumuliert (Ergebnis nicht dargestellt).
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Abbildung 3.8: Relativer Proteingehalt von HSP101 nach Behandlung von Keimlingen
mit Celastrol [20 uM], Radicicol [50 uM], Geldanamycin [50 uM], PGA: [75 uM] und
OPDA [75 uM] fir 1, 2, 4 und 6 h im Vergleich zu einer Hitzebehandlung fur 4 h bei
37 °C (100 %). Die Werte der Losemittelkontrolle wurden bereits abgezogen. Gezeigt
sind die Mittelwerte dreier technischer Replikate + SD.

Mit Hilfe des Dot Blots lassen sich die Genexpressions-Ergebnisse von HSP101 (siehe
Abbildung 3.3 und Abbildung 3.7) auf Proteinebene bestatigen (siehe Abbildung 3.8).
Waéhrend die Behandlung mit 20 uM Celastrol zu keiner erhéhten HSP101-Proteinmenge
fuhrt, zeigen alle anderen getesteten HSP90-Inhibitoren und auch die RES-Oxylipine PGA;
und OPDA eine Induktion der HSP101-Genexpression und damit einen erhéhten
HSP101-Proteingehalt. Die HSP101-Menge durch Zugabe von PGA; ist in 6 h auf 1,6 %
(der Proteinmenge nach 4 h bei 37 °C) gestiegen, durch die Zugabe von OPDA ist die Menge
an HSP101 innerhalb von 4 h auf 0,26 % (der Proteinmenge nach 4 h bei 37 °C) angestiegen.
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Der HSP90-Inhibitor GDA ist mit 1,38 % (der Proteinmenge nach 4 h bei 37 °C) nach 4 h
vergleichbar wirksam wie PGA:. Radicicol hingegen ist sehr viel wirksamer und der starkste
Induktor von HSP101 unter den getesteten Substanzen. Hier erreichen die Proteinspiegel
nach 4 h sogar 7,34 % der Proteinmenge nach 4 h bei 37 °C. Nichtsdestotrotz konnte auch
mit der semiquantitativen Methode des Dot Blots festgestellt werden, dass die Wirkung der
HSP90-Inhibitoren und der RES-Oxylipine weit unter der von moderater Hitze (4 h bei
37 °C) liegt.

Um die Hypothese, dass die Expression von Hitzeschockgenen durch eine reaktive
a,B-ungesattigten Carbonylgruppe vermittelt wird, nadher zu untersuchen, sollten weitere
RES-, aber auch non-RES-Substanzen, auf ihre Induktion der Hitzeschockgenexpression
untersucht werden. Hierfur wurden zum einen verschiedene Prostaglandine getestet (siehe
Tabelle 3.2), welche keine (PGE:1 und PGF1,) oder lediglich eine sterisch durch langere
Seitenketten gehinderte (PGB1) a,B-ungesattigten Carbonylgruppe aufweisen. Zum anderen
wurde (E)-2-Hexenal als ein klassisches RES-Oxylipin sowie Hexanal als non-RES-
Oxylipin (und unmittelbare Kontrolle zu dem strukturell &hnlichen (E)-2-Hexenal) getestet.
Diese Substanzen weisen keinen Cyclopentenonring auf und sind somit eine wichtige
Kontrolle, um einen Einfluss des Cyclopentenonrings auf die Induktion der Hitzeschockgene
auszuschlieBen. Des Weiteren wurden mit 2-Cyclopentenon, p-Cyclocitral und
Dibromthymochinon (DBMIB) weitere RES-Substanzen, die nicht zu den Oxylipinen

zahlen, untersucht.
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Abbildung 3.9: Relativer Proteingehalt von HSP101 nach Behandlung von Keimlingen
mit PGA1, PGB, PGE1, PGF4[je 75 pM] (A) bzw. DBMIB [10 und 25 pM] (B) fur 1
und 4 h im Vergleich zu einer Hitzebehandlung fiir 4 h bei 37 °C (100 %). Die Werte
der Losemittelkontrolle wurden bereits abgezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier
technischer Replikate + SD.
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Bei einem Vergleich der relativen HSP101-Proteinspiegel der Prostaglandin-behandelten
Keimlinge (siehe Abbildung 3.9 A) ist erkennbar, das lediglich das Prostaglandin mit der
frei zugénglichen o,B-ungeséttigten Carbonylgruppe, PGA:, eine Erhohung der
Proteinmenge bewirkt. Die Prostaglandine PGB1, PGE1 und PGF, scheinen keinen Einfluss
auf den Proteingehalt von HSP101 zu haben. Aufféllig ist, dass durch Zugabe von PGA: in
diesem Experiment die HSP101-Menge in 4 h nur auf 0,02 % (der Proteinmenge nach 4 h
bei 37 °C) gestiegen ist, wéhrend in einem anderen Versuch (vergleiche Abbildung 3.8) die
Menge in 4 h auf 0,16 % (der Proteinmenge nach 4 h bei 37 °C) gestiegen ist. Diese
Diskrepanz lasst sich dadurch erkldaren, dass der Dot Blot nur eine semi-quantitative
Methode darstellt.

Da die Versuche mit den Substanzen (E)-2-Hexenal, Hexanal, 2-Cyclopentenon und
B-Cyclocitral ohne Replikate durchgefiihrt wurden, wurde hier auf eine Abbildung
verzichtet. Die Behandlung mit dem klassischen RES-Oxylipin (E)-2-Hexenal, welches
keinen Cyclopentenonring aufweist, bewirkt nach einer vierstindigen Behandlung mit
unterschiedlichen Konzentrationen [10, 40 und 75 pM] keinen erhohten HSP101-
Proteingehalt. Die Kontroll-Substanz Hexanal [10, 40 und 75 pM] vermittelt
erwartungsgeman ebenso keine gesteigerte HSP101-Akkumulation. Auch die Behandlung
mit den RES-Substanzen 2-Cyclopentenon und B-Cyclocitral fihren mit keiner der
getesteten Konzentrationen zu einer Erhéhung der HSP101-Menge.

Im Gegensatz dazu bewirkt Dibromthymochinon eine konzentrationsabhangige Induktion
der HSP101-Synthese (siehe Abbildung 3.9 B). Durch eine vierstiindige Behandlung mit
10 uM DBMIB steigt der HSP101-Proteinspiegel auf 0,03 % (der Proteinmenge nach 4 h
bei 37 °C), durch 25 uM DBMIB steigt der Gehalt an HSP101 auf 0,2 % (der Proteinmenge
nach 4 h bei 37 °C), was vergleichsweise ebenfalls eine duRerst geringe Induktion darstellt.
Es scheint, dass eine sterisch ungehinderte a,B-ungesattigten Carbonylgruppe fur die
Induktion von HSP101 wichtig ist. Allerdings induzierten die RES-Verbindungen
(E)-2-Hexenal, 2-Cyclopentenon und B-Cyclocitral bei den getesteten Konzentrationen
wider Erwarten nicht das HSP101-Gen. Da allerdings die erhéhten Proteinspiegel durch die
getesteten Substanzen im Vergleich zu 37 °C generell sehr gering sind, kdnnte hier die
Detektionsgrenze der Methode (unter 0,02 % der Proteinmenge nach 4 h bei 37 °C) zu
gering sein. Alternativ konnten diese Substanzen nur in noch héheren (nicht getesteten
Konzentrationen) wirksam sein. Fir eine genauere Aussage sollte deshalb die Genexpression

mittels quantitativer realtime PCR untersucht werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde aullerdem das RES Sulforaphan untersucht, welches keine
a,B-ungesattigten Carbonylgruppe aufweist. Ob eine Induktion der
Hitzeschockgenexpression durch Sulforaphan méglich ist, lasst spannende Schlusse tiber die
Struktur-Wirkungs-Beziehung zu. Zudem sollte auch hier die Abhangigkeit einer moglichen
Induktion durch die Transkriptionsfaktoren HSFA1 a,b,d,e und HSFA2 untersucht werden.
Hierfur wurden zehn Tage alte Keimlinge fir 4 h mit 100 uM Sulforaphan bzw. DMSO als
Losemittelkontrolle oder 37 °C behandelt. Danach wurde aus den Keimlingen RNA isoliert,
in cDNA umgeschrieben und mittels realtime gPCR die Genexpression von HSP101,
HSP26.5, HSFA2 und DREB2A quantifiziert.
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Abbildung 3.10: Genexpressionsanalyse von HSP101, HSP26.5, HSFA2 und DREB2A
mittels quantitativer realtime PCR. Keimlinge (Col-0, WS, hsfAl abde und hsfa2)
wurden mit 37 °C, Sulforaphan [100 uM] bzw. DMSO als Kontrolle fur 4 h behandelt.
Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf SAND. Der t-Test wurde nur mit
den in der Abbildung gezeigten Werten durchgefihrt. (MW + SD, n = 3, *p<0,05,
***p<0,001, t-Test unabhangiger Stichproben)
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In der Abbildung 3.10 ist die Genexpression der Hitzeschockgene HSP101, HSP26.5,
HSFA2 und DREB2A der Okotypen Col-0 und WS sowie der Mutanten hsfAl abde und
hsfA2 dargestellt. Beim Vergleich der basalen Werte (Kon) von Col-0 mit denen nach einer
vierstundigen Sulforaphan-Behandlung [100 puM] ist eine Induktion der Gene HSP101,
HSP26.5, HSFA2 und DREB2A (Erhéhung um das 23,3fache, 23,3fache, 9,2fache bzw.
6,6fache) durch Sulforaphan festzustellen. Alle vier analysierten Gene werden auch im
Okotyp WS durch Sulforaphan verstarkt exprimiert (23,4fach, 8,7fach, 12,6fach bzw.
3,3fach). Im direkten Vergleich mit Hitze (4 h bei 37 °C) allerdings ist die Sulforaphan-
vermittelte Induktion deutlich geringer. So ist beispielsweise die Induktion der HSP101-
Genexpression in Col-0 durch 37 °C um ein 7,5faches héher als durch Sulforaphan (174fach
statt 23,3fach), die HSP26.5-Expression sogar um ein 184faches hoher als durch
Sulforaphan (4277fach statt 23,2fach).

In der hsfal abde-Mutante fuhrt die Zugabe von 100 uM Sulforaphan zu keiner héheren
Expression von HSP101, HSP26.5, HSFA2 und DREB2A als basal: alle vier Gene sind ohne
Einschrankung von den Masterregulatoren der HSR hinsichtlich ihrer Induktion durch das
RES Sulforaphan abhéngig. Dieses Resultat gilt ebenso fir eine Induktion von HSP101,
HSP26.5 und HSFA2 durch Hitze und bestatigt somit die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.2.
Die Expression durch 37 °C von DREB2A in den hsfal abde-Keimlingen ist nicht bzw. kaum
beeintrachtigt und bestatigt auch die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2.2.

In der hsfa2-Mutante bewirkt die Sulforaphan-Behandlung eine schwache, aber dennoch
erhéhte Expression von HSP101, HSP26.5 und DREB2A, (13,5fach, 39,7fach, bzw. 3,5fach
hoéher als basal (Kon) in hsfa2). Auch beim Vergleich der absoluten ACT-Werte der Gene
HSP101, HSP26.5 und DREB2A nach Sulforaphan-Behandlung ist kein Unterschied zu den
WT-Werten erkennbar. Das heilit der hitze-induzierbare Transkriptionsfaktor HSFA2 ist
nicht essentiell fir die Sulforaphan-abhangige Induktion der Hitzeschockgene. Dieses
Resultat ist vergleichbar mit dem Ergebnis des Abschnittes 3.2.2: HSFA2 spielt keine Rolle
in der Signaltransduktion von RES-Oxylipinen oder anderen RES-Substanzen wie
Sulforaphan (bezuglich der Hitzeschockgeninduktion). Die durch Hitze induzierte
Genexpression in den hsfA2-Keimlingen ist bei HSP101 und HSP26.5 geringer ausgepragt
als in den Wildtypen, nicht jedoch bei DREB2A. Auch dies betétigt die Resultate aus
Abschnitt 3.2.2.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass nicht die o,B-ungeséttigte Carbonylgruppe
essentiell fur die Induktion der Hitzeschockgene ist. Vielmehr scheinen viele RES-

Substanzen aufgrund ihrer elektrophilen Eigenschaften in der Lage zu sein, auf dem gleichen
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Weg, ndmlich tber die Transkriptionsfaktoren HSFAL, die Expression der Hitzeschockgene

zu induzieren.

3.3.2 Untersuchung eines moglichen additiven Effekts von RES-Oxylipinen und Hitze
auf die Expression von Hitzeschockgenen

Als n&chstes sollte untersucht werden, ob sich die Wirkung von moderater Hitze (37 °C) und
RES-Oxylipinen addieren lasst. Genauer gesagt, ob in Keimlingen von A. thaliana der Effekt
der RES-Oxylipine auf die Expression von Hitzeschockgenen verstéarkt werden kann, wenn
zeitgleich eine Inkubation der Keimlinge bei 37 °C stattfindet.

Um diesen sogenannten additiven Effekt zu untersuchen, wurde zum einen die Dot Blot
Methode fiir eine qualitative HSP101-Untersuchung angewandt. Hier wurden Keimlinge mit
37 °C sowie mit 37 °C unter zeitgleicher Zugabe von OPDA oder PGA: [je 75 uM] fur 4 h
behandelt. DMSO-behandelte Keimlinge dienten als Kontrolle, diese Werte wurden direkt
von den Rohdaten abgezogen. Zum anderen wurde fur eine quantitative Aussage die
Genexpression von HSP101 analysiert. Hierfur wurden ebenso Keimlinge mit 37 °C, aber
auch mit 37 °C und simultaner Zugabe von OPDA [75 uM] fur 1, 2, 4 und 6 h behandelt.
Die Kontrolle stellten Keimlinge dar, die fiir 1, 2, 4 und 6 h mit dem Lsemittel DMSO bei
22 °C behandelt wurden. Da im Rahmen dieses Experiments die Keimlinge auch mit den
RES-Oxylipinen PGA: und OPDA sowie den HSP90-Inhibitoren CEL, GDA und RAD
behandelt wurden, sind die Kontrollen dieselben wie in Abbildung 3.3 und Abbildung 3.7.

[EnY

N

o
vy)

g SH 600
goloo- %E 500
§§‘ 80 - %g 400
5 g 60 S S 300
5 40 e 200
gzo- é% 100
= B OTaT2Talel1l274l6[1l274l6
DMSO '37°C+OPDA' 37°C

Abbildung 3.11: Relativer Proteingehalt von HSP101 und Genexpressionsanalyse von
HSP101 (A) Der relative Proteingehalt von HSP101 (bezogen auf 4 h 37 °C, 100 %)
wurde mittels Dot Blot Analyse ermittelt. Keimlinge wurden mit 37 °C, 37 °C + PGA;
[75 puM] oder 37 °C + OPDA [75 uM] fir 1 und 4 h behandelt. Die Werte der
Losemittelkontrolle wurden bereits abgezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte dreier
technischer Replikate = SD. (B) Die Genexpressionsanalyse von HSP101 wurde mittels
quantitativer realtime PCR durchgefihrt. Col-0-Keimlinge wurden mit 37 °C oder
37 °C + OPDA [75 pM] bzw. DMSO als Kontrolle fur 1, 2, 4 oder 6 h behandelt.
Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD, n = 3)
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In der Abbildung 3.11 ist der relative HSP101-Proteinspiegel sowie der Gehalt von HSP101-
MRNA in Col-0-Keimlingen zu sehen. Bei einem Vergleich des Proteinspiegels von HSP101
wahrend einer 37 °C-Behandlung mit dem 1 oder 4 h nach Beginn der 37 °C-Behandlung
mit dem relativen HSP101-Gehalt 1 oder 4 h nach Beginn der 37 °C-Behandlung mit
zeitgleicher Addition von PGA: bzw. OPDA [je 75 uM] ist festzustellen, dass die Menge
des HSP101-Proteins nach 1 sowie 4 h anndhernd vergleichbar mit der Menge nach einer
37 °C Behandlung ohne RES-Oxylipine ist.

Um eine genauere quantitative Aussage treffen zu kénnen und um diese Beobachtung auf
Genexpressionsebene zu bestdtigen, wurde zudem eine quantitative realtime PCR
durchgefuhrt. Die Genexpression von HSP101 bei 37 °C ist mit der HSP101-Expression bei
37 °C und simultaner Addition von OPDA sowohl nach 1, 2, 4 als auch nach 6 h
vergleichbar.

Es ist also kein additiver oder synergistischer Effekt erkennbar, die Wirkungen von 37 °C

und RES-Oxylipinen verstarken sich nicht.

3.4 Untersuchung einer mdoglichen Korrelation der endogenen Oxylipin-
Akkumulation wahrend verschiedenen Stress-Behandlungen mit der

Genexpression von Hitzeschockgenen

Exogen zugegebene RES-Oxylipine sind in der Lage in A. thaliana die Expression von
30 Hitzeschockgenen mehr als 3fach hoch zu regulieren. AuRerdem ist bekannt, dass die
Oxylipine Jasmonsédure, 12-Oxo-Phytodiensdure sowie Jasmonséure-Isoleucin wahrend
einer Inkubation mit 38 °C akkumulieren (Clarke et al., 2009). Nun stellt sich die Frage, ob
und mit welcher Stdrke endogen gebildete Oxylipine eine Genexpression der
Hitzeschockgene induzieren kdnnen. Hierfur sollte zum einen der Gehalt an Oxylipinen
wéhrend eines Hitzestresses analysiert werden und zum anderen durch Verwundung oder
osmotischen Stress sehr hohe endogene Oxylipin-Spiegel erreicht werden, um eine
Induktion der Hitzeschock-Genexpression zu provozieren. Es wurde neben des Wildtyps
Col-0 die JA-defiziente opr3-Mutante und die JA- und OPDA-defiziente dde2-Mutante
benutzt, um den mdglichen Effekt der endogen gebildeten Oxylipine eindeutig als diesen

bestimmen zu kdnnen.
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3.4.1 Quantifizierung von Oxylipinen und der Genexpression nach Hitzestress in
Arabidopsis thaliana

Die Akkumulation von Jasmonsdure, 12-Oxo-Phytodiensdure sowie Jasmonséure-Isoleucin
in drei Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen wahrend einer Inkubation mit 38 °C (im
Dunkeln) wurde bereits publiziert. In der Untersuchung von Clarke et al. (2009) erreichte
der Gehalt an JA nach achtstiindiger Hitzebehandlung sein Maximum und lag in etwa bei
190 pmol/g Frischgewicht. Dies entsprach einer ca. 4fachen Akkumulation von JA durch
eine Behandlung bei 38 °C. OPDA zeigte eine starkere Akkumulation durch eine
38 °C-Behandlung: hier erreichte das Maximum nach 8 h ungefdhr 7000 pmol/g
Frischgewicht, was einen etwa 8facher Anstieg bedeutet (Clarke et al., 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ergebnis von Clarke et al. unter unseren
Versuchsbedingungen (zehn Tage alte Arabidopsis-Keimlinge, 37 °C Behandlung in
Anwesenheit von Licht (80-100 x.E m™2s)) Uberprift und zudem mittels einer
Genexpressionsanalyse die Induktion der Hitzeschockgene nach dieser endogenen Oxylipin-
Akkumulation durch Hitze analysiert werden. Hierfir wurden zehn Tage alte Col-0-
Keimlinge unter Kurzzeit-Bedingungen, das heit fur 0,5, 1, 2, 4 und 8 h, aber auch unter
Langzeit-Bedingungen (0, 1, 2, 3, 4 und 7 Tage) einer 37 °C Behandlung unter Kurztag-
Lichtbedingungen ausgesetzt. Danach wurden die Oxylipine extrahiert, mittels UHPLC
aufgetrennt und die Oxylipine OPDA, JA, JA-lle sowie SA und ABA mittels Tandem-
Massenspektrometer (MS/MS) quantifiziert. AuRerdem wurden zehn Tage alte Col-0-, opr3-
und dde2-Keimlinge 1h mit 22°C bzw. 37°C inkubiert um danach eine

Genexpressionsanalyse von HSP101 mittels quantitativer realtime PCR durchzufihren.
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Abbildung 3.12: Endogener OPDA- und JA-Gehalt von Col-0-Keimlingen nach einer
Hitze-Behandlung von 37 °C unter Kurzzeit- (A+B) sowie unter Langzeit-Bedingungen
(C+D). Gezeigt sind die Mittelwerte von 9 biologischen Replikaten + SE (A+B) bzw. 3
biologische Replikate + SD (C+D). *p<0,05, **p<0,01, t-Test unabhangiger
Stichproben

Die Abbildung 3.12 A+B zeigt den OPDA- bzw. den JA-Gehalt vor sowie nach einer
kurzzeitigen Hitzebehandlung (0,5, 1, 2, 4 und 8 h). Der basale OPDA-Gehalt in Arabidopsis
Col-0-Keimlingen betragt 12,5 ng/g Frischgewicht. Wahrend einer achtstiindigen Inkubation
der Keimlinge mit 37 °C &andert sich der OPDA-Gehalt nicht signifikant, er schwankt
héchstens um -0,7 bzw +3,7 ng/g Frischgewicht. Der basale JA-Gehalt in Arabidopsis Col-0-
Keimlingen liegt bei 1,1 ng/g Frischgewicht. Hier ist in den ersten 2 h einer Hitzebehandlung
ein signifikanter Anstieg zu erkennen: nach zwei Stunden bei 37 °C ist der JA-Gehalt um
das 13fache gestiegen. Diese Akkumulation ist allerdings transient. Bereits 8 h nach Beginn
der Hitzebehandlung ist der JA-Spiegel wieder vergleichbar mit dem basalen Gehalt
(3,5 ng/g Frischgewicht).

Die Abbildung 3.12 C+D zeigt den OPDA- bzw. den JA-Gehalt nach einer langfristigen
Hitzebehandlung (0, 1, 2, 3, 4 und 7 Tage). Unter Kontrollbedingungen (22 °C) liegt der
basale OPDA-Gehalt bei 14,3 ng/g Frischgewicht und ist vergleichbar mit dem basalen
OPDA-Spiegel von Abbildung 3.12 A. Auch hier akkumuliert OPDA waéhrend einer sieben
tdgigen Inkubation mit 37 °C nicht signifikant, die gemessenen Werte sind alle mit dem
gemessenen, basalen Wert vergleichbar. Der basale JA-Gehalt in Arabidopsis Col-0-
Keimlingen liegt bei 1,4 ng/g Frischgewicht und ist somit vergleichbar mit dem der

Abbildung 3.12 A. Es ist ein leichter Anstieg des JA-Spiegels nach dem ersten
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Behandlungstag erkennbar (3,8fach), allerdings ist dieser nicht signifikant. Am Tag 2, 3, 4
und 7 sind die Jasmonsdurekonzentrationen unter das Detektionslimit (0,5 ng/g FG)
gesunken (Stingl et al., 2013).

Zuséatzlich wurde im Rahmen der Methode zur Quantifizierung der Phytohormone der
Gehalt von Jasmonsdure-Isoleucin, Salicylsdure und Abscisinsdure analysiert (Ergebnisse
nicht dargestellt). Weder wahrend der kurzzeitigen Inkubation von 37 °C (bis zu 8 h) noch
wéhrend der langerfristigen Behandlung mit Hitze (bis zu 7 Tage) ist ein Anstieg von JA-lle,
SA oder ABA zu erkennen. Wahrend der langerfristigen 37 °C-Behandlung ist JA-lle
ebenfalls nicht mehr detektierbar. Flr JA-Ile liegt das Detektionslimit bei 0,1 ng/g FG (Stingl
et al., 2013).

Diese Ergebnisse zeigen, dass weder wahrend eines kurzzeitigen Hitzestresses (bis zu 8 h)
noch wéhrend einer langerfristigen Hitzebehandlung (bis zu 7 Tage) der Gehalt des RES-
Oxylipins OPDA signifikant ansteigt. Jasmonsdure hingegen scheint geringfugig zu
akkumulieren, vor allem innerhalb der ersten 2 h nach Beginn eines Hitzestresses. Allerdings
ist dieser Anstieg transient und in seiner Starke (13fach) nicht vergleichbar mit einer
biologisch relevanten Akkumulation nach Verwundung. Nach Verwundung erreichen
JA-Spiegel Gber das 1000fache ihres basalen Gehaltes (Glauser et al., 2008). Dieser Befund
bestétigt dennoch teilweise die Ergebnisse von Clarke et al (Clarke et al., 2009): hier wurde
eine Akkumulation von JA gezeigt, welche nach 8 h ihr Maximum erreicht und bei 190
pmol/g FG liegt, wéhrend im Rahmen dieser Arbeit ein Maximum von JA nach 2 h detektiert
wurde, welches bei 70,5 pmol/g FG liegt. Allerdings steht das Resultat der OPDA-
Quantifizierung nach 37 °C im Widerspruch mit den Ergebnissen von Clarke et al (Clarke
et al., 2009): Wéhrend Clarke und seine Kollegen ein Maximum von 7000 pmol/g FG nach
8 h bei 38 °C publizierten, lagen die gemessenen OPDA-Konzentrationen dieser Arbeit nach
8 h bei 37 °C bei 40,2 pmol/g FG.

Da das RES-Oxylipin OPDA durch eine Inkubation bei 37 °C nicht akkumuliert, scheint
OPDA keine Bedeutung in A. thaliana wahrend eines Hitzestresses zu haben. Zur
Bestatigung dieser Vermutung wurde die Genexpression von HSP101 bei 22 °C und nach
1 h bei 37 °C in Col-0 sowie in der JA-defizienten opr3-Mutante und der JA- und OPDA-
defizienten dde2-Mutante analysiert (siehe Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Genexpressionsanalyse von HSP101 mittels quantitativer realtime
PCR. Keimlinge (Col-0, dde2 und opr3) wurden mit 22 °C (a) bzw. 37 °C (b) fir 1 h
behandelt. Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD,
n=23)

relative Genexpression
(ACT) von HSP101

Die Inkubation der Arabidopsis-Keimlinge mit 37 °C flhrt in allen getesteten Genotypen zu
einen deutlichen Anstieg in der Expression des HSP101-Gens (siehe Abbildung 3.13). Die
ACT-Werte der JA-defiziente opr3-Mutante (ACT-Wert 95) und der JA- und
OPDA-defizienten dde2-Mutante (ACT-Wert 94) sind vergleichbar mit dem des Wildtyps
Col-0 (ACT-Wert 102). Die Induktion der Genexpression von HSP101 nach einer
37 °C-Behandlung ist also nicht abhangig von dem RES-Oxylipin ODPA oder dem
non-RES-Oxylipin JA.

3.4.2 Quantifizierung von Oxylipinen und der Genexpression nach Verwundung in

Arabidopsis thaliana

Es ist bereits publiziert, dass durch Verwundung JA-Spiegel Uber das 1000fache ihres
basalen Gehalts erreichen (Glauser et al., 2008). So akkumuliert JA 2 h nach Verwundung
auf tber 11 nmol/g Frischgewicht und OPDA auf tGber 7 nmol/g Frischgewicht innerhalb
von 6 h nach Verwundung (Reymond et al., 2000).

Da die Verwundung als mechanischer Stressor ein gutes System zur Akkumulation von
Oxylipinen darstellt, wurden im Rahmen dieser Arbeit sechs Wochen alte Arabidopsis-
Pflanzen verwundet, um den endogenen Gehalt an den Oxylipinen JA und OPDA zu erhéhen
und zu quantifizieren. Des Weiteren sollte mit diesen verwundeten Pflanzen, also Pflanzen
mit einem hohen Gehalt an endogenen Oxylipinen, eine Genexpressionsanalyse des
Hitzeschockgens HSP101 durchgefiihrt werden. Fir diese Versuche wurde neben dem WT

Col-0 auch die Jasmonat-defiziente dde2-Mutante benutzt.
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Abbildung 3.14: Endogener OPDA- (A) und JA-Gehalt (B) von Col-0- bzw.
dde2-Pflanzen vor (0 h) bzw. 1 und 4 h nach Verwundung. Gezeigt sind die Mittelwerte
von 3 biologischen Replikaten + SD.

In der Abbildung 3.14 ist der Gehalt der Oxylipine OPDA und JA vor (0 h) bzw. 1 und 4 h
nach Verwundung gezeigt. Die dde2-Mutante zeigt wie erwartet keinen Anstieg beider
Oxylipine. Der Wildtyp Col-0 hingegen reagiert auf Verwundung mit einem Anstieg von
OPDA und JA. Wéahrend der basale Gehalt des RES-Oxylipins OPDA vor der mechanischen
Verwundung bei 35 ng/g Frischgewicht liegt, steigt dieser in der ersten Stunde nach
Verwundung signifikant um das 3fache (auf 103 ng/g FG bzw. 352,6 pmol/g FG) an. Diese
Akkumulation bleibt tber die ersten vier Stunden nach Verwundung relativ stabil und ist
auch nach 4 h noch bei 90 ng/g Frischgewicht (2,6fach mehr im Vergleich zu den basalen
Werten). Der basale Gehalt des non-RES-Oxylipins JA liegt unter 0,9 ng/g Frischgewicht
und steigt 1 h nach Verwundung signifikant auf 186 ng/g Frischgewicht an (207fach;
885,3 pmol/g FG). In diesem Falle ist die Akkumulation von JA nach Verwundung eher
transient, denn 4 h nach Behandlung liegt der JA-Gehalt bei 87 ng/g Frischgewicht (97fache,
signifikante Erhthung gegentber des 0 h-Wertes). Der basale Gehalt von JA ist vergleichbar
mit denen der vorherigen Versuche (vergleiche Abbildung 3.12), der OPDA-Gehalt unter
Kontrollbedingungen ist jedoch in diesem Versuch leicht erhéht im Vergleich zu den basalen
Werten in den Hitze-Versuchen (2,4-2,8fach). Allerdings handelt es sich hier um
sechs Wochen alte Erdpflanzen, wahrend die Jasmonat-Quantifizierung nach 37 °C in zehn
Tage alten Keimlingen stattfand. Die in der Literatur gefundenen Werte von 3 bis 4 Wochen
alten Col-0-Pflanzen nach Verwundung (JA nach 2 h bei 11000 pmol/g FG und OPDA nach
6 h bei 7000 pmol/g FG) werden allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht erreicht
(Reymond et al., 2000). Ein Grund hierfir konnte die Verwundungsmethode sein: im
Rahmen dieser Arbeit wurden nur die Blattseiten verwundet, die Mittelrippe blieb intakt,

wéhrend Reymond und Kollegen die komplette Blattspreite verwundeten.
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Abbildung 3.15: Genexpressionsanalyse von HSP101 mittels quantitativer realtime
PCR. Sechs Wochen alte Erdpflanzen (Col-0 und dde2) wurden verwundet und nach
1 h oder 4 h geerntet bzw. vor Verwundung geerntet (0 h). Dargestellt ist die relative
Genexpression bezogen auf SAND. (MW + SD, n = 3)
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(ACT) von HSP101
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Da mechanische Verwundung zu einem erhéhten endogenen Gehalt der Oxylipine OPDA
und JA in Col-0, aber nicht in der dde2-Mutante, fiihrt, wurde mit beiden Genotypen eine
Genexpressionsanalyse des Hitzeschockgens HSP101 durchgefuhrt (siehe Abbildung 3.15).
In diesem Versuch zeigt sich in der dde2-Mutante keine Induktion der Expression von
HSP101. Die ACT-Werte sind auch nach Verwundung vergleichbar mit denen davor unter
Kontrollbedingungen. Dieses Resultat war zu erwarten, da die Jasmonat-defizienten
dde2-Pflanzen trotz Verwundung weder JA noch OPDA akkumulieren. In den verwundeten
Pflanzen des Wildtyps Col-0 dagegen liegt eine Akkumulation von OPDA und JA vor, diese
fuhrt allerdings nicht zu einer erhéhten Induktion der HSP101-Genexpression. Auch in
diesem Fall sind die ACT-Werte vergleichbar mit denen der dde2-Mutante und mit denen
der Kontroll-Pflanzen (0 h). Das heif’t, trotz endogener Akkumulation von OPDA wird die
Genexpression von HSP101 nicht induziert. Dies steht im Gegensatz zu der exogenen
Zugabe von OPDA, welche zu einer deutlich erhdhten HSP101-Expression fiihrt.

Die durch Verwundung erreichbaren hohen endogenen Spiegel an OPDA sind demzufolge
zu gering, um eine Induktion der HSP101-Genexpression zu vermitteln. Wird von dem
maximalen endogenen OPDA-Gehalt (103 ng/g FG, entspricht 103 pg/kg FG) nach
Verwundung ausgegangen und wird nidherungsweise ,,1 kg* mit ,,1 1 gleichgesetzt, kann
der endogene OPDA-Gehalt auf etwa 0,35 uM berechnet werden. Im Vergleich dazu wurden
die exogenen Behandlungen mit 75 uM OPDA durchgefiihrt, was zu offensichtlich hoheren
endogenen Wirkspiegeln fuhrt. Diese hoheren endogene Wirkspiegel durch die exogene

Zugabe von OPDA konnen fir die Expression der Hitzeschockgene verantwortlich sein,
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wahrend der endogene OPDA-Gehalt nach Verwundung zu niedrig ist fur eine Induktion der

Genexpression.

3.4.3 Quantifizierung von Oxylipinen und der Genexpression nach osmotischen
Stress in Arabidopsis thaliana

Als weiterer Stressor, um eine endogene Akkumulation der Jasmonate zu erreichen, wurde
osmotischer Stress ausgewahlt. Seltmann et al. konnte bereits zeigen, dass eine Flotierung
von Arabidopsis-Bléattern auf einer 0,5 M Sorbitol-L6ésung zu einem starken Anstieg von JA
(257 ng/g Frischgewicht nach 24 h) und OPDA (462 ng/g Frischgewicht nach 24 h) fuhrt
(Seltmann et al., 2010). AuRerdem wurde publiziert, dass osmotischer Stress (300 mM
Mannitol) zu einer Akkumulation von HSP fuhrt (Swindell et al., 2007).

Zur Untersuchung des Oxylipin-Gehaltes und der Genexpression von HSP101 wurden
Blatter von acht Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen auf einer 296,5 mM Sorbitol- bzw.
2509/ PEG6000-L6sung flotiert (entspricht jeweils einem osmotischen Druck von -7,35 bar
bzw. -0,735 MPa) und nach 1, 2, 4, 6 und 24 h geerntet. Als Kontrolle dienten Arabidopsis-
Blatter, die fir die gleichen Zeiten auf H>0 flotiert wurden. Flr diese Versuche wurde die

Jasmonat-defiziente dde2-Mutante sowie der korrespondierende WT Col-0 benutzt.
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Abbildung 3.16: Endogener OPDA- und JA-Gehalt von Col-0- bzw. dde2-Pflanzen vor
(0 h) bzw. 1, 2, 4, 6 und 24 h nach Sorbitol- oder PEG6000-Behandlung. Gezeigt sind
die Mittelwerte von 3 biologischen Replikaten + SD. Der t-Test wurde nur mit den
jeweiligen 24 h Werten gegen die 24 h Kontrollwerte durchgefihrt (*p<0,05, **p<0,01,
t-Test unabhéngiger Stichproben).

Die Abbildung 3.16 stellt den Gehalt an OPDA und JA in Col-0- sowie dde2-Blattern von
acht Wochen alten, auf Erde gewachsenen Pflanzen nach Flotierung auf PEG6000- bzw.
Sorbitollésung dar. Es ist deutlich erkennbar, dass in den Blattern der dde2-Mutante wie
erwartet keine Jasmonate basal vorhanden sind oder wéhrend eines osmotischen Stresses
akkumulieren.

Durch eine Kontroll-Flotierung mit H,O steigen die JA-Spiegel von Col-0 nach 1 h sowie
nach 4 h an (siehe Abbildung 3.16). Vor der Behandlung (0 h) liegt der basale JA-Gehalt bei
11 ng/g FG. Diesen Anstieg lasst sich durch eine Verwundungsreaktion durch das

Abschneiden der Blatter und Einlegen in die Flotierungslosung begrinden. Aus diesem
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Grunde ist es ratsam, nur die 24 h-Werte zu betrachten. 24 h nach Beginn der Flotierung ist
der JA-Spiegel der Kontrollblatter in H.0 wieder auf 7 ng/g FG gesunken. Durch eine
Behandlung der Blatter mit einer hypertonischen PEG6000-L0sung erreicht die Jasmonséure
nach 24 h einen Gehalt von 94 ng/g Frischgewicht (13,4facher, nicht signifikanter Anstieg
aufgrund der hohen SD). Durch eine 24stiindige Flotierung auf einer hypertonischen
Sorbitol-Ldsung mit vergleichbarem osmotischem Druck wie die verwendete PEG6000-
Losung akkumuliert im Wildtyp Col-0 JA signifikant auf 491 ng/g FG (70facher Anstieg).
Auch der OPDA-Spiegel in Col-0-Blattern erhdht sich signifikant durch eine 24stlindige
PEG6000- oder Sorbitol-Behandlung (siehe Abbildung 3.16). So steigt der basale OPDA-
Spiegel von 132 ng/g Frischgewicht durch eine PEG6000-Flotierung nach 24 h auf 248 ng/g
Frischgewicht an (1,9facher, signifikanter Anstieg). Durch die Behandlung mit Sorbitol
akkumuliert OPDA und erreicht eine Konzentration von 999 ng/g FG. Somit ist der
OPDA-Gehalt signifikant, um das 7,6fache, hther als unter basalen Kontrollbedingungen.
Die basalen Werte von OPDA sowie JA sind im Vergleich héher zu den vorherigen
Messungen (vergleiche Abschnitt 3.4.1 und Abschnitt 3.4.2). Dies bedeutet, dass die
acht Wochen alten Erdpflanzen entweder generell hohere Oxylipin-Spiegel aufweisen oder
durch einen anderen Einfluss schon vor der Versuchsdurchflihrung gestresst waren.

Die Resultate dieses Versuches sind durchaus vergleichbar mit Werten aus der Literatur: So
konnte Seltmann et al. 24 h nach einer Behandlung mit 500 mM Sorbitol einen JA-Gehalt
von 257 ng/g Frischgewicht und einen OPDA-Gehalt von 462 ng/g Frischgewicht zeigen
(Seltmann et al., 2010), wéhrend hier ein JA-Gehalt von 491 ng/g Frischgewicht und ein
OPDA-Gehalt von 999 ng/g Frischgewicht jeweils 24 h nach Sorbitol-Behandlung gemessen

werden konnte.
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Abbildung 3.17: Genexpressionsanalyse von HSP101 mittels quantitativer realtime
PCR. Blatter von acht Wochen alte Erdpflanzen (Col-0 und dde2) wurden mit
PEG6000 bzw. Sorbitol behandelt und nach 1 oder 4 h geerntet bzw. vor Behandlung
geerntet (0 h). Dargestellt ist die relative Genexpression bezogen auf SAND. (MW +
SD,n=3)

relative Genexpression
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Die Genexpressionsanalyse der flotierten Col-0- bzw. dde2-Blater ist in Abbildung 3.17 zu
sehen. Weder eine PEG6000- noch eine Sorbitol-Behandlung fiihrt zu einer Expression des
Genes HSP101. Die ACT-Werte zeigen keine signifikante Erhéhung zu denen ohne
Behandlung (0 h-Wert). Fur die dde2-Mutante war dies zu erwarten, da sie keine Jasmonate
bilden kann. Im Wildtyp Col-0 waren auch hier die endogen erhéhten Jasmonat-Spiegel
nicht fur eine Genexpression von HSP101 verantwortlich.

Somit konnte das Resultat von Abschnitt 3.4.2 bestatigt werden: trotz einer endogenen
Akkumulation des RES-Oxylipins OPDA bewirkt diese keine Induktion der Genexpression
von HSP101.

Durch diese Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass durch die Einwirkung von Hitze in
Arabidopsis-Keimlingen das RES-Oxylipin OPDA nicht akkumuliert. Das non-RES-
Oxylipin JA akkumuliert zwar signifikant (wahrend eines kurzzeitigen Hitzestresses), aber
nur geringfugig im Vergleich zur Wirkung von anderen Stressoren: Wahrend JA durch einen
kurzzeitigen Hitzestress von 37 °C (Keimlinge) maximal um das 13fache ansteigt,
akkumuliert JA durch Verwundung (Erdpflanzen) um das 207fache (Maximum) bzw. durch
osmotischen Stress (Blatter von Erdpflanzen) um das 46fache (Maximum). Es scheint, als
waurden die Oxylipine OPDA und JA keine Rolle in der Hitzestressantwort von A. thaliana

spielen. Des Weiteren wurde die Genexpression von HSP101 nach einer endogenen
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Oxylipin-Akkumulation (durch Verwundung oder osmotischen Stress) untersucht: auch hier
induziert endogen gebildetes OPDA nicht die Expression dieses Hitzeschockgenes.

3.5 Funktionelle Untersuchung der biologischen Relevanz von RES-Oxylipinen in

der Thermotoleranz von Arabidopsis thaliana
3.5.1 Konnen RES-Oxylipine eine chemisch induzierte Thermotoleranz vermitteln?

Um zu 0berprifen, ob exogen hinzugefiigte RES-Oxylipine neben der Expression von
Hitzeschockgenen auch eine chemisch induzierte Thermotoleranz (CAT: engl. chemical
induced thermotolerance) vermitteln, wurde ein Thermotoleranz-Assay durchgefihrt. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass eine Behandlung von Arabidopsis mit den HSP90-
Inhibitoren GDA und RAD zu einer Induktion der Thermotoleranz unter isothermen
Bedingungen flhrt (Yamada et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 7 Tage alte
Keimlinge, welche zwei voll entwickelte Kotyledonen aufwiesen (Wachstumsstadium 1.0
nach Boyes et al., 2001), verschiedenen Temperaturprofilen ausgesetzt (siehe auch
Abbildung 3.18 A). Es wurden Keimlinge in flissigem MS-Medium mit einem Hitzeschock
(HS: 80 min bei 45 °C) behandelt oder aber eine Akklimatisationsphase (2 h bei 37 °C)
sowie eine nachfolgende Erholungsphase (2 h bei 22 °C) vor dem Hitzeschock (80 min bei
45 °C) durchgefihrt. Die Kontroll-Keimlinge (KON) wuchsen durchgangig bei 22 °C auf.
Far die Untersuchung der CAT wurde die Akklimatisierungs- sowie die Erholungsphase
durch eine vierstiindige Behandlung mit verschiedenen RES-Oxylipinen (70 uM PGA;,
OPDA) oder HSP90-Inhibitoren (20 uM CEL, 50 uM GDA und RAD) ersetzt. Finf bis
sechs Tage nach der Behandlung wurde die Vitalitat der Keimlinge analysiert.

Fur diese Versuche wurde ein Hitzeschock von 80 min bei 45 °C ausgewéhlt, da durch eine
zuvor durchgefihrte zeitliche Charakterisierung der basalen Thermotoleranz die optimale
Dauer der Behandlung festgelegt wurde: Nach einer 75-minitigen Inkubation von
Keimlingen bei 45 °C Uberlebt fast ein Drittel der Keimlinge (29 %) und zeigt fortlaufendes
Wachstum, wahrend eine 80-minutige Behandlung bei 45 °C nur noch 5 % der Keimlinge

uberleben lasst (Ergebnisse sind nicht dargestellt).
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Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der angewandten Temperaturprofile und
Uberlebensrate der Col-0-Keimlinge. (A) Die Kontroll-Keimlinge (KON) wuchsen
durchgangig bei 22 °C auf, wahrend die mit Hitzeschock (HS) behandelten Keimlinge
fir 80min bei 45 °C inkubiert wurden. Das Temperaturprofil der SAT besteht aus
einer zweistiindigen Akklimatisationsphase bei 37 °C und einer anschliel3enden,
zweistiindigen Erholungsphase bei 22 °C. Fir die Behandlung CAT wurde die
Akklimatisierungs- und die Erholungsphase durch eine vierstindige Behandlung mit
verschiedenen RES-Oxylipinen oder HSP90-Inhibitoren ersetzt. (B) Um die
Uberlebensrate nach CAT zu bestimmen, wurden sieben Tage alte Col-0-Keimlinge
den verschiedenen Temperaturprofilen ausgesetzt: KON, HS oder SAT. Aul3erdem
wurden die Keimlinge fur 4 h mit den RES-Oxylipinen OPDA oder PGA; [70 uM]
sowie den HSP90-Inhibitoren GDA, CEL und RAD [50 bzw. 20 uM] behandelt (CAT).
Funf bis sechs Tage nach dem 80-minutigen Hitzeschock bei 45 °C wurde die
Uberlebensrate der Keimlinge analysiert. Als tot wurden Keimlinge klassifiziert, wenn
keine Folgeblatter ausgebildet wurden und sie somit nicht weiterwuchsen. (MW + SD,
n=7-12)

In der Abbildung 3.18 B ist die Uberlebensrate der Keimlinge sechs Tage nach der
Behandlung mit den verschiedenen Temperaturprofilen (siehe Abbildung 3.18 A) zu sehen.
Wie erwartet Uberlebten alle Keimlinge zu 100 % die Kontrollbedingungen bei 22 °C sowie
das Temperaturprofil der kurzzeitig erworbenen Thermotoleranz (SAT). Alle Kotyledonen
der Keimlinge, welche einem 80minitigen Hitzeschock bei 45 °C ausgesetzt waren, waren
chlorotisch und es war kein weiteres Wachstum festzustellen. Fir die chemisch induzierte
Thermotoleranz (CAT) wurden Akklimatisierungs- sowie Erholungsphase durch eine
Inkubation mit RES-Oxylipinen (70 uM PGA;, OPDA, 4 h) oder HSP90-Inhibitoren (20 pM
CEL, 50 uM GDA oder RAD, 4 h) ersetzt. Weder die exogene Zugabe von RES-Oxylipinen,
noch die Addition von HSP90-Inhibitoren fiihrten zu einer Thermotoleranz der getesteten
Keimlinge. Auch hier zeigten alle Keimlinge weille Kotyledonen und kein weiteres
Wachstum.

Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu bereits veroffentlichten Resultaten, die eine

chemisch induzierte Thermotoleranz durch die HSP90-Inhibitoren GDA und RAD in
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Arabidopsis zeigen konnten (Yamada et al., 2007). Da im Rahmen dieser Arbeit auch die
Methodik von Yamada und Kollegen getestet wurde (Behandlung mit 50 uM GDA oder
RAD fir 6h, nachfolgender dreimaliger Mediumwechsel und anschliefende
Erholungsphase fur 2 h bei 37 °C; Daten nicht gezeigt), ist die Diskrepanz modglicherweise
auf kleine experimentelle Unterschiede (z.B. der Warmeubertragungsrate auf die Pflanzen)

zurtickzufiihren.

3.5.2 Thermotoleranz-Assays mit Wildtyp und Jasmonat-defizienten
dde2-Keimlingen

Obwohl die Zugabe von RES-Oxylipinen eine starke Induktion von Hitzeschockgenen
auslost, haben die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit keine Hinweise auf eine
Bedeutung von RES-Oxylipinen fir die Hitzeresistenz in Arabidopsis ergeben. Im Falle des
RES-Oxylipins OPDA konnte gezeigt werden, dass es wahrend einer Inkubation von 37 °C
nicht akkumuliert und auch durch eine endogene Erhdhung der Jasmonate sich keine
Induktion der Expression von Hitzeschockgenen zeigt. Um diese bisherigen Ergebnisse
abzusichern, wurden verschiedene Thermotoleranz-Assays mit der Jasmonat-defizienten
dde2-Mutante durchgefiihrt.

Hierflr wurden Thermotoleranz-Assays ausgewahlt, welche in vielen Publikationen bereits
erfolgreich etabliert und eingefiihnrt wurden: die Bestimmung der Uberlebensrate, das
Wurzelwachstum sowie die Hypokotyl-Elongation nach verschiedenen Temperatur-
Behandlungen. In diesem Fall wurden die Thermotoleranz-Assays auf festem MS-Medium
mit 4 bis 7 Tage alten Keimlingen (Wachstumsstadium 1.0 nach Boyes et al., 2001) des
Wildtypes Col-0 und der Mutante dde2 sowie drei verschiedenen Temperaturprofilen
durchgefuhrt: Hitzeschock (hier 2 h bei 45 °C), kurzzeitig erworbene Thermotoleranz (SAT,
2 h bei 37 °C, 2 h bei 22 °C und 2 h bei 45 °C) sowie die Kontrolltemperatur bei 22 °C. Fir
die Bestimmung der Uberlebensrate wurden einige Tage nach der Hitzebehandlung die
Uberlebenden Keimlinge gezéhlt. Als tot wurden Keimlinge klassifiziert, wenn keine
Folgeblatter ausgebildet wurden und sie somit nicht weiterwuchsen. Bei der Bestimmung
des Wurzelwachstums und der Hypokotyl-Elongation wurde vor der jeweiligen
Temperaturbehandlung die Lange der Wurzeln bzw. des Hypokotyls gemessen: diese
entsprach 100 %. Die Lange der Wurzeln bzw. des Hypokotyls wurde erneut 4 bis 5 Tage
nach der jeweiligen Temperaturinkubation gemessen und die Gesamtlange in %

ausgerechnet.
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Abbildung 3.19: Thermotoleranz-Assays mit Keimlingen des Wildtypes Col-0 und der
Mutante dde2. Sowohl fiir die Bestimmung der Uberlebensrate (A) als auch fur die
Untersuchung des Wurzelwachstums (B) und der Hypokotyl-Elongation (C) wurden
vier Tage alte Keimlinge (Wachstumsstadium 1.0 nach (Boyes et al., 2001)) benutzt.
Diese wurden entweder einem Hitzeschock (HS: hier 2 h bei 45 °C), oder einer
kurzzeitig erworbenen Thermotoleranz (SAT, 2 h bei 37 °C, 2 h bei 22 °C und 2 h bei
45 °C) oder der Kontrolltemperatur (KON) bei 22 °C ausgesetzt. Das Diagramm in (A)
stellt den Mittelwert aus funf unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung dar
(n= 7-20), wahrend die Abbildungen von (B) und (C) jeweils die Ergebnisse eines
charakteristischen Experiments darstellen (MW + SD, n = 5-11 bei B und n > 14 bei C)

Die Abbildung 3.19 zeigt die Ergebnisse der verschiedenen Thermotoleranz-Assays mit der
Jasmonat-defizienten dde2-Mutante und dem korrespondierenden Wildtyp Col-0. Hier
wurde zum einen die Uberlebensrate gemessen (siehe Abbildung 3.19 A). Erwartungsgeman
uberlebten alle Keimlinge beider Genotypen die Inkubation der Kontrolltemperatur (22 °C).
Der Hitzeschock bei 45 °C allerdings war fir die meisten der Keimlinge (91 % bzw. 97,5 %)
letal. Durch eine Akklimatisierungs- und Erholungsphase vor dem 45 °C-Hitzeschock
konnten 80 % der WT-Keimlinge und 79 % der dde2-Keimlinge neue Blatter ausbilden. Es

zeigten sich also weder beim Hitzeschock noch bei der kurzzeitig erworbenen
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Thermotoleranz Unterschiede zwischen der Jasmonat-defizienten dde2-Mutante und dem
korrespondierenden Wildtyp Col-0.

Auch die Resultate der Wurzelwachstumsbestimmung der dde2-Keimlinge und der
Col-0-Keimlinge sind vergleichbar (siehe Abbildung 3.19 B). Sowohl beim Hitzeschock
(HS) als auch bei der kurzzeitig erworbenen Thermotoleranz (SAT) zeigten die Wurzeln von
Col-0 ein um 45-57 % reduziertes und dde2 ein um 52-61 % reduziertes Wurzelwachstum
gegeniiber der Kontrollbedingung bei 22 °C (KON).

Daruber hinaus zeigen auch die Ergebnisse des Hypokotyl-Elongations-Assays (siehe
Abbildung 3.19 C) dieses Resultat. Nach einer Inkubation der Keimlinge bei 45 °C
reduzierte sich die Verlangerung des Hypokotyls in Col-0 um 41 % und in dde2 um 55 %.
Eine vorherige Behandlung bei der Akklimatisierungstemperatur von 37 °C und einer
zweistiindigen Erholungsphase bei 22 °C fuhrte zu einer Verringerung der Hypokotyl-
Elongation um 20 % (Col-0) bzw. 30 % (dde2).

In keiner der durchgefuhrten Thermotoleranz-Assays konnte eine verringerte erworbene
Thermotoleranz der Jasmonat-defizienten dde2-Mutante gezeigt werden. Mittels dieser
Versuche wurde somit bestatigt, dass das RES-Oxylipin OPDA keine biologische Relevanz

in der Ausbildung der Thermotoleranz von Arabidopsis thaliana hat.
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Waéhrend viele Funktionen des non-RES JA und einige am JA-Signaltransduktionsweg
beteiligte Komponenten bereits erforscht sind, muss zur Aufklarung der RES-Oxylipin-
Signaltransduktionswege sowie zu deren Funktionen dieser noch viel geleistet werden.
Bisher bekannt ist, dass RES-Oxylipine wie OPDA oder PPA; vor allem zwei Kategorien
von Genen stark hochregulieren: Gene, die bei der Detoxifizierung beteiligt sind, sowie
Hitzeschockgene (Mueller et al., 2008). So sind sechs der zehn am stérksten durch PPA;
induzierten Gene Hitzeschockproteine (siehe Tabelle 1.1) (ausgehend von den publizierten
Daten von Mueller et al., 2008). Wahrend die Detoxifizierungsgene abhéngig von TGA-
Transkriptionsfaktoren induziert werden, erfolgt die Regulation der Hitzeschockgene durch
RES-Oxylipine unabhéngig von den TGA-Transkriptionsfaktoren (Mueller et al., 2008). Bis
heute ist unbekannt, welche Funktionen die RES-Oxylipine wéhrend der
Hitzeschockantwort in Arabidopsis thaliana innehaben und wie die Signalwege hierfur
aktiviert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten diese Fragestellungen geklart
werden.

Zunéchst wurde mittels eines in silico-Vergleichs bereits publizierter Transkriptom-Daten
geklart, dass 30 Hitze-induzierte Gene (d.h. induzierbar durch 1 h bei 37 °C) durch das
RES-Oxylipin OPDA induziert werden (siehe Abbildung 3.1 und Tabelle 3.1). Um die
Induktionsstarke durch RES-Oxylipine mit der durch Hitze zu vergleichen, wurden
Genexpressionsanalysen in vivo mit vier reprasentativen Genen (HSP101, HSP26.5, HSFA2
und DREB2A) durchgefiihrt. Hierdurch wurde deutlich, dass die exogene Behandlung mit
OPDA als auch mit PGA; (ein kommerziell erhaltliches PPA; Analogon) zu einer deutlichen
Induktion aller vier getesteten Hitzeschockgene flihrt. Diese sind jedoch in ihrer Starke und
Kinetik nicht mit der Induktion nach 37 °C zu vergleichen (siehe Abbildung 3.2 und
Abbildung 3.3).

Im Laufe dieser Arbeit, im Jahre 2014, zeigten auch Masuda und seine Kollegen, dass die
exogene Zugabe von OPDA zu einer Induktion der Gene HSFA2, DREB2A, HSP17.6 sowie
HSP18.2 fihrt (Masuda et al., 2014). Auch andere RES-Oxylipine sind in der Lage, die
Expression von Hitzeschockgenen zu induzieren. So reguliert Malondialdehyd bspw. die
Genexpression von HSC70-1 und DREB2A in A. thaliana hoch (Weber et al., 2004). Auch
fur humane Zelllinien konnte bereits gezeigt werden, dass 4-Hydroxynonenal (in
Kolonkarzinom-Zellen) die Expression Hitzeschock-responsiver Gene (wie DnaJA4,
DnalJB1, DnaJB2, DnalJB4, HSPH1 etc.) induziert und PGA: (in K562-Zellen) die
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Genexpression von HSP70 und HSP90 durch Aktivierung von HSF1 induziert (Amici et al.,
1992; West and Marnett, 2005; Rossi et al., 1996). Santagata et al. (2012) fuhrten ein
Screening mit 80.000 natdrlichen Substanzen durch, um neue Komponenten zu finden,
welche eine HSFA1-abhdngige Stress-Antwort induzieren. Die starksten Induktoren teilen
sich eine strukturelle Gemeinsamkeit: eine a,B-ungesattigte Carbonylgruppe (Santagata et
al., 2012).

Fir die Induktion der Hitzeschockgene in Arabidopsis durch RES-Oxylipine wurden bisher
noch keine Signaltransduktionskomponenten gefunden. Neben den klassischen
Transkriptionsfaktoren der HSR (die Masterregulatoren HSFA1s sowie HSFA2) ist auch der
putative OPDA-Rezeptor CYP20-3 ein potentieller Kandidat. Park konnte 2013 zeigen, dass
die cyp20-3-Mutante eine verringerte Expression von HSP17.6, CYP81D11, GST6, GST8
und GRX480 nach exogener OPDA-Behandlung aufweist (Park et al., 2013).
Genexpressionsanalysen mit vier reprasentativen Hitzeschockgenen und entsprechenden
Signaltransduktions-Mutanten konnten allerdings zeigen, dass die Proteine CYP20-3 und
SAT1 keine Bedeutung in der Regulation der getesteten représentativen Hitzeschockgene
durch die RES-Oxylipine OPDA und PGA: haben (siehe Abbildung 3.4). Allerdings konnte
die Genexpressionsanalyse mit den hsfAl abd(e)- und hsfA2-Mutanten Aufschluss dariiber
bringen, dass die Masterregulatoren HSFAl ab,d (und e) fur die Induktion der
Hitzeschockgene HSP101, HSP26.5 und HSFA2 durch die RES-Oxylipine OPDA und PGA
essentiell und fir DREB2A zumindest teilweise notwendig sind. Der hitze-induzierbare
Transkriptionsfaktor HSFA2 spielt jedoch in der Signaltransduktion von den getesteten
RES-Oxylipinen (beziglich der Hitzeschockgeninduktion) keine Rolle (siehe Abbildung
3.5).

Da Park und Kollegen (2013) eine Abhédngigkeit der OPDA-responsiven Induktion
verschiedener Gene (HSP17.6, CYP81D11, GST6, GST8 und GRX480) von CYP20-3
feststellten, lag die Vermutung nahe, dass auch andere OPDA-responsive Gene durch
CYP20-3 reguliert werden. Dies konnte fiir die vier getesteten Hitzeschockgene HSP101,
HSP26.5, HSFA2 und DREB2A nicht bestatigt werden (siehe Abbildung 3.4). CYP20-3 und
SAT1 sind an der Biosynthese von Cystein und Glutathion beteiligt, welches fur die Redox-
Kapazitat von Zellen sowie flir den Detoxifizierungsprozess in Zellen von groRRer Bedeutung
ist. Alle von Park veroffentlichten Gene, die durch CYP20-3 abhéngig zu sein scheinen,
spielen eine Rolle im Detoxifizierungsprozess in Zellen. Dies konnte bedeuten, dass die
Induktion von OPDA-responsiven Genen, vor allem von an der Detoxifizierung beteiligte,

teilweise durch CYP20-3 reguliert werden. Beispielsweise ist CYP81D11 abh&ngig von den
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Transkriptionsfaktoren TGA2,5,6 und wird durch CYP20-3 reguliert (Mueller et al., 2008;
Park et al., 2013). Moglicherweise liegt hier zumindest teilweise eine Interaktion dieser zwei
Signalwege vor. Im Falle der getesteten Hitzeschockgene handelt es sich jedoch nicht um
eine  CYP20-3-abhéngige Regulation. Der  Signalweg (ber die HSFAL-
Transkriptionsfaktoren verlauft nicht nur CYP20-3-, sondern auch TGA2,5,6-unabhangig.

Die Induktion der getesteten Gene HSP101, HSP26.5 und HSFA2 durch die RES-Oxylipine
OPDA und PGA: sind, wie bereits erwahnt, HSFAl-abhéngig, aber HSFA2-unabhangig
(siehe Abbildung 3.5). Im klassischen Modell der Hitze-Signaltransduktion ist HSFA2 direkt
abhéngig von HSFA1 und die Expression wird von diesen Masterregulatoren induziert und
reguliert (Liu et al., 2011). Auch die Hitze-responsive Expression von HSP101 bspw. wird
durch HSFA1 und HSFAZ2 reguliert (Liu et al., 2011; Liu et al., 2013; Charng et al., 2007).
Allerdings schlugen Liu und seine Kollegen 2012 einen hypothetischen, zusétzlichen
Signalweg bei Hitze vor, welcher Giber HSFA2, aber unabhdngig von HSFAL, laufen soll
(siehe auch Abbildung 4.1). Begriindet wurde dies mit der verbleibenden Fahigkeit der hsfAl
abde-Mutante zur erworbenen Thermotoleranz unter milden Bedingungen (35 °C zur
Akklimatisierung, gefolgt von einem 25minutigen Hitzeschock bei 43 °C, welcher ohne
vorherige Akklimatisierung letal fir die hsfAl abde-Mutante ist) (Liu and Charng, 2012).
Auch Schramm schlug schon 2008 in seinem Modell fir die HSR einen
HSFA1-unabhangigen Signalweg fir HSFA2 vor (Schramm et al., 2008). Es ist also
durchaus mdéglich, dass die Induktion der Genexpression von HSP101, HSP26.5 und HSFA2
durch die RES-Oxylipine OPDA und PGA: HSFA1-abhéngig, aber HSFA2-unabhdangig ist.
Die Induktion verschiedener HSPs unter Salzstress, wie auch unter osmotischem und
oxidativem Stress verlauft ebenfalls durch die Masterregulatoren der HSR: HSFA1 (Liu et
al., 2011). Hitze ist also nicht notwendig, um HSFAL zu aktivieren, somit kdnnen durchaus

auch RES-Oxylipine ihre Wirkung tber die HSFA1-Transkriptionsfaktoren vermitteln.
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Abbildung 4.1: Vereinfachtes Modell der klassischen Hitze-Signaltransduktion, in der
HSFA2 direkt abhangig von HSFALl ist (A) und der hypothetischen Hitze-
Signaltransduktion (B), in der zusatzlich ein weiter Signalweg Uber HSFAZ2,
unabhangig von HSFA1, laufen soll.

In einer Publikation von Yamauchi et al. (2015) zeigten sich &hnliche Ergebnisse. Hier
wurde publiziert, dass die exogene Zugabe des RES-Oxylipins (E)-2-Hexenal die Induktion
vieler Gene bewirkt, welche teilweise HSFAl-abhangig, teilweise HSFAl-unabhéangig
reguliert werden. Auch die Expression verschiedener HSPs (bspw. HSP101, HSP26.5,
HSP17.6) wird durch (E)-2-Hexenal induziert, allerdings wurde in diesem Fall keine
Abhangigkeit von HSFAL untersucht. Thermotoleranztests zeigten, dass die Behandlung mit
(E)-2-Hexenal zu einer gesteigerten Thermotoleranz fiihrt, nicht aber in der hsfal abde-
Mutante, was vermuten lasst, dass auch die Induktion der HSPs uber HSFAL verlduft
(Yamauchi et al., 2015).

Die Genexpression von DREB2A in der hsfAl abde-Mutante entspricht nicht den
Erwartungen (siehe Abbildung 3.5): es wurde bereits publiziert, dass DREB2A abhangig von
den Transkriptionsfaktoren HSFAL a,b,d,e durch Hitze induziert wird (Liu et al., 2011).
Allerdings konnte die Arbeitsgruppe um Yoshida zeigen, dass die DREB2A-Expression
durch Hitze HSFAl-abhangig, jedoch durch Trockenstress HSFAl-unabhangig verlauft
(Yoshida et al., 2011). Des Weiteren ist bekannt, dass DREB2A auch durch Anoxie
vergleichbar stark wie durch Hitze induziert werden kann (2,8fach durch Anoxie und 3fach
durch Hitze). Die beteiligten Transkriptionsfaktoren der Anoxie-vermittelten Genexpression
sind noch unbekannt (Banti et al., 2010).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Induktion verschiedener Hitzeschockgene
durch RES-Oxylipine Uber die Transkriptionsfaktoren HSFA1 vermittelt wird. Der
Mechanismus dieser Signaltransduktion ist allerdings noch unklar, jedoch gibt es
mindestens drei denkbare Mdglichkeiten. Zum einen konnte die Wirkung Uber das sog.
,,Chaperon-Titrationsmodell“ vermittelt werden (nachzulesen in 1.3.2): Unter normalen
Wachstumsbedingungen ist der sog. Multi-Chaperon-Komplex, bestehend aus HSP90 und
HSP70, an die konstitutiven Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren HSFA1 gebunden und
inhibiert somit die HSR. Wahrend eines Hitzestresses kommt es zu einer Akkumulation von
denaturierten Proteinen, welche HSP90 und HSP70 von den HSFs rekrutieren. So kénnen
die freien HSFs trimerisieren und dadurch transkriptionell aktiv werden (Nover and Scharf,
1997; Schoffl et al., 1998; Saidi et al., 2011; Scharf et al., 2012). Durch die Zugabe der
elektrophilen und damit chemisch reaktiven Substanzen konnte es ebenso zu einer
Rekrutierung von HSP90 und HSP70 von den HSFs kommen und die Transkriptionsfaktoren
konnten transkriptionell aktiv werden. Zum anderen ist es aber auch denkbar, dass die
thiol-reaktiven RES entweder einen indirekten Effekt durch Verdnderung des
Redoxpotentials der Zelle hervorrufen oder spezifisch ein anderes, Redox-reguliertes Protein
modifizieren und somit direkt den Signalweg aktivieren. Ein mogliches Protein ware hier
zum Beispiel das USP in Arabidopsis (,,universal stress protein®, At3g53990) (Jung et al.,
2015). Ein Beispiel fiir den indirekten Effekt durch Anderung des zellularen Redoxpotentials
ist die spekulierte Wirkweise fur das RES Sulforaphan, welches im hohem Mal3e Glutathion
depletiert (Valgimigli and lori, 2009; Andersson et al., 2015). Eine dritte Mdglichkeit waére,
dass die thiol-reaktiven RES direkt HSP90 oder HSP70 modifizieren und somit eine
Aktivierung des Signalwegs auslosen. Fir letztere Hypothese scheint es bereits einige
Evidenz zu geben. In Sdugern konnte fir HNE bereits eine Modifikation von HSP90 und
HSP70, sowohl in Mdusen, Ratten als auch in menschlichen Kolonkarzinomzellen, gezeigt
werden (Perluigi et al., 2005; Carbone et al., 2004; Vila et al., 2008; Jacobs and Marnett,
2010), was zu einer Hitzeschockantwort filhrt (Ubersichten: (Mollapour and Neckers, 2012;
Higdon et al., 2012)). Auch flr Saccharomyces cerevisiae wurde bereits gezeigt, dass SSA1
(eine HSP70-1soform) durch thiol-reaktive Substanzen wie 4-HNE modifiziert wird und
somit auch eine HSR induzieren kann (Wang et al., 2012). Die HSP90-Inhibitoren
Geldanamycin und Radicicol, ebenfalls RES, interagieren auch direkt mit HSP9O0, in
humanen wie auch in Hefe-Zellen, und inhibieren so das Protein (Stebbins et al., 1997; Roe
et al., 1999). Das elektrophile Sulforaphan scheint auBerdem in der Lage zu sein, HSP90 in

humanen Pankreaskrebszellen zu modifizieren (Li et al., 2012). Um genaue Aussagen uber
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den Mechanismus der Signaltransduktion tber die HSFAls von OPDA und PPA1/PGA:
treffen zu konnen, mussten proteinbiochemische Experimente durchgefihrt werden.
Beispielsweise konnte durch die Nutzung von PGA:-Biotin und einer entsprechenden
Aufreinigung mittels Streptavidin mit Hilfe eines spezifischen HSP90- bzw. HSP70-
Antikorpers herausgefunden werden, ob eine direkte Modifikation an HSP90 oder HSP70
stattfindet. Dies stellt allerding kein einfaches Unterfangen dar, da es zum einen in
Arabidopsis thaliana viele Isoformen von HSP90 und HSP70 gibt, so dass der jeweilige
Antikorper spezifisch fur alle Isoformen sein miisste, um falsch negative Ergebnisse
auszuschlieBen.  Zum  anderen wére fir eine  wissenschaftlich  korrekte
Versuchsdurchfuhrung eine Positivkontrolle notwendig, was in diesem Fall schwierig zu
realisieren ware. Eine Aufreinigung von Proteinen mittels des Biotin-Streptavidin-Systems
setzt aullerdem eine hohe Ausgangsmenge an Protein voraus, da der Verlust hierbei sehr
hoch ist.

Die Induktion verschiedener Hitzeschockgene durch die RES-Oxylipine OPDA und PGA;
mittels HSFAL, wie in vorliegender Arbeit gezeigt, aber auch die Fahigkeit der RES-
Oxylipine PPA:, (E)-2-Hexenal oder MDA zur Induktion verschiedener Hitze-responsiver
Gene (Mueller et al., 2008; Yamauchi et al., 2015; Weber et al., 2004) wirft folgende Frage
auf: Welche Funktion hat die Induktion der Hitzeschockgene bzw. Hitzeschockproteine
durch RES-Oxylipine? Einige Hitzeschockproteine werden bereits konstitutiv exprimiert
und sind vor allem fur die Protein-Homgostasis wichtig (Waters, 2013; Bokszczanin et al.,
2013). Vor allem Hitzestress fuhrt zu einer enormen Induktion der HSP-Genexpression.
Auch andere Stressoren wie Kélte, Trockenheit, Schwermetalle, oxidativer oder osmotischer
Stress fiihren zu einer Akkumulation von HSPs (Swindell et al., 2007; Neumann et al., 1994;
Vierling, 1991; Liu et al., 2011). Die bedeutendste biochemische Funktion der HSPs ist ihre
Wirkung als Faltungshelfer: dies reicht von der Férderung der Disaggregation und
Degradation fehlgefalteter und aggregierter Proteine bis zur Verhinderung der Aggregation
(Parsell and Lindquist, 1994; Wang et al., 2004; Parsell and Lindquist, 1993). HSPs sind
essentiell wichtig fur die erworbene Thermotoleranz. Deshalb liegt die Vermutung nahe,
dass die RES-Oxylipin-induzierte HSP-Akkumulation eine Thermotoleranz vermitteln
konnte. Tatséchlich wurden Nachweise hierflr bereits mehrfach vorgelegt: fur die RES-
Oxylipine (E)-2-Hexenal, 2-Butenal und 3-Hepten-2-one konnte bereits gezeigt werden,
dass eine exogene Zugabe dieser Substanzen zu einer chemisch induzierten Thermotoleranz
in Arabidopsis fihrt (Yamauchi et al., 2015). Auch fir andere RES-Substanzen, wie

Geldanamycin und Radicicol konnte nachgewiesen werden, dass die Zugabe zu einer
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chemisch induzierten Thermotoleranz in Arabidopsis fihrt (Yamada et al., 2007). Allerdings
sind diese Substanzen nicht nur elektrophil, sie inhibieren auch HSP90 und flihren somit
direkt zu einer Aktivierung der HSR.

In der vorliegenden Arbeit wurden Versuche zur Ermittlung der Uberlebensraten nach einer
Substitution der Akklimatisationsphase (2 h bei 37 °C) durch die RES-Oxylipine OPDA und
PGA:, sowie den HSP90-Inhibitoren CEL, GDA und RAD durchgefuhrt (siehe Abbildung
3.18). Bei der kurzzeitigen erworbenen Thermotoleranz wird davon ausgegangen, dass vor
allem die Induktion der Hitzeschockproteine wahrend der Adaptationsphase bei 37 °C flr
ein Uberleben des ansonsten letal verlaufenden Hitzeschocks bei 45 °C verantwortlich ist.
Die RES-Oxylipine OPDA und PGA:, sowie die HSP90-Inhibitoren GDA und RAD
induzieren die Genexpression von HSPs (z.B. HSP101) (siehe Abbildung 3.3 und Abbildung
3.7), weshalb eine chemisch induzierte Thermotoleranz, wie auch bereits fir GDA und RAD
publiziert (Yamada et al., 2007), erwartet wurde. Das HSP101 ist essentiell flr eine
erworbene Thermotoleranz in Arabidopsis (Queitsch et al., 2000). Die erhthte Expression
von AtHSP101 fiihrt zudem zu einer gesteigerten Thermotoleranz in Reis und auch die
erhéhte Expression von OsHSP101 resultiert in einer gesteigerten Thermotoleranz in Tabak
(Katiyar-Agarwal et al., 2003; Chang et al., 2007).

Jedoch fuhrte die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Behandlung mit RES-Oxylipinen
sowie mit HSP90-Inhibitoren zu keiner Toleranz des 45 °C-Hitzeschocks. Fiir die HSP90-
Inhibitoren GDA und RAD wurde bereits nachgewiesen, dass die Addition dieser
Substanzen zu einer chemisch induzierten Thermotoleranz in Arabidopsis fihren kann
(Yamada et al.,, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem auch die
Inkubationszeiten von Yamada und Kollegen getestet: auch hier flihrte die Behandlung nicht
zu einer Toleranz des 45 °C Hitzeschocks. Trotz einer gesteigerten Expression der
untersuchten Hitzeschockgene, allen voran das fur eine erworbene Thermotoleranz
essentielle HSP101, durch OPDA, PGA:, RAD sowie GDA fiihrt dies nicht zu einer
induzierten Thermotoleranz (von 45 °C). Da im Vergleich zu der zweistiindigen
Akklimatisierungsphase bei 37 °C die Induktion der Genexpression durch die RES sehr viel
schwaécher ist, kdnnte es an einer nicht ausreichenden Menge von HSP101 liegen. Eventuell
reicht aber die Induktion durch die getesteten Substanzen aus, um unter bestimmten, weniger
harschen Bedingungen eine Schutzwirkung zu erreichen, dies konnte aber durch die hier
getesteten Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Die Abweichungen zu bisher
verOffentlichten Publikationen (YYamauchi et al., 2015; Yamada et al., 2007) konnten zum

einen durch verschiedene Entwicklungsstadien erklart werden, denn je nach
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Entwicklungsstatus der A. thaliana-Genotypen zeigen sich verschiedene Thermotoleranz-
Phanotypen (Larkindale et al., 2005). Zudem ergeben sich durch kleine experimentelle
Unterschiede und  verschiedene  Inkubatorschrénke  Abweichungen in  der
Warmelbertragungsrate. So kdnnte beispielsweise die 45 °C-Behandlung im Klimaschrank
unserer Arbeitsgruppe zu harsch fir die Keimlinge und die Warmeubertragungsrate auf die
Pflanzen schneller als bspw. bei Yamada und Kollegen gewesen sein.

Allerdings ist nicht nur alleine die Menge an HSPs entscheidend; zahlreiche Mutanten mit
Wildtyp-ahnlicher Akkumulation von HSP101 und sHSPs zeigen dennoch Defekte in der
Thermotoleranz (bspw. abal, aba2, NahG, vicl, nprl, cad2). Die Autoren vermuten, dass
sowohl Abscisinséure als auch Salicylsaure oder aktive Sauerstoffspezies (engl.: active
oxygen species) unabhangig von einer HSP-Induktion eine Rolle in der Thermotoleranz von
Arabidopsis spielen (Larkindale et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden aufRerdem Thermotoleranz-Assays mit der Jasmonat-
defizienten dde2-Mutante (JA- und OPDA-defizient) und Col-0 durchgefuhrt (siehe
Abbildung 3.19). Auch im Fall der Jasmonate konnte in der Vergangenheit gezeigt werden,
dass vor allem Jasmonséure, allerdings ein non-RES-Oxylipin, zu einer gesteigerten
Thermotoleranz in A. thaliana fuhrt (Clarke et al., 2009; Sharma and Laxmi, 2015). Die
JA-insensitive Mutante coil-1 wie auch die JA-defiziente opr3-Mutante zeigten schwerere
Schadigungen durch 38 °C bzw. eine geringere Erholung nach 38 °C als ihr
korrespondierender Wildtyp. Allerdings handelt es sich bei Jasmonséure um ein non-RES-
Oxylipin, welches die Expression der Hitzeschockgene in A. thaliana nicht induziert (Taki
et al., 2005; Clarke et al., 2009). Dennoch sind in der Literatur auch gegenteilige Beispiele,
allerdings fur andere Organismen, zu finden. So kann MeJA in Nicotiana attenuata die
Expression von HSP70 und einem sHSP mit einer Grolie von 21 kD induzieren (Hamilton
lii and Coleman, 2001). Auch in Samen der Douglasie soll MeJA sHSPs bzw. in C6
Gliomzellen HSP72 induzieren, letztes sogar tiber HFS1 (Ubersicht in (Flescher, 2007)).
Die auBerdem im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten verschiedenen Thermotoleranz-
Assays mit der Jasmonat-defizienten dde2-Mutante und Col-0 zeigten keine Unterschiende
zwischen den Genotypen: weder bei einem Hitzeschock (hier: 2 h bei 45 °C), noch bei der
kurzzeitig erworbenen Thermotoleranz (hier: 2 h bei 37 °C, 2 h bei 22 °C und 2 h bei 45 °C).
Dies fuhrt zu dem Schluss, dass Jasmonate in diesem Fall nicht essentiell furr eine erworbene
Thermotoleranz in A. thaliana zu sein scheinen. Auch Routaboul und Kollegen fanden

bereits 2012 heraus, dass die Mutanten coil, aos und opr3 nach drei Wochen bei 33 °C eine
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dem WT-ahnliche Uberlebensrate zeigen und Jasmonate somit keine Rolle in der basalen
Thermotoleranz spielen (Routaboul et al., 2012).

Da bisher keine Funktion der RES-Oxylipin-vermittelten Expression vieler Hitze-
responsiver Gene gefunden werden konnte, waren weitere Untersuchungen sinnvoll. Nicht
nur der Einfluss von Hitze, auch andere Stressoren l6sen eine Akkumulation von HSPs aus.
Auch Anoxie, UV-B-Strahlung, Kalte, Trockenheit, Schwermetalle, oxidativer oder
osmotischer Stress bewirken eine starke Induktion der Hitzestress-Genexpression
(Pucciariello et al., 2012; Waters, 2013; Swindell et al., 2007; Neumann et al., 1994,
Vierling, 1991; Liu et al., 2011). Diese HSP-Akkumulation durch isotherme Stressoren wie
bspw. Salzstress, osmotischen oder oxidativen Stress wird zudem zumindest teilweise auch
uber die Transkriptionsfaktoren HSFA1 vermittelt (Liu et al., 2011). Es scheint, dass die
Funktion der RES-Oxylipine auch in einer generellen Stress-Abwehr oder Stress-Adaptation
zu finden sein konnte. Hierfir missten verschiedene Stresstoleranz-Tests durchgefihrt
werden. Somit kdnnte Uberprift werden, ob die im Vorfeld mit RES-Oxylipinen behandelten
Pflanzen verschiedene Stressoren besser tolerieren kdnnen oder sich schneller davon erholen
konnen als Pflanzen, welche nicht mit RES-Oxylipinen behandelt wurden.
Hitzeschockproteine als Faltungshelfer und Wachter der Protein-Homdostasis kdnnten
wichtig sein, um die Pflanze generell vor Xenobiotika und RES zu schiitzen. Auch hier
kdnnten verschiedene Toleranztests eine erste Antwort darauf liefern. Des Weiteren werden
HSPs in Arabidopsis auch induziert, wenn die Temperatur sich ausgehend von niedrigen
Werten erhoht (z.B. von 12 °C auf 27 °C) (Kumar and Wigge, 2010). Auch hier wird klar,
dass die HSPs nicht nur die alleinige Funktion des Hitzeschutzes innehaben. So diskutierten
schon Farmer und Mueller (2013), dass auch die RES-induzierte HSP-Akkumulation nicht
immer nur als Antwort auf einen Hitzestress zu sehen ist (Farmer and Mueller, 2013).

Um die durch die Thermotoleranz-Assays mit der dde2-Mutante und Col-O getroffene
Annahme, dass Jasmonate nicht essentiell fir eine Thermotoleranz in A. thaliana sind, weiter
zu bestatigen, wurde der endogene Gehalt der Jasmonate waéhrend eines
37 °C-Hitzestresses gemessen (siehe Abbildung 3.12). Die Arbeitsgruppe um Clarke et al.
zeigte im Jahre 2009, dass JA, OPDA sowie JA-lle in drei Wochen alten Arabidopsis-
Pflanzen wéhrend einer Inkubation mit 38 °C (im Dunkeln) akkumulieren (Clarke 2009).
Unter unseren Versuchsbedingungen (zehn Tage alte Arabidopsis-Keimlinge, 37 °C,
80-100 xE m2s71) konnte dieses Ergebnis nur teilweise bestatigt werden: Es wurde ein
signifikanter Anstieg von JA nach einem zweistlindigen Hitzestress von 37 °C detektiert

(13fach), welcher aber im Vergleich zu Verwundung deutlich geringer ist (hier ist ein
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1000facher Anstieg moglich, Vergleiche bspw. mit Glauser et al., 2008). Das RES-Oxylipin
OPDA akkumuliert unter unseren Versuchsbedingungen nicht: weder wahrend Kurzzeit-
Bedingungen, das hei3t bis zu 8 h 37 °C, noch wahrend Langzeit-Bedingungen, unter denen
die Pflanzen bis zu 7 Tage durchgéngig 37 °C ausgesetzt waren (siehe Abbildung 3.12).
Allerdings haben die non-RES-Oxylipine JA und MeJA, keinen Einfluss auf die Expression
der Hitzeschockgene in A. thaliana (Taki et al., 2005; Clarke et al., 2009).

Die Beobachtung, dass JA wahrend eines Hitzestresses akkumuliert scheint keine
universelle Gultigkeit fur das Pflanzenreich zu besitzen: in der Mungbohne (Vigna radiata),
aber auch in Reis (Oryza sativa) konnte bisher kein Anstieg an JA durch einen Hitzestress
gezeigt werden (Waqas et al., 2016; Du et al., 2013). Generell scheinen sich Produkte der
Lipidperoxidation durch die Einwirkung von Hitze im Pflanzenreich unterschiedlich zu
verhalten: der MDA-Gehalt in A. thaliana (37 °C) sowie der MDA- und HNE-Gehalt im
Zimmer-Alpenveilchen (Cyclamen persicum) (38 °C) andert sich durch eine moderate
Hitzeeinwirkung nicht (Weber et al., 2004; Kai et al., 2012). Allerdings konnte ein Hitze-
vermittelter (38 °C) Anstieg von Acrolein, MVK und (E)-2-Hexenal in C. persicum
festgestellt werden (Kai et al., 2012).

Um eine Induktion der Hitzeschock-Genexpression durch endogenes OPDA zu
provozieren, wurden durch Verwundung, aber auch durch osmotischen Stress, sehr hohe
endogene Oxylipin-Spiegel in Col-0 und dde2 erzeugt und diese Proben anschlielend auf
ihre HSP101-Genexpression hin untersucht (siehe Abbildung 3.15 und Abbildung 3.17).
Trotz hoher endogener OPDA-Spiegel (im Vergleich zu einer Hitzebehandlung) liel sich
keine Induktion der HSP101-Genexpression detektieren: die Jasmonat-defiziente
dde2-Mutante, welche kein OPDA akkumulieren kann, zeigte eine Wildtyp-ahnliche, basale
Expression von HSP101, welche sich zudem weder in WT noch in dde2 durch Verwundung,
oder durch osmotischen Stress induzieren liel3. Die exogene Behandlung mit 75 uM OPDA
fuhrt zwar zu deutlich hoheren endogenen Wirkspiegeln als eine Verwundung
(naherungsweise liegt hier der endogene OPDA-Gehalt bei 0,35 pM), allerdings ist zu
beachten, dass dieser endogene OPDA-Spiegel nach Verwundung hoch genug ist um
generell eine Genexpressionsantwort nach Verwundung zu induzieren (Stintzi et al., 2001;
Taki et al., 2005). Das heift, der endogene OPDA-Gehalt nach Verwundung ist zumindest
fur die Verwundungsantwort ausreichend (Stintzi et al., 2001; Taki et al., 2005). Allerdings
wird durch Verwundung HSP101 nicht induziert (Taki et al., 2005), bzw. nur sehr gering
induziert (etwa 1,8fach 30 min nach Verwundung bzw. etwa 3fach 6 h nach Verwundung)
(Devoto et al., 2005).
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Interessanterweise konnte aber bereits vor Jahren entdeckt werden, dass die endogene
Akkumulation von Jasmonsdure nicht immer zu der gleichen Genexpression fuhrt (Seltmann
et al., 2010): die exogene Applikation von JA, aber auch die endogene JA-Akkumulation,
hervorgerufen durch eine Sorbitolbehandlung, fiihrt zu einer Induktion des VSP-Gens (engl.
Vegetative Storage Protein). Wéhrend der natirlichen Alterung steigt der JA-Gehalt,
vergleichbar mit dem Effekt einer Sorbitolbehandlung, an. Dieser endogene JA-Gehalt
allerdings fihrt nicht dazu, dass das VSP-Gen wahrend der natlrlichen Seneszenz induziert
wird (Seltmann et al., 2010; Matthes et al., 2008).

Trotz starker Induktion verschiedener Hitzeschockgene durch die Applikation von OPDA
und PGA sind Jasmonate fiir eine Thermotoleranz in A. thaliana nicht entscheidend.
Deswegen sollte im Rahmen dieser Arbeit auBerdem geklart werden, inwieweit andere,
teilweise strukturell verschiedene, RES eine Induktion von Hitzeschockgenen bewirken.
Dies wurde mittels eines Screenings verschiedener RES-Spezies und RES-Oxylipine
hinsichtlich ihrer HSP101-Induktion mittels eines Dot Blots untersucht. Durch die Analyse
verschiedener Prostaglandine (siehe Abbildung 3.9) kann nun davon ausgegangen werden,
dass eine frei zugangliche und sterisch ungehinderte a,B-ungeséttigte Carbonylgruppe, wie
sie bei PGA: zu finden ist, wichtig fur die Akkumulation von HSP101 zu sein scheint. PGB
weist (wie PPB1) eine a,B-ungesattigte Carbonylgruppe auf, welche aber durch langere
Seitenketten sterisch gehindert ist. Damit sind PGB1 und PPB1 nur schwach elektrophil, bzw.
werden nicht als RES Kklassifiziert, da sie weder an freie Thiolgruppen konjugieren noch
Proteine modifizieren kdnnen (Loeffler et al., 2005). PPB; ist dennoch in der Lage, die
Expression vieler Gene in Arabidopsis zu induzieren. Beim Vergleich des Transkriptoms
mit dem von PPA; bzw. OPDA (Loeffler et al., 2005 vs. Mueller et al., 2008), sind einige
Gemeinsamkeiten bezuglich der Detoxifizierungsgene zu finden: beide Substanzen
induzieren bspw. GST25 (At2929420) oder GST6 (At2g47730). Allerdings scheint PPB1
keine Expression von Hitzeschockgenen zu induzieren (Loeffler et al., 2005 vs. Mueller et
al., 2008). Da die Detoxifizierungsgene bei einer PPA;- bzw. OPDA-Behandlung, im
Gegensatz zu den Hitzeschockgenen, Uber die TGA-Transkriptionsfaktoren TGA2,5,6
reguliert werden, kann von zwei verschiedenen Mechanismen ausgegangen werden.
Beispielsweise kdnnte die Elektrophilie fur die Induktion der Hitzeschockgene relevant sein,
wéhrend die Induktoren der Detoxifizierungsgene andere (strukturelle) Eigenschaften
aufweisen mussen.

Die RES-Verbindungen (E)-2-Hexenal, 2-Cyclopentenon und B-Cyclocitral induzieren

wider Erwarten nicht das HSP101-Gen, was sich jedoch auch auf die Detektionsgrenze der
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Methode oder einer falsch gewéhlten Konzentration (fur die Behandlung) zurtickfiihren
lassen konnte. Yamauchi und Kollegen konnten im Jahre 2015 zeigen, dass die Applikation
von Hexenal Giber die Gasphase zu einer Induktion verschiedener Hitzeschockgene, darunter
HSP101, fihrt (Yamauchi et al., 2015), allerdings ist diese Methode nicht vergleichbar mit
der in vorliegender Arbeit durchgefiihrten Methode.

Das RES und Herbizid DBMIB (kein Oxylipin) fuhrt allerdings wie erwartet zu einer
Akkumulation von HSP101 (siehe auch Jung et al., 2013) (siehe Abbildung 3.9). Auch das
RES Sulforaphan, welches keine o,-ungeséttigte Carbonylgruppe aufweist, ist in der Lage,
die Expression der Hitzeschockgene zu induzieren . Auch hier verlauft diese Induktion tber
die Transkriptionsfaktoren HSFA1 (siehe Abbildung 3.10). Diese HSF1-vermittelte
HSR-Induktion konnte bereits fir menschliche HelLa-Zellen gezeigt werden, welche
ebenfalls mit Sulforaphan behandelt wurden (Gan et al., 2010). Auch andere thiol-reaktive
Subtanzen wie Tetramethylazodicarboxamid (,,Diamide*) wurden bereits positiv auf ihre
Eigenschaft als Induktor verschiedener HSPs getestet (Volkov et al., 2006). Es scheint also,
dass die getesteten Substanzen durch ihre elektrophile Eigenschaft und nicht alleine durch
die Anwesenheit einer o,B-ungeséttigten Carbonylgruppe ihre Wirkung vermitteln.
Allerdings zeigen all diese getesteten Substanzen eine mit OPDA vergleichbare oder sogar
geringere Induktionsstdrke von HSP101. Das heiflt, obwohl verschiedene RES die
Genexpression von HSP101 hoch regulieren kénnen, ist diese Induktion um ein Vielfaches
geringer als durch Hitze (hdchstens 7,3 % der erreichten Induktion durch 4 h bei 37 °C) und
somit sind wahrscheinlich alle getesteten RES keine ausreichenden Induktoren fur die
Ausbildung einer Kkurzzeitig erworbenen Thermotoleranz in A. thaliana unter den

vorliegenden Bedingungen.
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Abbildung 4.2: Vereinfachtes Modell fir die RES-Oxylipin-Signaltransduktion in
Arabidopsis thaliana

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Modell fir die RES-Oxylipin-Signaltransduktion
(siehe Abbildung 4.2): RES-Oxylipine scheinen zum einen verschiedene Stressgene
(zB. GRX480, CYP81D11, GST6, oder HSP17.6) Uber den putativen OPDA-Rezeptor
CYP20-3 zu regulieren (Park et al., 2013). Zum anderen ist die Induktion verschiedener
Gene fur die Detoxifizierung sowie des sekundaren Stoffwechsels (zB. CYP81D11, GST6,
OPR1/2, MRP1 oder PDR12) abhangig von den Transkriptionsfaktoren TGA2,5 und 6
(Mueller et al., 2008). Teilweise Uberlappen sich diese TGA2,5,6-abhangigen Gene mit
denen, die durch CYP20-3 reguliert zu sein scheinen. Madglicherweise liegt hier eine
Interaktion dieser zwei Signalwege vor. In der vorliegenden Arbeit konnte nun ein weiter
Signalweg fir RES-Oxylipine aufgedeckt werden: tiber HSFAL wird durch RES-Oxylipine
wie OPDA oder PGA: die Induktion verschiedener Hitzestressgene vermittelt (z.B. HSP101,
HSP26.5 oder HSFA2). Es ist allerdings noch unklar, welche Funktion dieser Signalweg
innehat: die gestesten RES-Oxylipine sind nicht in der Lage, eine kurzzeitig erworbene
Thermotoleranz in Arabidopsis thaliana auszubilden. Eine mdgliche Beteiligung in der
generellen Stress-Abwehr und -Adaptation ware denkbar.
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Oxylipine sind Signalmolekule, die durch enzymatische Oxidation oder durch Autoxidation
von mehrfach ungeséttigten Fettséuren entstehen. Sie akkumulieren wahrend einer Vielzahl
von biotischen und abiotischen Stressen und spielen eine bedeutende Rolle bei der Abwehr
verschiedener Stressoren. In vielen physiologischen Entwicklungsprozessen sind Oxylipine
ebenfalls wichtig.

Eine bisher wenig erforschte Untergruppe dieser Oxylipine bilden reaktive elektrophile
Spezies, die sog. RES-Oxylipine. Hierzu gehdren unter anderem der Jasmonséure-Vorlaufer
12-Oxophytodiensdure (OPDA), aber auch (E)-2-Hexenal oder Phytoprostan A; (PPA.).
Diese Substanzen sind aufgrund einer o,fB-ungesattigten Carbonylgruppe elektrophil und
damit chemisch reaktiv. Diese Reaktivitdt wird als Grund fur ihre biologische Aktivitét
angesehen: RES-Oxylipine sind Induktoren einer Reihe von Genen. Allerdings ist bisher
wenig uber den Signalweg sowie die Funktionen der RES-Oxylipine in Arabidopsis thaliana
bekannt.

Fast die Halfte (40 %) aller durch OPDA-induzierten Gene in A. thaliana sind abhangig von
TGA-Transkriptionsfaktoren, jedoch werden OPDA-responsive Hitzeschockgene
(z.B. Hitzeschockproteine) unabhéngig von TGA-Transkriptionsfaktoren induziert.
Auflerdem gibt es Hinweise auf eine Akkumulation des RES-Oxylipins OPDA, aber auch
des non-RES-Oxylipins Jasmonséure (JA) durch eine Behandlung mit 38° C in A. thaliana.
Eine exogene Applikation von JA bewirkt jedoch, im Gegensatz zu OPDA, keine
Genexpression von Hitzeschockgenen in Arabidopsis.

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der RES-Oxylipine OPDA und Prostaglandin Az
(PGA:, ein Analogon zu PPA:) wahrend der Hitzeschockantwort in Arabidopsis thaliana,
sowie die TGA-unabhangige Signaltransduktion der Hitzeschockgene, aufzuklaren.

Durch einen Vergleich zweier bereits veroffentlichter Transkriptomdaten in silico konnte
die Uberschneidung des Hitze-induzierten- (1 h, 37 °C) und des OPDA-induzierten-
Transkriptoms (4 h, 75 uM) genau analysiert werden. Es werden 30 Gene sowohl von OPDA
als auch durch 37 °C mehr als dreifach hochreguliert. Dieses Ergebnis konnte durch realtime
gPCR vier reprasentativer Gene (HSP101, HSP26.5, DREB2A, HSFA2) bestétigt werden.
Allerdings zeigten sich deutliche Unterschiede in der Starke und Kinetik der Induktion:
Hitze (37 °C) hat einen sehr viel starkeren Einfluss auf die Hochregulation der
Genexpression als die getesteten RES-Oxylipine OPDA und PGA;: (unter 10 % der
Induktion durch 37 °C, Ausnahme DREBZ2A). Zudem resultiert eine Hitzebehandlung in
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einer schnellen und transienten Genexpression, das Maximum ist nach 1 bis 2 h erreicht
wéhrend die Addition von RES-Oxylipinen eine langsamere Induktion der Genexpression
bewirkt (Maximum nach 4 bis 6 h).

Eine Genexpressionsanalyse mit verschiedenen Signaltransduktionsmutanten half bei der
Aufklarung mdglicher Signaltransduktionskomponenten der RES-Oxylipine. So konnte
gezeigt werden, dass der putative OPDA-Rezeptor Cyclophilin 20-3 sowie sein
Interaktionspartner, das Protein Serin-Acetyltransferase 1, keine Bedeutung in der
Regulation von Hitzeschockgenen durch RES-Oxylipine haben. Die Hitze-
Masterregulatoren HSFAL a,b,d (und e) jedoch sind fur die Induktion der Hitzeschockgene
HSP101, HSP26.5 und HSFA2 durch RES-Oxylipine essentiell und fir DREB2A zumindest
teilweise notwendig. Dennoch spielt der durch Hitze induzierbare Transkriptionsfaktor
HSFA2 in der Signaltransduktion von  RES-Oxylipinen  (beziiglich  der
Hitzeschockgeninduktion) keine Rolle.

Durch ein Screening strukturell verschiedener RES hinsichtlich ihrer Induktion von HSP101
konnte geklart werden, dass nicht die Anwesenheit einer a,-ungesattigten Carbonylgruppe,
sondern vielmehr die Eigenschaft der Elektrophilie fir die Induktion des HSP101
verantwortlich ist. Auch das RES Sulforaphan vermittelt, wie die RES-Oxylipine OPDA und
PGA;, die Induktion der Hitzeschockgene tiber die HSFAL-Transkritionsfaktoren.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Quantifizierung der endogenen Oxylipine
in zehn Tage alten Arabidopsis-Keimligen nach einer Hitzebehandlung unter Kurztag-
Lichtbedingungen. Weder wahrend eines kurzzeitigen Hitzestresses (bis zu 8 h) noch
wéhrend einer langerfristigen Hitzebehandlung (bis zu 7 Tage) steigt der Gehalt des
RES-Oxylipins OPDA signifikant an. Das non-RES-Oxylipin Jasmonséure hingegen
akkumuliert transient (Maximum 2 h nach Beginn eines Hitzestresses) und signifikant,
allerdings ist dieser Anstieg in seiner Starke (13fach) nicht vergleichbar mit einer
Akkumulation beispielsweise nach Verwundung (hier ist ein 1000facher Anstieg mdglich).
In weiteren Experimenten wurde eine mogliche Korrelation der endogenen Oxylipin-
Akkumulation (verursacht durch Verwundung oder osmotischen Stress) mit der
Genexpression von Hitzeschockgenen untersucht. Trotz erhéhten endogenen Gehalts der
Oxylipine OPDA und JA in Col-0 zeigt sich in der HSP101-Genexpression kein Unterschied
zur dde2-Mutante, welche keine Jasmonate aufweist. AulRerdem sind keine Unterschiede in
der HSP101-Expression nach 1h bei 37 °C zwischen Col-0 und der JA-defizienten
opr3-Mutante bzw. der JA- und OPDA-defizienten dde2-Mutante zu beobachten.
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Zur Aufklarung der Frage, ob RES-Oxylipine durch ihre Induktion von Hitzeschockgenen
eine chemisch induzierte Thermotoleranz vermitteln, wurde die Akklimatisierungsphase, in
der Hitzeschockgene durch moderate Hitze (37 °C) induziert werden, durch die Behandlung
mit RES-Oxylipinen oder HSP90-Inhibitoren ersetzt. Jedoch flihrte keine der exogen
zugegebenen Substanzen zu einer Thermotoleranz der getesteten Keimlinge. Zur weiteren
Bestétigung der Annahme, dass die RES-Oxylipine OPDA und PGA: bzw. die Jasmonate
keine Rolle in der Thermotoleranz von Arabidopsis thaliana spielen, wurde eine funktionelle
Untersuchung verschiedener Thermotoleranz-Assays mit der Jasmonat-defizienten
dde2-Mutante sowie des Wildtypes durchgefiihrt. Auch hier sind keine Unterschiede zu
beobachten: In keiner der durchgefiihrten Thermotoleranz-Assays konnte eine (im Vergleich
mit dem Wildtyp) verringerte erworbene Thermotoleranz der Jasmonat-defizienten
dde2-Mutante gezeigt werden.

Mittels dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die RES-Oxylipine OPDA und PGA: keine
biologische Relevanz in der Ausbildung der Thermotoleranz von Arabidopsis thaliana
haben, trotz einer sehr starken Induktion von Hitzeschockgenen, welche dennoch viel
geringer ist als die Hitze-vermittelte Genexpression der Hitzeschockgene. Da
Hitzeschockproteine auch durch viele andere Stressoren wie oxidativem Stress oder
Schwermetall-Stress induziert werden, konnte die biologische Relevanz der RES-Oxylipin-
vermittelten Induktion der Hitzeschockgene hier zu finden sein. Des Weiteren ist auch der
Mechanismus der RES-Oxylipin-vermittelten Signaltransduktion noch nicht aufgeklart

worden.
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Oxylipins are important signalling molecules, which are typically produced during a variety
of biotic and abiotic stresses. Oxylipins are generated by oxygenation of polyunsaturated
fatty acids. This oxygenation can be catalysed by enzymes or non-enzymatically by ROS. In
general, Oxylipins are important in defence processes against various stresses and play an
important role in plant development.

A subgroup of Oxylipins are reactive electrophile species, termed RES-Oxylipins. For
instance, the jasmonic acid precursor 12-oxyphytodienoic acid (OPDA), (E)-2-hexenal or
Phytoprostane A1 (PPA:) are RES-Oxylipins. They are characterized by the presence of an
a,B-unsaturated carbonyl group, which is responsible for their reactivity and biological
activity. But until now, little is known about the signalling pathways and the functions of
this RES-Oxylipins in Arabidopsis thaliana.

Almost half of all (40 %) OPDA-induced genes in A. thaliana are dependent on TGA
transcription factors. However, the OPDA-induced heat shock genes are not dependent on
TGA transcription factors. Furthermore, it has been published that the RES-Oxylipin OPDA
and also the non-RES-Oxylipin jasmonic acid (JA) accumulate during heat (38 °C).
Admittedly, the exogenous application of jasmonic acid on Arabidopsis does not lead to the
induction of heat shock genes.

Aim of this work was to study the in vivo relevance of the RES-Oxylipins OPDA and
Prostaglandine A: (PGA:, an analogue of PPA:) in the heat response of Arabidopsis
thaliana. Additionally, the signal transduction components, which are required for induction
of heat-responsive genes by RES-Oxylipins, should also be clarified.

When comparing heat- and ODA-induced transcriptome data in silico (1 h, 37 °C vs. 4 h,
75 uM OPDA), 30 genes were found to be strongly (more than 3fold) upregulated by both,
moderate heat and OPDA. Performing real time PCR analysis of four representative genes
(HSP101, HSP26.5, DREB2A, HSFA2) confirms this result. However, there is a great
difference between the strength and the kinetic of the induction by OPDA or heat,
respectively. Moderate heat (37 °C) induces the gene expression much stronger and faster
than OPDA or PGA: (induction by RES-Oxylipins is under 10 % of the induction by heat,
except DREB2A).

Gene expression analysis with different signal transduction mutants were important to reveal
the (TGA-independent) signalling pathway of RES-Oxylipins. The putative OPDA-receptor

Cyclophilin 20-3 and its interacting protein, the serin acetyltransferase 1 are not required for
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the upregulation of heat shock genes by RES-Oxylipins. But the results also clearly indicate
that the master regulators of heat shock, HSFA1 a,b,d (and e), are essential for induction of
HSP101, HSP26.5 and HSFA2 by RES-Oxylipins and at least partial necessary for the
induction of DREB2A. The heat-inducible transcription factor HSFA2 plays no role in the
signalling pathway of RES-Oxylipins (inducing heat shock genes).

A screening of structural different RES could show, that the electrophilic property itself and
not the presence of an o,B-unsaturated carbonyl group is important for the induction of
HSP101. The RES Sulforaphane induces the heat shock genes via the HSFA1 transcription
factors, like the RES-Oxylipins OPDA and PGA:.

The quantification of endogenous oxylipins in 10 day old Arabidopsis seedlings during heat
(under light) was another part of this work. Seedlings did not accumulate OPDA in the
response to heat, neither during a short-term (up to 8 h) nor a long-term (up to 7 days) heat
stress. In the case of JA, a transient and significant increase could be detected. In comparison
to an accumulation of JA after wounding (a 1000fold increase is possible), the increase
(13fold) caused by heat treatment is very weak.

A possible correlation between the endogenous Oxylipin accumulation (due to wounding or
osmotic stress) and the induction of heat shock genes was analysed. There is no difference
in the induction of HSP101 during heat between the wild type Col-0, which shows high
levels of oxylipins, and the JA- and OPDA-deficient dde2-mutant, which contains no
oxylipins. Furthermore, the induction of HSP101 during heat (1h, 37 °C) shows no
difference between the Col-0 and the JA-deficient opr3-mutant and the JA- and
OPDA-deficient dde2-mutant, respectively.

To examine the possibility of RES-Oxylipins to confer a chemical induced thermotolerance
in Arabidopsis, a thermotolerance survival assay was performed. The acclimation phase
(37 °C) with the induction of heat shock genes was substituted by treatment with
RES-Oxylipins or HSP90-inhibitors. None of these treatments with RES led to an induced
thermotolerance.

To further confirm the assumption, that the RES-Oxylipins OPDA and PGA: and the
jasmonates, respectively, play no role in the thermotolerance of Arabidopsis thaliana, a
functional approach with different thermotolerance assays was performed. These
thermotolerance assays were performed with the jasmonat-deficient dde2-mutant and the
wild type Col-0. Here again, there are no differences between the two genotypes: there is no
reduced acquired thermotolerance in the jasmonat-deficient dde2-mutant in all tested

thermotolerance assays.
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6 Summary

To sum up, the RES-Oxylipins OPDA and PGA: show no biological relevance in the
thermotolerance of Arabidopsis thaliana. However, they are responsible for a strong
induction of heat shock genes, although this intensity is not comparable with the strength
due to heat treatment. Since heat shock proteins not only accumulate after heat exposure,
this RES-Oxylipin induced heat shock gene induction may be important in another stress or
in general stress adaption responses. Furthermore, until now, the mechanism of the signalling

pathway could not be enlightened.
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8 Anhang

Tabelle 8.1: Beschreibungen und Funktionen der 30 durch OPDA und Hitze
induzierbaren Gene (siehe auch Abschnitt 3.1.1). Diese Information wurden mit Hilfe
der Datenbank ,The Arabidopsis Information Resource (TAIR)* auf
www.arabidopsis.org am 2.3.2016 gefunden (Huala et al., 2001).

ATG- Beschreibung Funktion
Nummer
1 AT3G46230 Member of the class I small heat-shock protein binding
protein (SHSP) family, which accounts
for the majority of sHSPs in maturing
seeds

2 AT5G12030 Encodes a cytosolic small heat shock unfolded protein binding
protein with chaperone activity that is
induced by heat and osmotic stress and
is also expressed late in seed
development

3 AT1G53540 HSP20-like chaperones superfamily unknown

protein; Contains InterPro Domains/s;
Heat shock protein HSP20 (InterPro:
IPR002068), HSP20-like chaperine
(InterPro: IPR008978); Best
Arabidopsis thaliana protein match is:
heat shock protein 17.4 (TAIR:
AT3G46230)

4  AT1G52560 HSP20-like chaperones superfamily molecular function*
protein; INVOLVED IN: response to
high light intensity, response to
hydrogen peroxide, response to heat;
LOCATED IN: mitochondrion;
EXPRESSED IN: 6 plant structures;
EXPRESSED DURING: 4 anthesis,
petal differentiation and expansion
stage; CONTAINS InterPro
DOMAINY/s: Heat shock protein Hsp20
(InterPro:IPR002068), HSP20-like
chaperone (InterPro:IPR008978); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
heat shock protein 21
(TAIR:AT4G27670.1)
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AT4G27670

5

6

7

8

ATG-
Nummer

AT5G12020

AT2G46240

AT4G10250

Beschreibung

Funktion

Encodes Hsp21, a chloroplast located
small heat shock protein. A structure
model of Hsp21, obtained by homology
modeling, single-particle electron
microscopy, and lysine-specific
chemical crosslinking, shows that the
Hsp21 subunits are arranged in two
hexameric discs, rotated by 25 degree
in relation to each other.

17.6 kDa class 11 heat shock protein
(HSP17.611); CONTAINS InterPro
DOMAIN/s: Heat shock protein Hsp20
(InterPro:1PR002068), HSP20-like
chaperone (InterPro:IPR008978); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
heat shock protein 17.6A
(TAIR:AT5G12030.1)

A member of Arabidopsis BAG (Bcl-2-
associated athanogene) proteins, plant
homologs of mammalian regulators of
apoptosis. Expression of BAG6 in
leaves was strongly induced by heat
stress. Knockout mutants exhibited
enhanced susceptibility to fungal
pathogen Botrytis cinerea. Plant BAG
proteins are multi-functional and
remarkably similar to their animal
counterparts, as they regulate apoptotic-
like processes ranging from pathogen
attack, to abiotic stress, to plant
development. The mRNA is cell-to-cell
mobile

Columbia endomembrane-localized
small heat shock protein

unknown

unknown

calmodulin binding,
protein binding

molecular function*
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ATG- Beschreibung Funktion
Nummer
9 AT1G16030 LOCATED IN: cytosol, cell wall, ATP binding
plasma membrane, chloroplast,

membrane; EXPRESSED IN: 19 plant
structures; EXPRESSED DURING: 10
growth stages; CONTAINS InterPro
DOMAIN/s: Heat shock protein 70,
conserved site (InterPro:IPR018181),
Heat shock protein Hsp70
(InterPro:IPR001023), Heat shock
protein 70 (InterPro:1PR013126); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
heat shock protein 70
(TAIR:AT3G12580.1)

10 AT2G29500 HSP20-like chaperones superfamily molecular funtion*
protein; CONTAINS InterPro
DOMAINY/s: Heat shock protein Hsp20
(InterPro:1PR002068), HSP20-like
chaperone (InterPro:IPR008978); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
HSP20-like chaperones superfamily
protein (TAIR:AT1G07400.1)

11 AT1G74310 Encodes ClpB1, which belongs to the ATP binding, ATPase
Casein lytic proteinase/heat shock activity, protein binding
protein 100 (Clp/Hsp100) family.

Involved in refolding of proteins which
form aggregates under heat stress. Also
known as AtHsp101. AtHsp101 is a
cytosolic heat shock protein required
for acclimation to high temperature

12 AT4G12400 Encodes one of the 36 carboxylate unknown
clamp (CC)-tetratricopeptide repeat
(TPR) proteins (Prasad 2010, Pubmed
ID: 20856808) with potential to interact
with Hsp90/Hsp70 as co-chaperones.

13 AT1G54050 HSP20-like chaperones superfamily molecular function*
protein; CONTAINS InterPro
DOMAINY/s: Heat shock protein Hsp20
(InterPro:IPR002068), HSP20-like
chaperone (InterPro:IPR008978); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
heat shock protein 17.6A
(TAIR:AT5G12030.1)
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ATG-
Nummer
14 AT2G32120

15 AT3G08970

16 AT2G47180

17 AT5G52640

18 AT5G48570

Beschreibung

Funktion

INVOLVED IN: protein folding,
response to high light intensity,
response to hydrogen peroxide,
response to heat; LOCATED IN:
cellular_component unknown;
EXPRESSED IN: 23 plant structures;
EXPRESSED DURING: 12 growth
stages; CONTAINS InterPro
DOMAIN/s: Heat shock protein 70,
conserved site (InterPro:IPR018181),
Heat shock protein Hsp70
(InterPro:IPR001023), Heat shock
protein 70 (InterPro:IPR013126); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
heat shock protein 70
(TAIR:AT3G12580.1)

domain protein localized in ER lumen.
Can compensate for the growth defect
in jem1 scj1 mutant yeast. Also shows
similarity to HSP40 proteins and is
induced by heat stress. At high
temperatures, mutant alleles are not
transmitted through the pollen due to
defects in pollen tube growth.

GolS1 is a galactinol synthase that
catalyzes the formation of galactinol
from UDP-galactose and myo-inositol.
GolS1 transcript levels rise in response
to methyl viologen, an oxidative
damage-inducing agent. Plants over-
expressing GolS1 have increased
tolerance to salt, chilling, and high-light
stress.

Encodes a cytosolic heat shock protein
AtHSP90.1. AtHSP90.1 interacts with
disease resistance signaling components
SGT1b and RARL1 and is required for
RPS2-mediated resistance. The mRNA
is cell-to-cell mobile.

Encodes one of the 36 carboxylate
clamp (CC)-tetratricopeptide repeat
(TPR) proteins (Prasad 2010, Pubmed
ID: 20856808) with potential to interact
with Hsp90/Hsp70 as co-chaperones.

ATP binding

oxidoreductase activity

inositol 3-alpha-
galactosyltransferase
activity, metal ion binding,
transferase activity,
transferring hexosyl
groups

unknown

FK506 binding,
calmodulin binding,
peptidyl-prolyl cis-trans
Isomerase activity, protein
binding
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8 Anhang

ATG-
Nummer

Beschreibung

Funktion

19 AT3G24500

20 AT5G05410

21 AT4G36990

One of three genes In A. thaliana
encoding multiprotein bridging factor 1,
a highly conserved transcriptional
coactivator. May serve as a bridging
factor between a bZIP factor and TBP.
Its expression is specifically elevated in
response to pathogen infection, salinity,
drought, heat, hydrogen peroxide, and
application of abscisic acid or salicylic
acid. Constitutive expression enhances
the tolerance of transgenic plants to
various biotic and abiotic stresses.

Encodes a transcription factor that
specifically binds to DRE/CRT cis
elements (responsive to drought and
low-temperature stress). Belongs to the
DREB subfamily A-2 of ERF/AP2
transcription factor family (DREB2A).
There are eight members in this
subfamily including DREB2B. The
protein contains one AP2 domain.
Overexpression of transcriptional
activation domain of DREB2A resulted
in significant drought stress tolerance
but only slight freezing tolerance in
transgenic Arabidopsis plants.
Microarray and RNA gel blot analyses
revealed that DREB2A regulates
expression of many water stress—
inducible genes. The mMRNA is cell-to-
cell mobile.

Encodes a protein whose sequence is
similar to heat shock factors that
regulate the expression of heat shock
proteins. Transcript level is increased in
response to heat shock. However,
overexpression of this gene did not
result in the increase of decrease of heat
shock proteins.

sequence-specific DNA
binding, transcription
coactivator activity,
transcription factor
activity

DNA binding,
transcription regulatory
region DNA binding,
DNA binding, protein
binding, sequence-specific
DNA binding,
transcription factor
activity, sequence-specific
DNA binding

DNA binding
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8 Anhang

ATG-
Nummer
22 AT4G25380

23 AT2G24100

24 AT3G28740

25 AT2G29450

Beschreibung

Funktion

INVOLVED IN: biological_process
unknown; LOCATED IN:
cellular_component unknown;
EXPRESSED IN: 6 plant structures;
EXPRESSED DURING: 4 anthesis,
petal differentiation and expansion
stage; CONTAINS InterPro
DOMAINY/s: Zinc finger, AN1-type
(InterPro:1IPR000058), Zinc finger,
A20-type (InterPro:IPR002653); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
A20/AN1-like zinc finger family
protein (TAIR:AT4G22820.2)

unknown protein; BEST Arabidopsis
thaliana protein match is: unknown
protein (TAIR:AT4G30780.1)

Encodes a member of the cytochrome
p450 family. Expression is upregulated
in response to cis-jasmonate treatment.
Overexpression induces synthesis of
volatile compounds that affect chemical
ecology and insect interactions

Encodes a member of the TAU
glutathione S-transferase gene family.
Gene expression is induced by exposure
to auxin, pathogen and herbicides.
Naming convention according to
Wagpner et al. (2002)

DNA binding, zinc 1on
binding

molecular function*

oxygen binding, heme
binding, iron ion binding,
oxidoreductase activity,
acting on paired donors,
with incorporation or
reduction of molecular
oxygen, NAD(P)H as one
donor, and incorporation
of one atom of oxygen

glutathione binding
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8 Anhang

ATG-
Nummer

26 AT5G59820

27 AT5G04340

28 AT1G64200

29 AT2G23110

Beschreibung

Funktion

Encodes a zinc finger protein involved
in high light and cold acclimation.
Overexpression of this putative
transcription factor increases the
expression level of 9 cold-responsive
genes and represses the expression level
of 15 cold-responsive genes, including
CBF genes. Also, lines overexpressing
this gene exhibits a small but
reproducible increase in freeze
tolerance. Because of the repression of
the CBF genes by the overexpression of
this gene, the authors speculate that this
gene may be involved in negative
regulatory circuit of the CBF pathway.
The mRNA is cell-to-cell mobile

putative c2h2 zinc finger transcription
factor mMRNA

vacuolar H+-ATPase subunit E isoform
3 (VHA-E3); INVOLVED IN: ATP
synthesis coupled proton transport;
LOCATED IN: plasma membrane,
vacuole, mitochondrial proton-
transporting ATP synthase complex;
EXPRESSED IN: 27 plant structures;
EXPRESSED DURING: 17 growth
stages; CONTAINS InterPro
DOMAIN/s: ATPase, V1/Al complex,
subunit E (InterPro:1PR002842); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
vacuolar ATP synthase subunit E1
(TAIR:AT4G11150.1)

Late embryogenesis abundant protein,
group 6; CONTAINS InterPro
DOMAINY/s: Late embryogenesis
abundant protein, group 6
(InterPro:1IPR018930); BEST
Arabidopsis thaliana protein match is:
Late embryogenesis abundant protein,
group 6 (TAIR:AT2G23120.1)

nucleic acid binding, zinc
ion binding

nucleic acid binding,
transcription regulatory
region DNA binding, zinc
ion binding

proton-transporting
ATPase activity, rotational
mechanism

unknown
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8 Anhang

ATG- Beschreibung Funktion
Nummer
30 AT3G28210 Encodes a putative zinc finger protein zinc 1on binding
(PM2)

*Definition der ,,molecular function* laut der Datenbank ,,The Arabidopsis Information
Resource (TAIR)* auf www.arabidopsis.org (2.3.2016):
Elemental activities, such as catalysis or binding, describing the actions of a gene product at

the molecular level. A given gene product may exhibit one or more molecular functions
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