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1 Einleitung

1.1 Der Einsatz von Herbiziden in der Landwirtschaft

Pflanzenschutzmittel sind seit mehr als 60 Jahren ein wesentlicher Bestandteil der modernen

Landwirtschaft. Ihr Einsatz zielt darauf ab, den Kulturpflanzen ein weitgehend ungestörtes

Wachstum zu ermöglichen. Sie verhelfen zu bedeutenden Ertragserhöhungen und sichern den

wachsenden Nahrungsbedarf bei zunehmender Weltbevölkerung. Kulturpflanzen sind einer

Vielzahl von Umwelteinflüssen, wie Trockenheit, Kälte, Hitze, Hagel oder schädlicher

Strahlung ausgesetzt. Zusätzlich zu diesen abiotischen Faktoren können Schädlinge wie

Insekten, Pilze und Unkräuter ihren Ertrag sowie ihre Qualität beeinträchtigen. Im Jahr 2001

beliefen sich die weltweiten Ausgaben für Pestizide auf mehr als 25,7 Milliarden Euro. Etwa

die Hälfte dieser Summe entfiel auf Herbizide. Unkräuter konkurrieren mit den

Kulturpflanzen um die Wachstumsfaktoren Wasser, Nährstoffe und Licht. Unkräuter können

zusätzliche Schäden verursachen, indem sie eine Nahrungsgrundlage für Pathogene bilden,

den maschinellen Erntevorgang erschweren und zu erheblichen Kostenerhöhungen für die

Reinigung des Ernteguts führen. Ohne Unkrautkontrolle können die Ernteerträge bis zum

totalen Ausfall verringert werden. Ziel der agrochemischen Industrie ist es, die Belastung von

Mensch und Umwelt durch Herbizide möglichst zu minimieren. Eine gute Voraussetzung für

die Entwicklung neuer selektiver und effektiver Herbizide ist die Identifizierung der

entsprechenden molekularen Wirkorte – der sogenannten Targets .

Bei der industriellen Suche nach neuen herbiziden Wirkstoffen wurde bis vor wenigen

Jahren die gesamte Pflanze, die eine komplette Targetbibliothek darstellt, als Testsystem

verwendet. Da jedoch die Ansprüche an neue Herbizide hinsichtlich ihrer

Umweltverträglichkeit, Selektivität und Effektivität stetig wachsen, wird der Anteil an neuen

wirksamen Verbindungen, die es bis zur Marktreife schaffen, immer geringer (Berg et al.,

1999). Deshalb war es notwendig, neue Testverfahren zu entwickeln, um den Aufwand und

damit die Kosten für ein neues Produkt zu minimieren. Im Hochdurchsatz- bzw.

Ultrahochdurchsatzscreening (HTS/UHTS) werden chemische Verbindungen unter

Verwendung geringster Mengen (< 1 mg gegenüber > 100 mg für Gewächshausversuche) in

vitro direkt am Targetenzym auf ihre inhibierende Wirkung getestet. Bis zu 100.000

Verbindungen pro Tag können so geprüft werden. Voraussetzung dafür ist jedoch die

Bereitstellung eines Testsystems, eines sogenannten Assays, mit dem sich die Aktivität des

betreffenden Enzyms und damit der Einfluss der Prüfsubstanz auf diese bestimmen lässt.
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Am Anfang steht dabei die Auswahl eines molekularen Targets. Hierbei sind vor

allem Enzyme interessant, die in für die Pflanze essentiellen Stoffwechselwegen aktiv und

möglichst pflanzenspezifisch sind, um potentielle Nebenwirkungen auf Mensch und Tier zu

minimieren. Die Validierung dieser Targets erfolgt z. B. durch „knock out“-Mutanten, in

denen das entsprechende Gen durch Mutagenese oder posttranskriptionales Silencing

ausgeschaltet wird. Abb. 1.1 zeigt die Verteilung der unterschiedlichen Wirkorte der

angewendeten Herbizide für das Jahr 2001 (Klaus Tietjen, nicht veröffentlichte persönliche

Mitteilung).
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Abb. 1.1: Marktanteile der verschiedenen Wirkorte kommerziell erhältlicher Herbizide für das Jahr 2001
(Klaus Tietjen, nicht veröffentlichte persönliche Mitteilung).

Die Tatsache, dass viele herbizide Produkte, darunter die vier meistverkauften

Wirkstoffe Glyphosat, Metolachlor, Atrazin und Paraquat, seit 25 oder mehr Jahren auf dem

Markt sind, führt zu der Vermutung, dass ein großes Potenzial für die Entwicklung

innovativer Produkte im agrochemischen Markt steckt (Ward & Bernasconi, 1999). Viele der

immer noch kommerziell erhältlichen Produkte belasten Mensch und Umwelt durch ihre

Nebenwirkungen. Ein weiteres Argument für ein großes Entwicklungspotenzial ist das

geringe Targetspektrum der bisher verwendeten herbiziden Wirkstoffe. Unter der Annahme,

dass von den ca. 30.000 funktionellen Genen einer Pflanze schätzungsweise 3.000-6.000

Gene mögliche Targets darstellen (Berg et al., 1999), ist mit den bisher rund ein Dutzend

verschiedenen Wirkmechanismen, auf denen die angewendeten Herbizide basieren (Abb. 1.1),

nur ein kleiner Teil des theoretisch Möglichen erschlossen. Die Brauchbarkeit der
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eingeführten Herbizide sinkt zudem aufgrund der Entwicklung von Resistenzen durch deren

wiederholte Anwendung.

1.2 Chloracetanilide, Oxyacetamide und andere Wirkstoffe der HRAC-

Klassen K3 und N

Das sogenannte Herbicide Resistance Action Committee (HRAC,

http://plantprotection.org/hrac/) teilt herbizide Wirkstoffe nach ihren Wirkorten,

Wirkmechanismen („modes of action“), Ähnlichkeiten induzierter Symptome oder

chemischen Klassen ein. Die Wirkorte fast aller kommerziell erhältlichen Herbizide sind

bekannt. Die primären Targets für zwei der wichtigsten Klassen, K3 und N, sind jedoch bis

heute nicht eindeutig identifiziert. Die Herbizide dieser Klassen wurden lediglich anhand der

Ähnlichkeiten ihrer induzierten physiologischen Symptome gruppiert. Die Strukturen einiger

Vertreter dieser Klassen sind in Abb. 1.2 dargestellt. K3 Herbizide sind als Inhibitoren der

Synthese sehr langkettiger Fettsäuren (Very Long Chain Fatty Acids, VLCFAs), bzw. nach

einer älteren Definition als Inhibitoren der Zellteilung beschrieben. Wirkstoffe der Klasse N

gelten nach HRAC-Definition als Inhibitoren der Lipid-Synthese. In Abb. 1.1 sind diese

Klassen vorläufig unter dem Target Fettsäureelongasen zusammengefasst.

Chloracetamide und Chloracetanilide, herbizide Wirkstoffe der HRAC-Gruppe K3,

werden seit fast 50 Jahren zur Bekämpfung von Gräsern und einigen dikotylen Unkräutern im

Pflanzenschutz eingesetzt, ohne dass deren molekulares Target bekannt ist (Hamm, 1974).

Die ersten Handelspräparate im Bereich der Chloracetamide, Allidochlor, Propachlor,

Alachlor und Butachlor, wurden von der Firma Monsanto auf den Markt gebracht.

Chloracetamide und Chloracetanilide werden als Bodenherbizide meist vor dem Auflaufen, in

seltenen Fällen auch nach dem Auflaufen der Kultur angewendet. Die Aufnahme erfolgt

vornehmlich über die Wurzeln und den keimenden Spross. Durch ihre Anwendung wird die

frühe Entwicklung der Pflanzen gehemmt, die morphologischen Wirkungen sind als

Verkrümmungen, Stauchungen und Verdrehungen an jungen Blättern erkennbar (Fuerst,

1987, Hock et al., 1995). In den Jahren 1997/1998 machten Chloracetamide bis zu 50 % der

eingesetzten Herbizide in Getreide in den USA aus. Trotz ihrer weit verbreiteten Anwendung

konnten bislang keine ernsten Resistenzprobleme mit Chloracetamiden in Getreide- und

Sojafeldern beobachtet werden (Böger & Matthes, 2002). Ein Handelspräparat aus der

Stoffklasse der Oxyacetamide, ebenfalls Herbizide der Klasse K3, ist Mefenacet. Es ist gegen

Gräser, insbesondere Hühnerhirsen wie Echinochloa crus galli und Echinochloa oryzincola
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wirksam und wurde 1995 auf ca. 60 % der Reisfläche Japans angewendet (Hock et al., 1995).

Thiolcarbamate, Wirkstoffe der HRAC-Klasse N, werden hauptsächlich über die

unterirdischen Sprossteile von Gräsern aufgenommen. Sie hemmen sowohl die Keimung als

auch das anschließende Sprosswachstum. Thiolcarbamate werden in Reis, Getreide, Mais und

Zuckerrüben zur Gräserbekämpfung eingesetzt. Triallate wird beispielsweise zur Bekämpfung

von Flughafer in Getreide wie Weizen und Gerste in Europa und Kanada verwendet. Dikotyle

Pflanzen zeigen bei den in der Landwirtschaft aufgewendeten Dosierungen keine

ausreichende Empfindlichkeit gegenüber Thiolcarbamaten (Hock et al., 1995).
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Abb. 1.2: Herbizide der HRAC-Klassen K3 und N.
Strukturformeln einiger ausgewählter Verbindungen der Herbizidklassen K3 und N.

Seit vielen Jahren wird die Wirkweise von K3 und N Herbiziden untersucht. Böger et

al. (2000) konnten nachweisen, dass die Behandlung mit einigen dieser herbiziden Wirkstoffe

in betroffenen Pflanzen und Algen zur Hemmung der Biosynthese von sehr langkettigen

Fettsäuren führt. Kürzlich konnte Böger zeigen, dass die in der Hefe Saccharomyces

cerevisiae exprimierte Elongase FAE1 durch das Herbizid Metazachlor gehemmt wird (2003).

Bei Bayer Cropscience wurde ein weiterer Hinweis auf die VLCFA-Elongation als Target

gefunden. Lechelt-Kunze et al. (2003) zeigten, dass die Behandlung mono- und dikotyler

Pflanzen mit einigen Herbiziden, die repräsentativ für die Klassen K3 und N sind, zu

phänotypischen Symptomen führt, die stark dem Phänotyp der Arabidopsis-Mutante
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fiddlehead (fdh) mit einem Defekt in einem putativen VLCFA-Synthese-Gen (Yephremov et

al., 1999; Pruitt et al., 2000) ähneln (s. 1.5).

1.3 Sehr langkettige Fettsäuren (VLCFAs) und ihre Bedeutung für

Pflanzen

VLCFA-Elongasen sind membranständige Enzyme. Sie katalysieren dort die Synthese von

sehr langkettigen Fettsäuren. Das sind laut Definition Fettsäuren mit einer Kettenlänge von

über 18, also 20 bis 30 oder mehr C-Atomen. In Pflanzen erfolgt ihre Synthese hauptsächlich

in epidermalen Zellen. VLCFAs dienen dort der Bildung von Bestandteilen der Kutikula, wie

Kutin, Suberin, epikutikulärem Wachs und anderen Wachsen, die in den Kutin- und

Suberinschichten eingelagert sind (Post-Beittenmiller, 1996). Die Kutikula ist eine der

primären Zellwand epidermaler Zellen aufgelagerte lipophile Schicht aus Kutin und Wachs

(Abb. 1.4), die für die Pflanze essentielle Funktionen erfüllt, indem sie die Diffusion von

Wasser und gelösten Stoffen kontrolliert. Sie bietet Schutz vor zu grossem Wasserverlust und

somit vor Austrocknung, Schutz vor Schädlingen und reflektiert schädliche Strahlung (Post-

Beittenmiller, 1996, Bird & Gray, 2003). Kutin ist ein dreidimensionales Polymer aus

veresterten langkettigen Fettsäuren, Hydroxy- und Epoxyfettsäuren und verwandten

Verbindungen und Glycerin (Mariani & Wolters-Arts, 2000). Kutin dient als Träger der

eingelagerten Wachsfilme, die den Durchtritt hydrophiler Stoffe blockieren. Zusätzlich sind

der Kutikula Wachskristalle aufgelagert, die man als epikutikuläres Wachs bezeichnet. Wachs

besteht aus einer komplexen Mischung von Alkanen, Alkoholen, Aldehyden, Ketonen und

Estern, die allesamt aus langkettigen Fettsäuren abgeleitet sind (Kunst & Samuels, 2003).

Abb. 1.4: Vereinfacht dargestellter Aufbau der Kutikula.

epidermale Zellen

Kutin + Wachs

epikutikuläres Wachs

Kutin + Cellulose + Hemicellulose + Pektin

Kutikula



1 Einleitung

6

VLCFAs sind ebenfalls essentielle Bestandteile von Wachsen in der Tryphinschicht

(auch Pollenkitt genannt) von Pollen (Mariani et al., 2000). Sie sind für eine korrekte Pollen-

Narbe-Erkennung und Befruchtung nötig (Preuss et al., 1993).

Darüber hinaus sind VLCFAs Precursor für andere Wachskomponenten wie Alkane,

primäre und sekundäre Alkohole, Aldehyde, Ketone, Acylester usw. In den meisten Pflanzen

gibt es zwei prinzipielle Wachsbiosynthesewege (Kunst et al., 2003). Primäre Alkohole und

Wachsester werden über den Acyl-Reduktionsweg gebildet, Aldehyde, Alkane, sekundäre

Alkohole und Ketone über den Decarbonylierungsweg.

VLCFAs akkumulieren außerdem als Speicherlipide in Samen, wo sie in

Triacylglyceride oder Wachsester eingebaut werden (Harwood, 1980). In Pflanzen wie in

allen Eukaryoten werden VLCFAs zudem bei der Sphingolipid-Synthese benötigt, speziell für

die Synthese von Ceramiden als Bestandteilen von zellulären Membranen (Lynch, 1993), in

Arabidopsis sind VLCFAs jedoch eher ein geringer Bestandteil von Ceramiden (Uemura et

al., 1995).

1.4 Fettsäureelongasen

Dass die Funktionen von VLCFAs wie unter 1.4 beschrieben vielfältig und essentiell sind,

äußert sich auch in den Phänotypen der bisher bekannten Fettsäureelongase-Mutanten. Die

meisten VLCFA-Elongase-Gene aus Arabidopsis wurden jeweils über die entsprechende

Mutante identifiziert. Die einzelnen Enzyme unterscheiden sich dabei durch die

verschiedenen Gewebe, in denen sie zu unterschiedlichen Zeitpunkten der pflanzlichen

Entwicklung exprimiert werden, und ihre unterschiedlichen Substrate und Produkte.

Arabidopsis FAE1 wird in Samen exprimiert und verlängert dort gesättigte und ungesättigte

Fettsäuren bis zu einer Kettenlänge von 20 bis 22 C-Atomen. Aufgrund der

samenspezifischen Expression von FAE1, die nicht essentiell für das Pflanzenwachstum ist,

unterscheidet sich der fae1-Phänotyp nicht von dem des Wildtyps (James & Dooner, 1990;

Kunst et al., 1992; James et al., 1995; Millar & Kunst, 1997). kcs1-Mutanten haben im

Vergleich zum Wildtyp dünnere Stängel und reagieren empfindlicher auf Trockenheit (Todd

et al., 1999). KCS1 katalysiert die Elongation gesättigter Fettsäuren bis zu einer Kettenlänge

von 26-30 C-Atomen für die Wachs-Biosynthese und wird dabei hauptsächlich in Stängeln,

Blüten, Kotyledonen und Wurzeln exprimiert. KCS2 verlängert gesättigte und ungesättigte

Fettsäuren bis zu einer Länge von 20-24 C-Atomen. Expressionsorte von KCS2 sind
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ausschließlich sehr junge, sich entwickelnde Blätter und Antheren (Clemens & Kunst, 2001).

CUT1 katalysiert vermutlich die Elongation gesättigter Fettsäuren ab einer Kettenlänge von

24 C-Atomen für die Wachsbiosynthese, die Expression erfolgt in epidermalen Zellen von

Stängeln und Schoten (Millar et al., 1999; Kunst et al., 2000). cut1 Kosuppressions-Pflanzen

fehlen die kompletten epikutikulären Wachse der Stängel und Schoten, zudem sind sie

konditionell männlich steril (Millar et al., 1999). Es ist jedoch möglich, dass dieser Phänotyp

aus der Suppression zweier Gene hervorgeht, da das CER60-Gen eine sehr hohe Homologie

zu CUT1 aufweist und somit ebenfalls supprimiert sein könnte (Fiebig et al., 2000).

Heterozygote fiddlehead-Mutanten weisen Fusionen verschiedener Organe und eine

reduzierte Anzahl von Trichomen auf (Lolle et al., 1992), hic-Mutanten zeigen eine

veränderte Stomatadichte bei erhöhten CO2-Konzentrationen (Gray et al., 2000). Die von

FDH und HIC katalysierten Reaktionen sind bisher nicht bekannt. Charakterisierte VLCFA-

Elongasen aus anderen Pflanzen sind FAE1 aus Brassica napus (Han et al., 2001), KCS3 aus

Lesquerella fendleri (Moon et al., 2001), KCS aus Simmondsia chinensis (Lassner et al.,

1996), ZmKCS1 aus Zea mays (Wienand et al., 2000) und FAE2 aus dem Moos Marchantia

polymorpha (Kajikawa et al., 2003).

Im Arabidopsis thaliana-Genom ist eine große Familie von insgesamt 21

Fettsäureelongase-ähnlichen Genen identifiziert worden (Lechelt-Kunze et al., 2003; Kunst et

al., 2003). Auch diese überraschend hohe Anzahl von Elongasen zeigt, dass VLCFAs

wichtige Funktionen für die Pflanze erfüllen. Ihre Vielfalt ist vermutlich darauf

zurückzufühen, dass verschiedene Elongasen unterschiedliche Substrate in unterschiedlichen

Geweben in verschiedenen Entwicklungsstadien der Pflanze verlängern. Einzelne Elongasen

unterscheiden sich somit vermutlich in ihrer Substratspezifität bezüglich der Kettenlänge und

des Sättigungsgrades der Fettsäuren, in dem Gewebe und dem Entwicklungsstadium, in dem

sie aktiv sind. In Tabelle 1.1 sind diesbezügliche Daten, soweit sie bekannt sind, für bisher

bekannte Fettsäureelongasen aus Arabidopsis wiedergegeben. Die hier beschriebenen

Mutationen und ihre phytotoxischen Konsequenzen zeigen das sehr breite Spektrum der

Angriffspunkte durch eine Hemmung der VLCFA-Elongation, eine gute Voraussetzung für

ein Target.
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Tab. 1.1: Bisher charakterisierte Fettsäureelongasen aus Arabidopsis, ihre jeweils katalysierte Reaktion,
der Expressionsort und die physiologische Funktion der entstandenen Produkte.

Elongase katalysierte Reaktion Expressionsort physiologische Funktion

FAE1 C18:0, C18:1 → C20,

C22

Samen Speicherlipide

KCS1 C18:0, C18:1 → C26-

C30

Stängel, Blüte, Wurzeln,

Keimblätter

Wachs

KCS2 C16, C18:0, C18:1 →

C20-C24

sehr junge Blätter,

Antheren

CUT1 C24 → C26-C30? Stängel, Schoten Wachs

HIC Blätter (Schließzellen) Regulation der

Stomatadichte

FDH Epidermis (Meristem)

Sequenzanalysen mit dem Programm BLAST (Altschul et al., 1990) haben gezeigt,

dass FAE-artige Elongasen absolut pflanzenspezifisch sind (Lechelt-Kunze et al., 2003). Dies

ist eine sehr gute Voraussetzung für ein herbizides Target im Hinblick auf Nebenwirkungen

auf Mensch und Umwelt. In Tieren und Pilzen sind es ELO-typische Elongasen, die die

Fettsäure-Verlängerung katalysieren (Toke & Martin, 1996; Oh et al., 1997; Dittrich et al.,

1998; Parker-Barnes et al., 2000; Schneiter et al., 2000; Moon et al., 2001; Roessler et al.,

2003). Deren Sequenzen zeigen keinerlei Homologien zu den pflanzenspezifischen FAE-

Elongasen. Pflanzen besitzen ebenfalls ELO-Elongasen, über diese ist jedoch sehr wenig

bekannt (Zank et al., 2002, Lechelt-Kunze et al., 2003); VLCFAs aus diesem Biosyntheseweg

werden hier vermutlich, wie auch in anderen Eukaryoten, für die Synthese von

Sphingolipiden verwendet.

1.5 fiddlehead und andere Organfusionsmutanten

1992 wurde eine Arabidopsis-Mutante charakterisiert, bei der Fusionen verschiedener Organe,

hauptsächlich Fusionen von Blütenorganen, auftreten (Lolle et al., 1992). Generell sind fast

alle Organe in der Lage, miteinander zu fusionieren, die Häufigkeit ist dabei abhängig von

ihrer Nähe bzw. ihrem Kontakt. Aufgrund der Ähnlichkeit der Form ihrer fusionierten Blüten

mit einem Geigenkopf trägt die Mutante den Namen fiddlehead (Abb. 1.3). Die Fusionen

betreffen ausschließlich epidermale Zellen. Diese haften an ihren periklinalen Zellwänden

aneinander. Eine Fusion der Cytoplasmen der betroffenen Zellen findet nicht statt. Obwohl
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die epidermalen Zellen in ihren antiklinalen Wänden Plasmodesmata ausbilden, kommt es

nicht zu deren Ausbildung zwischen den periklinalen Wänden fusionierter Zellen. Außerdem

ist die Zahl der Trichome bei fdh-Mutanten stark reduziert.

Abb. 1.3: Blüten einer 28 d alten Arabidopsis Wildtyp Pflanze (A) und fiddlehead-Mutante (B)

1999 ist es zwei Arbeitsgruppen fast gleichzeitig gelungen, das für die Mutation

verantwortliche Gen zu charakterisieren (Yephremov et al., 1999; Pruitt et al., 2000). Es

handelt sich hierbei um eine Gensequenz, die hohe Ähnlichkeit zu Fettsäure-Elongase-Genen

aufweist. FDH hat übereinstimmend mit den phänotypischen Merkmalen der Mutante eine

hohe Expressionsrate in Blüten, relativ geringe bzw. kaum nachweisbare Expression in

Blättern und Wurzeln. FDH-Transkripte befinden sich in der L1-Schicht von vegetativem und

Blütenmeristem, in der daraus hervorgehenden Epidermis, sowie in Trichomen. Aufgrund der

Schwierigkeiten, die mit der Solubilisierung und Aufreinigung membranständiger Enzyme

verbunden sind, ist eine biochemische Charakterisierung von FDH bislang jedoch nicht

gelungen, Substrate und Produkte dieses Enzyms sind nicht bekannt.

Außer fiddlehead gibt es mindestens 12 weitere Arabidopsis Organfusionsmutanten

(Krolikowski et al., 2003). lacerata-Mutanten (lcr) weisen hauptsächlich Fusionen von

Rosettenblättern auf, Fusionen der Blütenorgane treten seltener auf. Das LCR-Gen kodiert

eine Cytochrom P450 Monooxygenase, die die ω-Hydroxylierung von Fettsäuren mit einer

Kettenlänge von 12-18 C-Atomen katalysiert (Wellesen et al., 2001). Organfusionen treten

bei hothead-Mutanten (auch ace für adhesion of calyx edges genannt) hauptsächlich während

der Blütenentwicklung, weniger während des vegetativen Wachstums auf (Lolle et al., 1998).

Wie die Mehrzahl von Organfusionsmutanten zeigen auch hth-Mutanten eine erhöhte

Permeabilität der Kutikula sowie Pollen Hydration und Keimung von Wildtyp-Pollen auf

nicht-reproduktiven Pflanzenorganen (Lolle et al., 1997 und 1998; Krolikowski et al., 2003).

BA
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Dass diese Merkmale vermutlich auf veränderte Eigenschaften der Kutikula zurückzuführen

sind, zeigt die Expression einer Kutinase aus Fusarium solani in Arabidopsis thaliana (Sieber

et al., 2000). Transgene Pflanzen weisen die gleichen typischen Merkmale von

Organfusionsmutanten auf.

Es existieren zwei verschiedene Hypothesen zur Erklärung des Auftretens von

Organfusionen. Pruitt et al. (2000) gehen davon aus, dass in fiddlehead-Mutanten eine

Veränderung der Permeabilität der Kutikula dazu führt, dass kleine wasserlösliche

Signalmoleküle zwischen den einzelnen Organen ausgetauscht werden können, was die

Fusion dieser Organe zur Folge hat (Sinha, 2000). Yephremov et al. (1999) dagegen

argumentieren, dass, wäre dies der Fall, es bei den vielen bekannten Wachs-Biosynthese-

Mutanten (McNevin et al., 1993; Jenks et al., 1996; Rashotte et al., 2001) öfter zu

Organfusionsmutanten kommen müsse. Sie schlagen vor, dass aufgrund nicht

auspolymerisierter Bestandteile der Kutikula die epidermalen Zellen der Mutante an ihrer

Oberfläche kleine Moleküle besitzen, die in Wildtyp-Zellen nicht exponiert sind. Sie

spekulieren weiterhin, dass es sich dabei um Adhäsionsmoleküle ähnlich denen der

extrazellulären Matrix von tierischen Zellen handeln könnte. Trotz dieser verschiedenen

Theorien stimmen beide Gruppen jedoch in dem Punkt überein, dass der Organfusions-

Phänotyp auf eine Veränderung der Zusammensetzung der Kutikula zurüchzuführen ist.

1.6 Biosynthese von VLCFAs

In Pflanzen findet die de novo Fettsäuresynthese im Chloroplasten-Stroma statt (Abb. 1.5).

Hier katalysieren 3 verschiedene Fettsäuresynthasen (KASI-KASIII) die Verlängerung von

Acetyl-CoA zu Fettsäuren mit einer Kettenlänge von 16-18 C-Atomen (Kreße, 1999). Die

wachsende Kette ist dabei an ACP (Acyl Carrier Protein) gebunden.
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Cytosol

C2-CoA
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esterase

C16:0-CoA, C18:0-CoA

Acyl-CoA-Synthetase

ER

Elongation

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Fettsäuresynthese innerhalb der Pflanzenzelle.

Der erste Schritt der Fettsäuresynthese besteht in der Übertragung des Acylrestes von

Acetyl-CoA auf ein Cystein-SH der 3-Oxoacyl-Synthase-Komponente und des Malonylrests

von Malonyl-CoA auf die zentrale SH-Gruppe der ACP-Komponente des

Multienzymkomplexes (Abb. 1.6). Es folgt die Kondensation von Acetyl-ACP mit Malonyl-

ACP zu Acetoacetyl-ACP unter gleichzeitiger Decarboxylierung. Dieser Schritt ist

irreversibel. Der nächste Schritt besteht in der Reduktion zu β-Hydroxyacyl-ACP unter

Verwendung von NADPH, worauf eine Dehydratation zu einem 2,3-ungesättigten

Zwischenprodukt (trans-Enoyl-ACP) folgt, das von der Enoyl-Reduktase nochmals reduziert

wird, damit aus Acetyl-CoA ein um zwei C-Atome verlängertes Butyryl-ACP entsteht. Dies

kann in eine neue Verlängerungsrunde eingespeist werden. Auch bei diesem letzten

Reaktionsschritt dient NADPH als Reduktans. Sobald die Verlängerung bis zur Ziellänge

beendet ist, spaltet eine Thioesterase das ACP ab, und es entsteht die freie Fettsäure. Beim

Austritt aus dem Chloroplasten wird sie von einer Acyl-CoA-Synthetase mit CoA verestert.

Die Acyl-CoAs können dann in der Membran des endoplasmatischen Retikulums mit Hilfe

der VLCFAEs weiter verlängert werden.
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Abb. 1.6: Reaktionsablauf der Fettsäuresynthese. Die einzelnen Reaktionsschritte der Kettenverlängerung
sind durch die fortlaufenden Nummern charakterisiert. 1: Kondensation, 2: Reduktion, 3: Dehydratation, 4:
Reduktion

Der Ablauf der Fettsäureelongation entspricht vermutlich im Wesentlichen dem der de

novo Synthese. Kovalent an Coenzym A gebundene gesättigte oder ungesättigte Fettsäuren

mit einer Kettenlänge von 18 C-Atomen kondensieren unter Abspaltung von CO2 mit

Malonyl-CoA zu β-Ketoacyl-CoA, das in den drei folgenden Reaktionen analog zur de novo

Synthese reduziert, dehydriert und nochmal reduziert wird, bis das um zwei C-Atome

verlängerte Acyl-CoA entsteht, das somit eine Kettenlänge von 20 C-Atomen hat (Abb. 1.6).

Dieses kann dann den Zyklus erneut durchlaufen (Fehling & Mukherjee, 1991). Die von den

Fettsäureelongasen katalysierte Kondensationsreaktion ist hierbei wie bei der de novo

Fettsäuresynthese der limitierende Schritt. Und die Kondensation ist auch der Schritt, der von

den sogenannten Elongasen katalysiert wird (Millar & Kunst, 1997). Die Enzyme, die die drei

Folgereaktionen katalysieren, werden wahrscheinlich überall in der Pflanze exprimiert.



1 Einleitung

13

O

H3C(CH2)16 S S

O

CH3+

Stearyl-CoA Malonyl-CoA

CoA CoA
H3C(CH2)16 S

O O

ß-Ketoacyl-CoA

CoA
Kondensation

ReduktionReduktion

DehydrationDehydration

ReduktionReduktion

O

SH3C(CH2)16

Arachidyl-CoA

CoA

Abb. 1.7: Schematische Abbildung der Schritte der kompletten Fettsäureelongation.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den noch immer unbekannten Wirkmechanismus der seit

vielen Jahrzehnten im Pflanzenschutz eingesetzen herbiziden Wirkstoffklassen K3 und N, zu

denen Chloracetanilide, Oxyacetamide und Thiolcarbamate gehören, aufzuklären. Aufgrund

der Arbeiten von Böger et al. (2000 & 2003) und Lechelt-Kunze et al. (2003) ist anzunehmen,

dass die Wirkung dieser Herbizide auf die Hemmung der Synthese sehr langkettiger

Fettsäuren zurückzuführen ist. Obwohl einiges auf den ersten Schritt innerhalb der VLCFA-

Biosynthese, der Kondensation von Acyl-CoA mit Malonyl-CoA, als Target hindeutet, konnte

bis heute nicht eindeutig gezeigt werden, welche der vier Aktivitäten der VLCFA-Elongation

tatsächlich durch K3 und N Herbizide gehemmt wird. Um diese Frage eindeutig beantworten

zu können, wurde das Problem von unterschiedlichen Seiten beleuchtet.

Zum einen sollten verschiedene VLCFA-Elongasen, insbesondere FIDDLEHEAD,

kloniert und in der Hefe Saccharomyces cerevisiae exprimiert werden. Da die Solubilisierung

und Aufreinigung von membrangebundenen Enzymen schwierig ist und im Fall der

Fettsäureelongasen zudem Substrate und Produkte ebenfalls unlöslich sind, sollte die Wirkung

von K3 und N Herbiziden auf die jeweilige Elongase zunächst an transgenen Hefezellen

untersucht werden. Dabei sollte die Fettsäurezusammensetzung von Zellen, die mit und ohne

Herbizid inkubiert wurden, mittels Gaschromatographie/Massenspektrometrie überprüft

werden.
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Der zweite Ansatz beschäftigt sich mit der Fettsäurezusammensetzung von

Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen, fiddlehead-Mutanten und herbizidbehandelten

Pflanzen. Es war zu untersuchen, ob sich die VLCFA-Profile von fiddlehead-Mutanten und

Pflanzen, die zuvor mit Flufenacet behandelt wurden, ähneln und ob im Vergleich mit dem

Wildtyp bestimmte Fettsäuren, die Substrate oder Produkte des mutierten bzw. gehemmten

Enzyms darstellen, entweder akkumulieren oder fehlen.

Da VLCFA-Elongasen interessante herbizide Targets darstellen, wäre es

wünschenswert, in einem Hochdurchsatz-Sreening nach weiteren Inhibitorklassen zu

forschen. Hierfür ist die Bereitstellung des entsprechenden Enzyms und eines geeigneten

Testsystems notwendig. Deshalb sollte versucht werden, eine der exprimierten VLCFA-

Elongasen aufzureinigen und zur Bestimmung ihrer Aktivität einen in großem Maßstab

durchführbaren Assay zu entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Abkürzungen

BCA Bicinchoninic acid

bp Basenpaare

cDNA copy DNA

CoA Coenzym A

CPM 7-Diethylamino-3-(4‘-maleimidylphenyl)-4-methylcoumarin

Da Dalton

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2´-Desoxyribonukleosid-5`-triphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPSP 5-Enolpyrovylshikimat-3-phosphat

FAD Flavinyladenindinukleotid

FAME Fatty acid methylester

His Histidin

HTS High Troughput Sreening

kb Kilobasen

MOPS 3-Morpholinopropansulfonsäure

nt Nukleotide

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure)

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VLCFA Very long chain fatty acid

YNB Yeast Nitrogen Base
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2.2 Nukleinsäuren

2.2.1 Plasmide

pCR����-Blunt II-TOPO���� (Invitrogen): Dieser Vektor wurde zur direkten Klonierung von

PCR-Produkten mittels Topoisomerase I verwendet. Er besitzt ein Kanamycin- und ein

Zeocin-Resistenzgen.

pYES2/CT (Invitrogen): Dieser Vektor wurde zur Expression der Arabidopsis-Gene in der

Hefe Saccharomyces cerevisiae verwendet. Er bietet die Möglichkeit einer C-terminalen

Fusion mit dem V5 Epitop, das zur spezifischen Färbung des exprimierten Fusionsproteins

mit Antikörpern verwendet werden kann, und einem 6x His-Tag, der ebenfalls zur Detektion

mittels Antikörpern, aber auch zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins über

Affinitätschromatographie dienen kann. Als Selektionsmarker zur Transformation von E. coli

besitzt dieser Vektor das Ampicillin-Resistenzgen, zur Selektion der transformierten Hefen

das URA3-Gen als Auxotrophiemarker. pYES2/CT ist ein sogenanntes „high copy plasmid“,

das in einer Kopienzahl von 10-40 pro Zelle vorliegt.

pYES3/CT (Invitrogen): Dieser Vektor unterscheidet sich von dem pYES2/CT-Vektor nur

durch den Selektionsmarker für die Hefe (TRP1 für pYES3/CT) und wurde verwendet, um

zwei Gene gleichzeitig in einem Klon zu exprimieren.

2.2.2 Oligonukleotide

Oligonukleotide für sämtliche PCR-Reaktionen wurden von der Firma Sigma-ARK in

lyophilisierter Form bezogen. Sie wurden zu einer Konzentration von 100 µM in H2O dest.

gelöst und zur Aufbewahrung bei –20 °C gelagert. Die in dieser Arbeit verwendeten

Oligonukleotide sind in folgender Tabelle dargestellt.

Tab. 2.1: Oligonukleotide zur Amplifikation von Genen bzw. Genfragmenten mittels PCR.
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Translationsstartcodons fettgedruckt.
Bezeichnung Sequenz (5‘ 3‘) Gen Schnittstelle

cutaspf GGTACCATGCCTCAGGCAC CUT1 Asp 718 I

cutxbar TCTAGAGAGTTTGACAACTTCG CUT1 Xba I

kcsaspf GGTACCATGGATCGAGAGAGATTAACG KCS1 Asp 718 I

kcsxhor CTCGAGTTGCACAACTTTAACC KCS1 Xho I

fae3aspf GGTACCATGGATGTAGAGC At2g26640 Asp 718 I

fae3xbar TCTAGAGATTGTGGAGACC At2g26640 Xba I
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fae4aspf GGTACCATGAGCCATAACC At5g43760 Asp 718 I

fae4xbar TCTAGACGACGATGTAATGG At5g43760 Xba I

fae5aspf GGTACCATGGACGGTGCCGGAG At1g19440 Asp 718 I

fae5ecor GAATTCAATAACTTAAAGTTACCGGATAC At1g19440 Eco RI

fae6aspf GGATCCATGGAAGCTGCTAATG At2g16280 Asp 718 I

fae6xbar TCTAGAGAAGTCGAGCTTAACC At2g16280 Xba I

fae7aspf GGTACCATGGATGCTAATGG KCS2 Asp 718 I

fae7xhor CTCGAGAAGATCGATCTTAACC KCS2 Xho I

fae8aspf GGTACCATGGTTTTCTTCAAG At2g15090 Asp 718 I

fae8xhor CTCGAGAATATCAATCTCAACC At2g15090 Xho I

fae9aspf GGTACCATGGAAAAAGAGGCAAC At3g52160 Asp 718 I

fae9xhor CTCGAGGAGATTCCATGGGTTG At3g52160 Xho I

fae10aspf GGTACCATGAATCAAACGATAC At5g49070 Asp 718 I

fae10xbar TCTAGAGCCTGGTCTGATATTTG At5g49070 Xba I

fae11aspf GGTACCATGGAATCGAGCTTTC At1g71160 Asp 718 I

fae11xbar TCTAGAAGAAAGAAGCTCTGTCTTC At1g71160 Xba I

fae12aspf GGTACCATGGATCTTCTCTTTC At2g28630 Asp 718 I

fae12xbar TCTAGACATGAAAGCGTCAGG At2g28630 Xba I

fae13aspf GGTACCATGGAGCTCTTCTCAC At5g04530 Asp 718 I

fae13xbar TCTAGAATCAACACGAACGAAGD At5g04530 Xba I

fae14aspf GGTACCATGGATCTTCTTGTTATGC At1g07720 Asp 718 I

fae14xbar TCTAGACATAAATCCTTCGGGCATC At1g07720 Xba I

fae15aspf GGTACCATGTTCATTGCAATGG At3g10280 Asp 718 I

fae15xbar TCTAGAGGTCACGTGAACTGGATAC At3g10280 Xba I

fae16aspf GGTACCATGAATGAGAATCAC At1g04220 Asp 718 I

fae16xbar TCTAGATCGAGATTCCGAGG At1g04220 Xba I

fae17aspf GGTACCATGTCTGATTTCTCG CER60 Asp 718 I

fae17xbar TCTAGATAGTTTAACAACTTCAGG CER60 Xba I

fae18aspf GGTACCATGGATTACCCCATGAAG At4g34250 Asp 718 I

fae18xhor CTCGAGCTCTTTTAAATCTATATCGATC At4g34250 Xho I

hicfullf ATGGTACCATGTTCATTGCAATGGC HIC Asp 718 I

hicfullhisr ATTCTAGAGGTCACGTGAACTGGATAC HIC Xba I

fidffull TATAGGTACCATGGGTAGATCCAACG FDH Asp 718 I

fidfot TATAGGTACCATGTCTCGTCCTCGC FDH Asp 718 I

fidrstop TATCTAGATTAGAGAGGCACAGGGTAA FDH Xba I

fidrhis TATCTAGAGAGAGGCACAGGGTAA FDH Xba I

faefullf ATGGTACCATGACGTCCGTTAACGTCC FAE1 Asp 718 I

faeotf GGTACCATGCGTTCTGTTTATCTCGTTGAC FAE1 Asp 718 I

faefullxhor TACTCGAGGGACCGACCGTTTTGGAC FAE1 Xho I
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2.3 Bakterien- und Hefestämme

E. coli XL 10-Gold���� (Stratagene): TetR (mcrA) 183 (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1

supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F´ proAB lacIq Z M15 Tn10 (TetR) Amy CamR]*.

Dieser Stamm wurde zur Klonierung der Arabidopsis-Gene in die pYES-Vektoren (s. 2.2.1)

verwendet.

E.coli TOP10 (Invitrogen): F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ M15 lacX74 deoR

recA1 araD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG. Der Stamm wurde

standardmäßig für die Transformation von PCR-Produkten im pCR�-Blunt II-TOPO�-Vektor

benutzt.

S. cerevisiae INVSc1 (Invitrogen): his3∆1/his3∆1 leu2/leu2 trp1-289/trp1-289 ura3-52/ura3-

52. Zur heterologen Expression der Arabidopsis-Gene wurde der Hefestamm INVSc1

verwendet. INVSc1 ist ein diploider Stamm, der auxotroph für Histidin, Leucin, Tryptophan

und Uracil ist.

2.4 Pflanzenmaterial und Anzucht

Arabidopsis thaliana (L) Heynhoe cv Columbia (Col-0) der Firma Lehle Seeds (Texas, USA)

und Transposon-induzierte Arabidopsis fiddlehead-Mutanten (Samen wurden

freundlicherweise von A. Yephremov, MPI für Züchtungsforschung, Köln, zur Verfügung

gestellt) wurden im Gewächshaus bei 22 °C und maximal 15000 Lux kultiviert.

2.5 Medien

2.5.1 Bakterienmedien

LB-Medium wurde zur Anzucht von E. coli bei 37 °C verwendet.

Bacto-Trypton 10 g/l

Hefeextrakt 5 g/l

NaCl 5 g/l

pH 7,5

Für die Herstellung von Agarplatten wurden 15 g/l Agar zugegeben. Nach Bedarf wurden

nach dem Autoklavieren folgende sterilfiltrierte Antibiotika zugefügt:
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Tab. 2.2: Antibiotikakonzentrationen

Antibiotikum Endkonzentration

Blasticidin 100 µg/ml

Carbenicillin 100 µg/ml

Kanamycin 30 µg/ml

SOC-Medium wurde zur Regeneration der E. coli-Zellen nach dem Hitzeschock während der

Transformation verwendet.

Trypton 2 %

Hefeextrakt 0,5 %

NaCl 10 mM

KCl 2,5 mM

MgCl2 10 mM

MgSO4 10 mM

Glucose 20 mM

2.5.2 Hefemedien

SC-Minimalmedium wurde für die selektive Anzucht transgener S. cerevisiae-Zellen

verwendet.

Yeast Nitrogen Base 6,7 g/l

Yeast Synthetic Dropout Medium Supplements Without Uracil (Tryptophan) 1,92 g/l

Glukose 2 %

Das oben beschriebene Medium dient der Anzucht transgener Hefezellen. Für die Herstellung

von Medium zur Induktion der Proteinexpression in diesen Zellen werden statt Glukose 2 %

Galaktose und 1 % Raffinose verwendet. Für die Herstellung von Agarplatten werden 20 g/l

Agar zugegeben.

YPAD-Medium ist ein Hefevollmedium und wurde für die Herstellung kompetenter

Hefezellen verwendet.

Hefeextrakt 10 g/l

Pepton 20 g/l

Glukose 20 g/l

Adenin 40 mg/l
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2.6 Chemikalien und Enzyme

2.6.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien bei den Firmen Sigma oder Merck

bezogen.

Agar Difco

Agarose Biozym

Coomassie Brilliant Blue LKB

CPM Molecular Probes

di-Natriumhydrogenphosphat-12-hydrat Riedel-de-Haen

Heptan Fluka

Kanamycin Serva

Natrium-di-hydrogenphosphat Riedel-de-Haen

Natriumdodecylsulfat Serva

PEG 1000 Aldrich

Rinderserumalbumin (BSA) Fluka

Salzsäure 37 % Riedel-de-Haen

Triton X 100 Serva

2.6.2 Enzyme

Pfu Turbo� DNA Polymerase Stratagene

Quick T4 DNA Ligase (Quick Ligation Kit) New England Biolabs

Restriktionsendonukleasen Roche

Shrimp alkaline posphatase USB

2.7 Klonierungen und Plasmidkonstruktionen

Anhand der bekannten Sequenz der Elongase FAE1 (James et al., 1995) wurde mit Hilfe des

Programmes BLAST (Altschul et al., 1990) in der TIGR (The Institute for Genomic

Research) Arabidopsis thaliana Datenbank (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/ath1.shtml)

nach weiteren Elongasen gesucht. Zusammen mit FAE1 und FIDDLEHEAD wurden

insgesamt 21 Sequenzen mit hoher Homologie (E-Wert: 2,2e-152 – 8,8e-71) gefunden, die

putative bzw. bereits charakterisierte Elongasen darstellen. Sie sind in der Tabelle 2.3

aufgelistet:
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Tab. 2.3: Putative und charakterisierte Elongasen aus Arabidopsis thaliana.

A. thaliana Chromosom Lokus* Name

At1g68530 CUT1/CER6

At2g26250 FDH

At2g46720 HIC

At1g01120 KCS1

At4g34520 FAE1

At2g26640

At5g43760

At1g19440

At2g16280

At4g34510 KCS2

At2g15090

At3g52160

At5g49070

At1g71160

At2g28630

At5g04530

At1g07720

At3g10280

At1g04220

At1g25450 CER60

At4g34250 CUT1

*Release 4.0 der Arabidopsis Genom Annotation TIGR Datenbank

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/ath1.shtml)

Zur Klonierung der 21 Elongasen wurden diese jeweils mit den entsprechenden

Oligonukleotiden (s. Tab. 2.1) aus einer Arabidopsis thaliana cDNA (s. 2.8.2) mittels PCR (s.

2.8.3) amplifiziert und in den pCR�-Blunt II-TOPO�-Vektor (s. 2.8.5) subkloniert. Durch die

Wahl der Oligonukleotide wurden die jeweiligen Restriktionsschnittstellen eingefügt.

Anschließend wurden die Gene mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen aus dem

TOPO-Vektor geschnitten, mittels Gelextraktion (2.8.4) aufgereinigt und in den mit den

gleichen Enzymen geschnittenen und dephosphorylierten Hefe-Expressionsvektor pYES2/CT

(bzw. pYES3/CT) ligiert (s. 2.8.6.2). Alle Gene wurden mit einer C-terminalen Fusion mit

einem 6x Histidin-Tag, der eine spätere Immunodetektion und Aufreinigung des exprimierten

Proteins ermöglicht, kloniert. Das FIDDLEHEAD-Gen wurde mit den Oligonukleotiden

fidffull und fidrstop zusätzlich ohne His-Tag kloniert.
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Mit dem Programm DAS (Cserzo et al., 1997, http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/)

wurde die Lage der Transmembrandomänen von FAE1 und FIDDLEHEAD abgeschätzt, um

die beiden Proteine verkürzt um die jeweiligen Transmembrandomänen eventuell in löslicher

Form zu exprimieren. Dazu wurden die Oligonukleotide faeotf und faefullxhor für FAE1 und

fidfot und fidrhis für FIDDLEHEAD konstruiert. FAE1 wurde damit N-terminal um 76

Aminosäuren verkürzt exprimiert, wobei statt dessen am N-Terminus ein Methionin-,

Arginin- und Serinrest eingefügt wurden, FIDDLEHEAD wurde um 115 Aminosäuren

reduziert, hier wurde am N-Terminus ein Methioninrest als Translationsstart eingefügt.

2.8 Methoden der Präparation und Analyse von Nuklein- und

Ribonukleinsäuren

2.8.1 Gesamt-RNA-Isolierung

Die Isolierung der gesamt-RNA aus 4 Wochen alten Arabidopsis thaliana-Pflanzen erfolgte

mit dem RNeasy Plant Mini Kit der Firma Qiagen gemäß den Herstellerangaben. Hierbei wird

das Pflanzenmaterial zunächst in einem Guanidin-Isothiocyanat enthaltenden Puffer, der

sofort RNasen inaktiviert, lysiert und homogenisiert. Zur Bindung der RNA wird eine Silika-

Gel Membran eingesetzt. RNA-Stränge ab einer Gesamtlänge größer als 200 nt werden bei

dieser Prozedur isoliert.

2.8.2 cDNA-Synthese

Die zu klonierenden Arabidopsis-Gene wurden zunächst von einem cDNA-Einzelstrang

amplifiziert. Die Synthese der cDNA aus aufgereinigter RNA erfolgte mit dem First-Strand

cDNA Synthesis Kit der Firma Amersham Pharmacia Biotech nach Herstellerangaben. Die

Erststrangsynthese wird dabei von der Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) reversen

Transkriptase unter Verwendung eines Thymin-Oligonukleotids (Not I-d(T)18) katalysiert. Die

entstandenen RNA:cDNA Doppelstränge wurden direkt für die Amplifikation mittels PCR

verwendet.

2.8.3 PCR

Mit dem Verfahren der PCR (Saiki et al. 1988) ist es möglich, geringste Mengen bestimmter

Nukleotidsequenzen enzymatisch zu amplifizieren. Die Vorgänge bei der PCR ähneln dem

Reaktionsablauf der natürlichen Replikation. Dabei synthetisiert eine hitzestabile DNA-
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Polymerase von einem synthetischen Oligonukleotid (Primer) aus einen neuen Strang an einer

einzelsträngigen DNA-Matrize. Durch die Wahl eines gegenläufig orientierten Primerpaares

kann gezielt die DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfältigt werden.

Zur Amplifikation der Arabidopsis-Gene aus den während der cDNA-Synthese

produzierten RNA:cDNA Doppelsträngen wurde die Pfu Turbo DNA Polymerase der Firma

Stratagene gemäß den Herstellerangaben verwendet. Primer wurden in einer

Endkonzentration von 4 µM eingesetzt, pro PCR-Ansatz wurden 100 ng cDNA verwendet.

Die PCR wurde mit folgendem Temperaturprogramm im Mastercycler Gradient der Firma

Eppendorf durchgeführt, wobei die Anlagerungstemperatur der Primer mit dem Programm

Oligo Calculator (http://www.microbiology.adelaide.edu.au/learn/oligcalc.htm) berechnet

wurde:

Denaturierung 95 °C für 60 s

Denaturierung 95 °C für 15 s

Anlagerung 50-65 °C für 30 s 30 Zyklen

Synthese 72 °C für 60 s pro kb

Auffüllreaktionen 72 °C für 10 min

2.8.4 Reinigung von Nukleinsäuren

Die Reinigung und Aufkonzentration von Nukleinsäuren erfolgte entweder durch

Ethanolfällung (Sambrook et al. 1989) oder mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit der

Firma Qiagen. Prinzip dieses Systems ist die Adsorption der DNA an eine Silika-Gel

Membran in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen, während Verunreinigungen die Säule

passieren. Zur Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen wurde das NucleoSpin® Extract 2 in

1 Kit der Firma Macherey-Nagel verwendet. DNA-Moleküle werden dabei ebenfalls in

Gegenwart hoher Salzkonzentration an eine Silika-Membran gebunden. Verunreinigungen

wie Agarose, Ethidiumbromid etc. werden während der Waschschritte entfernt.

2.8.5 Direkte Klonierung von PCR-Produkten

Für die direkte Klonierung von PCR-Produkten wurde der pCR�-Blunt II-TOPO-Vektor der

Firma Invitrogen verwendet. Dieser kommerziell erhältliche Vektor wird linearisiert geliefert

mit einer kovalent an seine 3´-Enden gebundenen Topoisomerase I aus dem Vaccinia Virus.

Diese Topoisomerase I besitzt eine zusätzliche Ligaseaktivität, die es ermöglicht, PCR-
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Produkte innerhalb von 5 min bei Raumtemperatur mit dem pCR�-Blunt II-TOPO-Vektor zu

ligieren. Zusätzlich erlaubt dieser Vektor die direkte Selektion rekombinanter Klone durch die

Ligation in das für E. coli letale ccdB-Gen (Bernard et al., 1994). Zellen, die den nicht-

rekombinanten Vektor enthalten, sterben somit ab. Die Anwendung erfolgte nach den

Herstellerangaben.

2.8.6 Enzymatische Modifikationen

2.8.6.1 Restriktionsspaltung

Die jeweilige Restriktionsspaltung wurde nach Herstellerangaben mit dem passenden Puffer

angesetzt. Eine Unit Enzym schneidet 1 µg DNA im korrekten Puffer bei optimaler

Temperatur (meist 37 °C) innerhalb von 60 min. Die meisten Restriktionsendonukleasen

können nach der Spaltung durch eine Erhitzung des Ansatzes für 20 min auf 65 °C inaktiviert

werden.

2.8.6.2 Ligation

Um die zu klonierende DNA mit dem gewünschten Vektor zu verknüpfen, wurde das Quick

Ligation Kit der Firma NEB gemäß den Herstellerangaben verwendet. Die aus mit dem

Bakteriophagen T4 infizierten E. coli-Zellen gewonnene T4 Ligase katalysiert die Bildung

von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3´-Hydroxy- und 5´-Phosphat-Enden

doppelsträngiger DNA unter ATP-Hydrolyse (Weiss et al. 1968).

2.8.6.3 Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung wurde mit Hilfe des von der Firma USB vertriebenen Enzyms

shrimp alkaline phosphatase (SAP) aus der Garnele P. borealis nach Herstellerangaben

durchgeführt.

2.8.7 Plasmid-DNA Präparation

Für die Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde das

NucleoSpin� Plasmid Kit der Firma Macherey-Nagel verwendet. Das System basiert auf dem

Verfahren der alkalischen Lyse (Birnboim et al., 1979) von Bakterien mit anschließender

Bindung der DNA an eine Silika-Membran.
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2.8.8 Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsäuren

Für die Elektrophorese von DNA wurden in dieser Arbeit 0,8 %ige (w/v) Agarosegele

verwendet. Hiermit lassen sich lineare DNA-Fragmente von ca. 0,5-10 kb Länge auftrennen

(Sambrook et al., 1989). Das Gel wurde dazu in eine Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer

(1 l 50-fache Stammlösung: 242 g Tris base, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8)

gegeben, die DNA-Lösung in die Taschen pipettiert und eine Spannung von 100-200 V je

nach Gelgröße angelegt. Die Färbung der DNA erfolgte für ca. 20 min in einem

Ethidiumbromid-Färbebad (1,25 µg/ml). Anschließend wurden die DNA-Banden unter UV-

Licht sichtbar gemacht und mit der Geldokumentationsanlage fotografiert.

2.8.9 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von Expressionskonstrukten wurde von der Firma GATC durchgeführt.

2.9 Transformation von E. coli

Für die Transformation wurden kommerziell erhältliche kompetente E. coli-Zellen der Firmen

Invitrogen (Stamm TOP10) und Stratagene (SoloPack� Gold competent cells) verwendet. Die

Transformation erfolgte jeweils nach Angaben des Herstellers.

2.10 Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae

2.10.1 Herstellung von Träger-DNA

Für die Transformation von Hefezellen wurde zusätzlich zu der zu transformierenden DNA

Lachshoden-DNA als Träger-DNA dazugegeben. Dies steigert die Transformationseffizienz

um ein Vielfaches. Dazu wurde hochmolekulare DNA aus Lachshoden (Sigma) in TE-Puffer

(10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8,0) zu einer Konzentration von 10 mg/ml über

Nacht bei 4 °C gelöst. Die Größe der Fragmente wurde auf einem Agarosegel überprüft. Zur

weiteren Verwendung sollte die Fragmentgröße im Bereich zwischen 1 und 15 kb mit einem

Durchschnitt von 7 kb liegen. Zur Zerkleinerung kann die DNA mittels Ultraschall für 6 mal

5 s behandelt werden.

2.10.2 Herstellung kompetenter Hefezellen

Die Herstellung kompetenter Hefezellen und die anschließende Transformation erfolgten nach

der Methode von Dohmen et al. (1991). 10 ml YPAD-Medium wurden mit dem zu

transformierenden Stamm angeimpft und über Nacht bei 27-30 °C im Schüttler inkubiert. Mit
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dieser Kultur wurden 200 ml YPAD-Medium zu einer OD600 von 0,1 angeimpft (1 - 1,5 ml

Kultur) und bis zu einer OD600 von 1 bei 30°C im Schüttler inkubiert. Die Zellen wurden dann

bei 1800x g in der Untertischzentrifuge für 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml

Lösung A (10 mM Bicine, pH 8,35 (das Einstellen des pH-Wertes erfolgt mit 1N KOH), 1 M

Sorbitol, 3% Ethylenglycol) resuspendiert und zu 200 µl in sterile Reaktionsgefäße

aliquotiert. Die kompetenten Zellen wurden bis zur ersten Transformation mindestens 12 h bei

– 80 °C gelagert und so mehrere Monate aufbewahrt.

2.10.3 Transformation kompetenter Hefezellen

Vor der Transformation wurde die Träger-DNA (s. 3.3.1) für 10 min bei 95 °C denaturiert

und anschließend bis zur Zugabe auf Eis gelagert. Die kompetenten bei – 80°C aufbewahrten

Hefezellen wurden auf Eis gestellt und zügig erst 50 µg Träger-DNA (5 µl einer 10 mg/ml

Stammlösung) und dann 1 – 4 µg Plasmid-DNA auf die gefrorenen Zellen pipettiert. Es folgte

eine Inkubation für 30 – 60 s bei 37 °C im Schüttelthermostat, danach wurden kurz 15 µl 100

mM CaCl2 hinzupipettiert und der Ansatz wurde weitere 2 – 3 min geschüttelt. Nach Zugabe

von 75 µl 100 mM CaCl2 und 1 ml Lösung B (200 mM Bicine, pH 8,35 (das Einstellen des

pH-Wertes erfolgt mit 1 N KOH), 40 % PEG 1000) wurde das Reaktionsgefäß vorsichtig 2 –

3 x invertiert und bei 30 °C 1 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 1 min bei 800x g

in einer Mikrozentrifuge pelletiert, mit 500 µl Lösung C (10 mM Bicine, pH 8,35 (das

Einstellen des pH-Wertes erfolgt mit 1 N KOH), 150 mM NaCl) gewaschen und das Pellet in

200 µl Lösung C resuspendiert. Der gesamte Ansatz wurde auf Selektivmedium für den

entsprechenden Hefestamm ausplattiert und für 2 – 3 Tage bei 30 °C inkubiert.

2.10.4 Expressionskulturen von Saccharomyces cerevisiae

50 ml SC-Minimalmedium mit 2 % Glukose wurden mit einer Einzelkolonie INVSc1 mit

dem gewünschten Konstrukt angeimpft. Über Nacht wurden die Zellen dann bei 30 °C im

Schüttelschrank inkubiert. Die OD600 der Übernachtkulturen wurde bestimmt und daraus das

Volumen der Kultur ermittelt, mit dem 50 ml Induktionsmedium (SC-Medium mit 2 %

Galaktose) zu einer OD600 von 0,4 angeimpft werden müssen. Die bestimmte Menge der

Übernachtkultur wurde in ein steriles Gefäß überführt und bei 1500x g für 5 min bei

Raumtemperatur pelletiert. Die Zellen wurden dann in 50 ml SC-Induktionsmedium

resuspendiert und bei 30 °C über Nacht im Schüttelschrank inkubiert.
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2.10.5 Zellaufschluss im analytischen Maßstab

Um transformierte Hefezellen auf die Expression des gewünschten Proteins hin mittels

Western Blot zu überprüfen, wurde das folgende Protokoll zum Zellaufschluss verwendet.

5 ml Expressionskultur (s. 3.3.4) wurden 5 min bei 1500x g abzentrifugiert und je

einmal mit 500 µl Wasser und Breaking Buffer (50 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 1 mM

EDTA, 5 % Glycerin, vor Gebrauch wurde Fungal/ Yeast Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)

zugegeben) gewaschen. Das Pellet wurde dann in 500 µl Breaking Buffer aufgenommen.

Anschließend wurden 1 g Glasperlen (∅ 0,4-0,6 mm, Braun Biotech) zugegeben. Jeder

Ansatz wurde zehnmal abwechselnd für 1 min gevortext und für 1 min auf Eis inkubiert. Es

folgte eine Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C für 10 min. Der

Überstand wurde dann in ein steriles Gefäß überführt und per SDS-Gel und anschließendem

Western Blot analysiert. Die abzentrifugierten Zelltrümmer wurden in 500 µl

Denaturierungspuffer (100 mM Tris- HCl, 2 % SDS, 8 M Harnstoff) aufgenommen und

ebenfalls über ein SDS-Gel mit anschließendem Western Blot analysiert.

2.10.6 Hefemikrosomen/Solubilisierung

Die Isolation von Hefemikrosomen wurde nach einem modifizierten Protokoll von Ghanevati

und Jaworski (2001) durchgeführt. 400 ml Hefekultur wurden für 5 min bei 3500x g pelletiert

und einmal mit je 50 ml Isolationspuffer (80 mM Hepes-KOH, pH 7,2, 5 mM EGTA, 5 mM

EDTA, 10 mM KCl, 320 mM Saccharose, 2 mM Ascorbinsäure) gewaschen. Das Pellet

wurde anschließend in 25 ml Isolationspuffer aufgenommen und mit 50 g Glasperlen (∅ 0,4-

0,6 mm, Braun Biotech) je 10 x ca. 1 min mit dem Zellzerstörer aufgeschlossen. Alternativ

erfolgte der Aufschluss in drei Durchgängen mit der French Press. Die groben Zelltrümmer

wurden für 10 min bei 1000 g abgetrennt. Der Überstand wurde weiter für 60 min bei

100000x g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert, das Pellet stellt die Mikrosomenfraktion dar

und wurde in 2,5 ml Isolationspuffer mit 20 % Glycerin gelöst. Zur Aufbewahrung können

die Mikrosomen in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei – 80 °C gelagert werden.

Zur Solubilisierung des exprimierten Proteins wurden die Mikrosomen in 2,5 ml

Solubilisierungspuffer (50 mM Natriumphosphat, pH 7,2, 5 % Glycerin, 320 mM NaCl, 0,5-2

% Triton X-100) aufgenommen und durch Sonifizieren (3 x 15 s mit je 1 min Pause bei 20 %

Intensität) oder 1-2-stündiges Rühren bei 4 °C gelöst.
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2.10.7 Plasmid-Minipräparation aus S. cerevisiae

Eine Hefekolonie mit einem Durchmesser von ca. 3 mm wurde in 200 µl Lysispuffer (100

mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 % SDS, 2 % Triton X-100)

resuspendiert. Ein etwa gleiches Volumen Glasperlen (∅ 0,4-0,6 mm, Braun Biotech) und

200 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:23:1) wurden zugegeben und der gesamte

Ansatz für 2 min gevortext. Die Phasen wurden dann 5 min bei 13000 rpm in einer

Mikrozentrifuge getrennt. 90 µl der oberen wässrigen Phase wurden mit Ethanol gefällt, das

Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und anschließend in 20 µl H2O aufgenommen. 5 µl

Plasmid-DNA wurden für die anschließende Transformation von E. coli eingesetzt.

2.11 Allgemeine Methoden zur Präparation und Analytik von Proteinen

2.11.1 Aufreinigung von 6x Histidin markiertem Protein über Ni-NTA-Agarose

Die Aufreinigung von 6x Histidin markiertem Enzym erfolgte über eine „Immobilized-metal

affinity chromatography“ (IMAC, Porath et al. 1975). Hierbei wird jeweils ein zweiwertiges

Nickel-Ion von beispielsweise Nitrilotriessigsäure (NTA) als Chelat immobilisiert (Hochuli et

al. 1989), wobei vier der sechs Liganden-Bindungsstellen von der Nitrilotriessigsäure besetzt

werden. Die übrigen zwei dienen zur Interaktion mit dem 6x Histidin-Rest des markierten

Proteins.

2,5 ml solubilisiertes Protein wurden mit 500 µl Ni-NTA-Agarose (Qiagen) für 1 h bei

4 °C unter leichtem Schütteln inkubiert und der Ansatz anschließend in eine Poly-Prep�-Säule

(Bio-Rad) überführt. Das Säulenmaterial wurde zweimal mit jeweils 1,5 ml Waschpuffer (50

mM Natriumphosphat, pH 7,2, 320 mM NaCl, 0,5 % Triton X-100, 5 % Glycerin, 20 mM

Imidazol) gewaschen. Die Elution erfolgte in zwei Schritten mit jeweils 500 µl Elutionspuffer

(50 mM Natriumphosphat, pH 7,2, 320 mM NaCl, 0,5 % Triton X-100, 5 % Glycerin, 250

mM Imidazol).

2.11.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.11.2.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Konzentration von gelösten Proteinen erfolgt standardmäßig nach der

Methode von Bradford (1976) mit der Protein-Assay-Lösung der Firma Bio-Rad. Die

Absorption der Ansätze wurde bei 595 nm gegen eine Referenz ohne Protein gemessen. Die
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Proteinmenge wurde anhand einer mit unterschiedlichen BSA Konzentrationen erstellten

Eichgerade ermittelt.

2.11.2.2 Proteinbestimmung mittels BCA-Test

Um die Konzentration von Proteinen in Lösungen mit Detergenzien zu bestimmen, wurde der

gegenüber Detergenzien unempfindliche BCA-Test (Smith et al., 1985) der Firma Pierce nach

Herstellerangaben verwendet. Die Proteinmenge wurde auch hier anhand einer Eichgeraden,

die mit BSA unterschiedlicher definierter Konzentrationen erstellt wurde, ermittelt.

2.11.3 Gelelektrophoretische Trennung von Proteinen

Die Trennung von Proteinen in einem SDS-Polyacrylamidgel erfolgte mit dem NuPAGE-

System der Firma Invitrogen.

65 µl Proteinlösung (10-15 µg Protein) wurden mit 25 µl 4x NuPAGE LDS Sample

Buffer und 10 µl 0,5 M DTT vermischt und der Ansatz für 10 min auf 70 °C erhitzt.

Die NuPAGE 4-12 % Bis-Tris-Gele wurden den Herstellerangaben gemäß vorbereitet.

Dazu wurde der ins Gel eingesetzte Kamm herausgezogen und der Klebestreifen an der

Unterseite entfernt. Die Taschen wurden mit 1x Laufpuffer (20x Stammlösung: 1 M MOPS, 1

M Tris base 69,3 mM SDS, 20,5 mM EDTA) gespült. Anschließend wurden die Gele in die

dazugehörige XCell SureLock� Kammer eingesetzt und diese mit Laufpuffer gefüllt. Die

Geltaschen wurden mit ca. 15-30 µl Probe (je nach Taschengröße) beladen. Die Auftrennung

erfolgte bei 200 V für ca. 50 min.

2.11.4 Coomassie-Färbung von Proteingelen

SDS-Gele wurden zur Färbung der aufgetrennten Proteine für ca. 40 min in Coomassie-

Lösung (0,1 % Coomassie Brilliant Blue, 10 % Eisessig) geschwenkt. Anschließend wurden

sie durch Schwenken in Entfärbelösung (10 % Eisessig, 20 % Ethanol), die mehrfach

ausgewechselt wurde, entfärbt.

2.11.5 Western –Blot

Das Western-Blotting ist ein Verfahren, mit dem elektrophoretisch aufgetrennte Proteine

durch Anlegen einer Spannung aus dem Gel auf eine Membran transferiert und immobilisiert

werden (Towbin et al., 1979). Hier können die Proteine mit ihren spezifischen
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Bindungseigenschaften über Antikörper direkt nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wird

das sogenannte Wet-Blot-Verfahren in Form des NuPAGE®-Western-Systems von Invitrogen

angewendet.

Für ein Gel wurden vier Blotting-Pads und eine Nitrocellulose-Membran mit zwei

Filterpapieren kurz in Transferpuffer äquilibriert, so dass die Blotting-Pads vollständig mit

Transferpuffer getränkt waren und keine Luftblasen mehr enthielten. Anschließend wurde das

Blotting-Sandwich wie folgt aufgebaut:

Abb. 2.1: Aufbau des Western Blot Sandwiches.

Um einen luftblasenfreien Zusammenbau in das NuPAGE® Blot Modul zu gewährleisten,

wurden nach der oberen Lage Filterpapier eventuelle Luftblasen durch vorsichtiges Rollen mit

einem angefeuchteten Glasstab entfernt.

Die Proteine wurden dann für 90 min bei 35 V und einer erwarteten Stromstärke von

ca. 150 mA zu Beginn des Transfers und ca. 110 mA am Ende auf die Membran transferiert.

2.11.6 Immunofärbung eines Western-Blots

Die Nitrocellulose-Membran mit den übertragenen Proteinen (Invitrogen) wurde zur

Absättigung unspezifischer Bindungsstellen 1 h oder über Nacht in Blocking-Puffer (10 mM

Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 3% (w/v) BSA) geschwenkt. Anschließend wurde der erste

Antikörper (anti-Penta-HIS Maus IgG1, MAb, Qiagen) in Blocking-Puffer zu einer

Konzentration von 0,2 µg/ml gelöst und für 1 h oder über Nacht an die Membran gebunden.

Es folgten drei Waschschritte, die Membran wurde zweimal 10 min in TTT- (20 mM Tris-

HCl, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween� 20, 0,2% Triton� X-100) und 10 min in

TBS-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl) geschwenkt. Der zweite Antikörper

(anti-Maus IgG aus Kaninchen, Alkalische Phosphatase konjugiert, Sigma) wurde den

Anoden-Platte

Kathoden-Platte

Gel

Membran

Filterpapier

Blotting-Pads
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Angaben des Herstellers entsprechend verdünnt (1 : 30000) und für 1 h an den ersten

Antikörper gebunden. Anschließend wurde 4 x 10 min mit TTT-Puffer gewaschen. Die

Färbung der Membran erfolgte durch Zugabe des Substrates für die Alkalische Phosphatase,

das entstehende BCIP bildet mit NBT ein unlösliches, blaues Produkt. Dazu wurde eine

SIGMA FAST� BCIP/NBT Buffered Substrate Tablet in 10 ml H2O gelöst und die Membran

bis zum gewünschten Färbegrad in dieser Lösung geschwenkt. Abschließend wurde die

Membran einige Male mit H2O gewaschen und zwischen Whatman-Papier getrocknet.

2.12 Fettsäureanalytik

Um die Fettsäurezusammensetzung von Zellen mittels Gaschromatographie/

Massenspektrometrie zu analysieren, wurden die Fettsäuren nach einer modifizierten Methode

von Browse et al. (1986) zunächst in den entsprechenden Methylester umgewandelt und dann

aus dem biologischen Material extrahiert. Dazu wurden 30 mg lyophilisiertes

Pflanzenmaterial bzw. 50 mg lyophilisierte Hefezellen in einem Glasröhrchen mit

Schraubverschluss mit 1 ml methanolischer HCl (Supelco) mit 5 % (v/v) 2,2-

Dimethoxypropan versetzt. Die Röhrchen wurden anschließend mit Argon gespült, fest

verschlossen und 1 h bei 80 °C inkubiert. Nach dem Abkühlen der Probe wurden 0,3 ml

Heptan und 1 ml 0,9 % NaCl zugegeben. Die Fettsäuremethylester wurden dann durch

Schütteln für 10 min extrahiert. Um die Phasen zu trennen, folgte eine Zentrifugation bei

800x g für 5 min. Die Heptanphase wurde direkt mittels GC/MS analysiert. Der verwendete

Gaschromatograph HP 5890 GC (HP 7673 MSD) der Firma Hewlett-Packard wurde mit einer

0,2 mm Methylsilikon-Säule und Helium als Trägergas betrieben. Folgendes

Temperaturprogramm wurde verwendet: 1 min 50 °C, 12 °C/min, 5 min 320 °C,

Injektortemperatur: 250 °C.

2.13 Bestimmung der Elongase-Aktivität

Die Aktivität der Elongase wurde über den bei der Kondensation von Malonyl-CoA und

Oleoyl-CoA entstehenden freien Coenzym A-Rest bestimmt (Abb. 2.1). Freies Coenzym A

reagiert mit 7-Diethylamino-3-(4‘-maleimidylphenyl)-4-methylcoumarin (CPM) zu einer

fluoreszierenden Verbindung, die bei einer Excitationswellenlänge von 355 nm und einer

Emissionswellenlänge von 460 nm gemessen werden kann. Die von der Elongase katalysierte

Kondensation wurde in einem 25 µl Ansatz mit folgender Zusammensetzung gemessen:

10-200 ng/µl FAE1
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40 mM NaHPO4, pH 7,2

50 µM Acyl-CoA (Oleoyl-CoA)

50 µM Malonyl-CoA

Der Ansatz wurde bei 30 °C inkubiert und anschließend mit 25 µl einer 100 µM CPM-Lösung

in DMSO gestoppt. Zur Reaktion des CPM mit dem während der Kondensation entstandenen

CoA wurde der Ansatz für weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Fluoreszenzmessung

erfolgte bei einer Absorptionswellenlänge von 355 nm und einer Emissionswellenlänge von

460 nm.

O
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N(CH3CH2)2

CH3

O

O
SCoA

O
O

N(CH3CH2)2

CH3

O

O

Malonyl-CoA + Oleoyl-CoA ββββ-Ketoacyl-CoA + CoA-SH
FAE1

CoA-SH +

Abb. 2.2: Assayprinzip zum Nachweis der Aktivität von Fettsäureelongasen
Bei der Kondensation von Malonyl-CoA mit Oleoyl-CoA frei werdendes Coenzym A reagiert mit CPM zu einer
Verbindung, die durch Fluoreszenzmessung nachgewiesen werden kann.
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3 Ergebnisse

Um den Wirkmechanismus von Chloracetaniliden, Oxyacetamiden und anderen herbiziden

Wirkstoffen der Klassen K3 und N (vgl. 1.2) aufzuklären, wurden zwei unterschiedliche

Strategien verfolgt. Zum einen wurden verschiedene Fettsäure-Elongasen aus Arabidopsis

thaliana, die putative Targets dieser Substanzklassen darstellen, kloniert und in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae exprimiert. Transgene Zellen, die eine Aktivität der exprimierten

Elongase dadurch zeigten, dass sie VLCFAs akkumulierten, wurden unter normalen

Bedingungen und unter Zugabe verschiedener Herbizide inkubiert. Im Anschluss wurden die

gesamten Fettsäuren dieser Hefen als Fettsäuremethylester (FAMEs) extrahiert und mittels

GC/MS analysiert. Die FAME-Profile der Hefezellen mit und ohne Hemmstoffinkubation

wurden miteinander verglichen. Bei Hemmung der VLCFA-Synthese sollten diese in den

transgenen Zellen nicht mehr oder nur in geringerem Maße gebildet werden.

Die zweite Strategie befasst sich mit der fiddlehead Arabidopsis-Mutante. Wildtyp-

Pflanze, Mutante und mit dem Herbizid Flufenacet vor Entwicklung der Blüten behandelte

Wildtyp-Pflanzen wurden unter gleichen Bedingungen angezogen, nach 28 d die gesamten

Fettsäuren der jeweiligen Blüten als Methylester extrahiert, mittels GC/MS analysiert und

deren Zusammensetzungen in den unterschiedlichen Pflanzen verglichen.

Da Fettsäureelongasen absolut pflanzenspezifisch sind und die Hemmung ihrer

Aktivität zu letalen Schädigungen der betroffenen Pflanzen führt (Preuss et al., 1993; Todd et

al., 1999; s. auch 1.4), wäre es sehr interessant, im Hochdurchsatzscreening nach neuen

Hemmstoffklassen forschen zu können mit dem Ziel, eventuell noch effektivere Herbizide zu

entwickeln. Hierzu ist es notwendig, das betreffende Enzym in einem funktionellen Assay zur

Verfügung zu stellen. Zu diesem Zweck wurde am Beispiel der Elongase FAE1 versucht,

diese aus der Membran zu solubilisieren, aufzureinigen und einen in vitro Assay zur

Bestimmung der Aktivität von FAE1 zu entwickeln.

3.1 Klonierung und Expression von Fettsäureelongasen aus Arabidopsis

thaliana

Um die Wirkung von K3 und N Herbiziden auf möglichst viele ihrer putativen Targets

untersuchen zu können, wurde versucht, zusätzliche zu den bisher bekannten Fettsäure-

Elongase-Aktivitäten aus Arabidopsis thaliana zu finden. Zu diesem Zweck wurde anhand



3 Ergebnisse

34

der Aminosäuresequenz von FAE1 mit dem Programm BLASTP (Altschul et al., 1990) eine

Suche nach homologen Proteinen in der Arabidopsis TIGR Datenbank

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/ath1.shtml) durchgeführt. In Übereinstimmung mit

früheren Publikationen (Lechelt-Kunze et al., 2003; Kunst et al., 2003) wurden insgesamt 20

Proteine mit hoher Homologie gefunden, unter ihnen die hinsichtlich ihrer Substrate, Produkte

und Expressionsorte bereits gut charakterisierten Elongasen CUT1 (Millar et al., 1999; Kunst

et al., 2000), KCS1 (Todd et al., 1999) und KCS2 (Kunst & Clemens, 2001). Ein Alignment

dieser Elongasen mit dem Programm Multalign (Corpet, 1988,

http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) ist in Abb. 3.1 dargestellt. Die

Aminosäuresequenzen weisen besonders im mittleren und C-terminalen Bereich hohe

Ähnlichkeiten auf, wohingegen der N-terminale Bereich weniger konserviert ist.

Alle 21 Elongase-Gene konnten mittels PCR unter Verwendung von cDNA aus

Blättern und Blüten unter den in 2.8.3 genannten Bedingungen amplifiziert werden. Die PCR-

Produkte wurden zunächst in den pCR�-Blunt II-TOPO� subkloniert, mit den entsprechenden

Restriktionsendonukleasen aus diesem Vektor geschnitten und anschließend in den

pYES2/CT Vektor (Invitrogen) ligiert (s. 2.8.6.2). Unter der Kontrolle des induzierbaren Gal1

Promotors wurden sie dann in dem Saccharomyces cerevisiae Stamm INVSc1 exprimiert (s.

2.10.4). Um die Expression der einzelnen Elongasen durch eine spezifische Färbung mit

Antikörpern (s. 2.11.6) überprüfen zu können und eine einfache Aufreinigung der

exprimierten Elongasen zu ermöglichen, wurde C-terminal jeweils eine für sechs Histidinreste

kodierende Sequenz, ein sogenannter His-Tag, eingefügt. FDH wurde zusätzlich ohne

Histidinreste exprimiert, um eventuell störende Effekte der Reste auf die Aktivität des

Enzyms auszuschließen. Außerdem wurden FDH und FAE1 ohne putative

Transmembrandomänen mit dem Ziel der verbesserten Löslichkeit exprimiert. Die Gene

At2g26640, At2g16280, At3g52160 und At1g71160 konnten auch nach mehreren Versuchen

nicht kloniert werden und wurden deshalb nicht weiter untersucht. Für alle anderen

Konstrukte konnte der Nachweis der Expression mittels Immunodetektion erbracht werden

(Ergebnis nicht dargestellt). Die Menge des exprimierten Proteins war in allen Fällen so

gering, dass sie durch Coomassie-Färbung der auf einem SDS-Gel aufgetrennten

Gesamtproteine (s. 2.11.4 und 2.11.3) der transgenen Hefezellen allein nicht erkennbar war.

Alle detektierten Proteine, auch die Konstrukte ohne putative Transmembrandomänen,

befanden sich nach Aufschluss der Hefezellen und anschließender Zentrifugation bei 16100x

g für 15 min (s. 2.10.5) in der unlöslichen Fraktion.
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Abb. 3.1: Alignment aller 21 mittels BLASTP (Altschul et al., 1990) gefundener VLCFA-Elongasen aus
Arabidopsis thaliana. Rot: Hohe Sequenzübereinstimmung (≥90 %), blau: niedrige Sequenzübereinstimmung
(≥50 %), schwarz: Übereinstimmung ist niedriger als 50 %. Die Raute zeigt den Cysteinrest der katalytischen
Triade, der Pfeil den für die Aktivität essentiellen Histidinrest an (Ghanevati & Jaworski, 2000; Lechelt-Kunze
et al., 2003; s. 4.1)).



3 Ergebnisse

36

3.1.1 Zeitabhängigkeit der Expression

Um die optimalen Bedingungen für die Expression der Elongasen zu ermitteln, wurde an zwei

Beispielen, nämlich der Expression von FDH und FAE1, zunächst die Zeitabhängigkeit der

Menge des exprimierten Proteins bestimmt. Dazu wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0-25

h) nach der Induktion der Kulturen durch Galaktose (s. 2.10.4) Proben entnommen und

anschließend das exprimierte Protein mittels Immunodetektion im Western-Blot (s. 2.11.5)

nachgewiesen (Abb. 3.2). Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die Kinetiken der

Expression von FDH und FAE1 stark ähneln. Nach ca. 3-4 h Induktion konnte in beiden

Fällen erstmals exprimiertes Protein nachgewiesen werden. Die Menge nahm stetig zu, bis bei

6,5 h im Falle von FAE1 bzw. 15 h bei FDH das Maximum erreicht wurde. Dieser Wert blieb

für die nächsten Stunden konstant. Erst ab einer Induktionszeit von 22-24 h nahm die Menge

an exprimiertem Protein wieder leicht ab. Aufgrund dieser Werte wurde die Induktionszeit für

folgende Versuche auf 16-19 h festgelegt.

Abb. 3.2: Western-Blot-Analyse der Zeitabhängigkeit der Expression von FAE1 (A) und FDH (B).
(A): Spuren: 1-5: 1-5 h Induktion, 6: 6,5 h Induktion, 7: 7,5 h Induktion, 8: 9 h Induktion, 9: 14 h Induktion, 10:
16 h Induktion, 11: 19 h Induktion, 12: 21 h Induktion, 13: 25 h Induktion, 14: 0 h Induktion, M:
(B): Spuren: M: 6xHis Protein Ladder (Qiagen) 1: 0 h Induktion, 2: 1 h Induktion, 3-9: 3-9 h Induktion, 10-11:
15-16 h Induktion, 12: 18 h Induktion, 13: 20 h Induktion, 14: 22 h Induktion
Pro Spur wurden 10 µg Protein aufgetragen.

3.2 Bestimmung der Aktivität der klonierten Elongasen mittels GC/MS

Zur Überprüfung der Aktivität der in Saccharomyces cerevisiae exprimierten Elongasen

wurde die Fettsäurezusammensetzung der Hefezellen mittels GC/MS (s. 2.12) analysiert. Es

ist zu erwarten, dass sich das Fettsäureprofil von Zellen, die eine aktive Elongase

exprimieren, im Vergleich zu Kontrollzellen mit dem leeren Vektor hin zu längerkettigen

Fettsäuren verschiebt.
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Nach Induktion der Expression mit Galaktose für 16-19 h (s. 3.2) wurde die Elongase-

Aktivität durch die Analyse der FAMEs der Zellen (s. 2.12) bestimmt. Kontrollzellen, die den

leeren pYES2-Vektor enthalten, zeigten die für Hefe typische Zusammensetzung der

isolierten Fettsäuren (Abb. 3.3 (A)). Gesättigte und ungesättigte Fettsäuren mit einer

Kettenlänge von 16 und 18 C-Atomen stellen den quantitativ größten Teil der gesamten

Fettsäuren dar. Mit der Ausnahme von C26-Säure, die Bestandteil von Sphingolipiden in Hefe

ist, konnten keine längerkettigen Fettsäuren beobachtet werden.

Bei sechs der 17 exprimierten Elongasen traten zusätzlich zu den endogenen

Fettsäuren der untransformierten Hefe sehr langkettige Fettsäuren mit Kettenlängen von 20

bis 30 C-Atomen auf. Die entsprechenden Gaschromatogramme sind in Abb. 3.3 dargestellt.

Abb. 3.3 (A) zeigt eine vollständige Analyse aus Kontrollzellen extrahierter FAMEs. Der

markierte Ausschnitt stellt den Bereich dar, in dem VLCFAs von der GC-Säule eluieren.

Dieser Ausschnitt der Chromatogramme der transgenen Zellen ist jeweils in den Abbildungen

in 3.3 (B) wiedergegeben, der restliche Bereich zeigte sich jeweils unverändert. Drei der

gezeigten Elongase-Aktivitäten konnten auf die bereits charakterisierten Elongasen FAE1,

KCS1 und KCS2 zurückgeführt werden. Alle drei Gene sind bereits in Hefe exprimiert

worden (Millar & Kunst, 1997, Todd et al., 1999, Clemens & Kunst, 2001). Die drei weiteren

Aktivitäten wurden durch die Gene At5g43760, At1g04220 und At1g25450 kodiert, die in der

Datenbank als putative Elongasen mit bisher unbekannter Funktion annotiert sind. Letzteres

Abb. 3.3: Gaschromatographische Analyse der FAMEs der Hefezellen mit funktionell exprimierten

Elongasen.

(A): Vollständiges Gaschromatogramm einer Analyse von gesamten Fettsäuremethylestern aus Saccharomyces
transformiert mit dem leeren Vektor als Kontrolle. Der markierte Bereich stellt den Ausschnitt aus dem
Chromatogramm dar, der in B gezeigt ist.

(B): Die Abbildung zeigt die relevanten Ausschnitte aus den Gaschromatogrammen der transgenen Hefen mit
funktionell exprimierten Elongasen. Die Ausschnitte zeigen den Bereich des Chromatogramms, in dem VLCFAs
mit einer Kettenlänge ab 20 C-Atomen bis zu 30 C-Atomen zu finden sind.
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Gen wurde bereits von Fiebig et al. (2000) als CER60 beschrieben und basierend auf der

hohen Sequenzhomologie zu CUT1 der VLCFA-Biosynthese zugeordnet. Zellen, die mit dem

FAE1-Konstrukt ohne Transmembrandomänen transformiert wurden, zeigten ebenfalls eine

Anhäufung von VLCFAs, die Aktivität des Enzyms war jedoch im Vergleich zu der des

Konstruktes in voller Länge viel geringer, was sich in der Menge der gebildeten VLCFAs

äußerte.

In Zellen, die das FDH-Konstrukt in voller Länge enthielten, konnte keine bedeutende

Akkumulation von VLCFAs beobachtet werden. In Zellen, die FDH ohne His-Tag

exprimieren, wurde eine geringe, gerade noch signifikante Menge C20:1-Säure akkumuliert.

Dies läßt u. a. die Vermutung zu, dass FDH zwar eine sehr geringe Aktivität mit den

endogenen Fettsäuren von Saccharomyces zeigt, das eigentliche Substrat jedoch nicht zur

Verfügung steht.

Abb. 3.4: Gaschromatographische Analysen der FAMEs transgener Hefezellen mit
Bereich der VLCFAs aus den Gaschromatogrammen der FAME-Analysen von Hefezellen mit dem FAE1-
Konstrukt, dem FAE1-Konstrukt ohne putative Transmembrandomänen (FAE1-OT), Kontrollzellen mit dem
leeren Vektor und Zellen mit dem FDH-Konstrukt.

Wie in Tabelle 3.1 zusammengefasst zeigten die transgenen Hefen, die die bereits

charakterisierten Elongasen FAE1, KCS1 und KCS2 exprimierten, die in früheren



3 Ergebnisse

39

Publikationen beschriebenen Elongationsprodukte (James & Dooner, 1990; Kunst et al. 1992;

James et al. 1995; Millar & Kunst, 1997, Todd et al., 1999, Kunst & Clemens, 2001).

Geringfügige Abweichungen der hier aufgeführten Produkte von den bisher gezeigten

Aktivitäten, wie die zusätzlichen Peaks für C24- und C26-Säure bei FAE1, sind vermutlich

auf die Verwendung unterschiedlicher Hefestämme zurückzuführen. Zellen mit dem

At5g43760-Konstrukt zeigten eine Anhäufung von gesättigten Fettsäuren mit Kettenlängen

von 22 bis 26 C-Atomen. Das gleiche Resultat wurde mit Hefezellen erhalten, die At1g04220

exprimieren. Expression von CER60 führte zu einer Anhäufung von gesättigten C26-, C28-

und C30-Fettsäuren. Zusätzlich konnte eine kleine Menge einfach ungesättigte C20-Fettsäure

beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass At5g43760, At1g04220 und At1g25450

(CER60) funktionell in Saccharomyces exprimiert werden und verantwortlich für die

VLCFA-Elongation sind, indem sie mit der Dehydratase und den zwei Reduktasen des Hefe-

Elongasekomplexes zusammenarbeiten. Sie sind in der Lage, endogene Saccharomyces-

Fettsäuren mit Kettenlängen von 16 oder 18 C-Atomen oder 26 C-Atomen als Substrate zu

verwenden und zu den oben genannten Produkten zu verlängern.

Tab. 3.1: Ergebnis der Expression der aufgeführten Elongasen in der Hefe S. cerevisiae.

Elongase Produkte der katalysierten Reaktion

At1g01120 (KCS1) C20:1/C20, C22, C24, C26

At4g34520 (FAE1) C20:1/C20, C22:1/C22, C24:1/C24, C26

At5g43760 C22, C24, C26

At4g34510 (KCS2) C24, C26

At1g04220 C22, C24, C26

At1g25450 (CER60) C20:1, C26, C28, C30

Anhand der Fettsäurezusammensetzung der transgenen Hefe wurden die Produkte der jeweiligen Elongase
ermittelt.

3.3 Sequenzanalyse

Wie bereits unter 3.1 erwähnt, befinden sich alle exprimierten Elongasen nach Zellaufschluss

und anschließender Zentrifugation zur Abtrennung von nicht aufgeschlossenen Zellen und

Zelltrümmern in der Pelletfraktion. Um herauszufinden, ob die drei bisher nicht

charakterisierten Elongasen At5g43760, At1g04220 und CER60 Transmembrandomänen

besitzen, wie bereits anhand der Sequenzen von FAE1 und CUT1 gezeigt werden konnte

(Millar et al., 1999), wurden ihre Aminosäuresequenzen mit dem „DAS transmembrane

prediction server“ (Cserzo et al., 1997, http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) analysiert. Abb.
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3.5 zeigt die Hydrophobizitätsprofile von At5g43760, At1g04220 und CER60. Am N-

Terminus jeder Sequenz befinden sich jeweils zwei Bereiche mit hoher Hydrophobizität, die

weit über dem strikten Grenzwert für eine Transmembrandomäne liegen. Aufgrund dieser

Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass alle drei Proteine wenigstens zwei

Transmembrandomänen besitzen. Die Hydrophobizitätsprofile weisen nicht nur untereinander

eine sehr hohe Ähnlichkeit auf, sondern auch im Vergleich mit den Profilen von FAE1 und

CUT1 (Millar et al., 1999). Die Transmembrandomänen liegen laut dieser Vorhersage für

At5g43760 im Bereich der Aminsosäuren 53-67 und 92-103, bei At1g04220 von 46-60 und

85-100 und bei CER60 von 26-40 und 62-79.

0 100 200 300 400 500 600

1

5

4

3

2

At1g04220

1000 200 300 400 500 600

5

4

3

2

1

At5g43760

Aminosäurerest

D
A

S
pr

of
ile

sc
or

e

0 500400300200100

1

5

4

3

2

CER60

600

Abb. 3.5: Polaritätsdiagramme der neu charakterisierten Elongasen
Dargestellt sind die Polaritäten der einzelnen Aminosäuresequenzen von At1g04220, CER60 und At5g43760.
Die gestrichelte Line stellt den losen Grenzwert für eine Transmembrandomäne bei einem „DAS score“ von 1,7
dar, die durchgezogene den strikten bei einem „DAS score“ von 2,2 (Cserzo et al., 1997).



3 Ergebnisse

41

3.4 Untersuchungen zur Substratspezifität

3.4.1 Fütterung transgener Hefezellen mit verschiedenen Fettsäuren

Da der verwendete Hefestamm INVSc1 nur ein begrenztes Spektrum an unterschiedlichen

Fettsäuren als Substrate für die exprimierten Elongasen besitzt (s. Abb. 3.3 (A)), wurde

versucht, dieses Spektrum durch Zugabe kommerziell erhältlicher Fettsäuren zum Medium zu

erweitern (Sperling et al., 2000; Zank et al., 2000). Bei dieser Strategie wurde davon

ausgegangen, dass die Fettsäuren von den Zellen aufgenommen und mit einem CoA-Rest

verestert werden können. Die Fettsäuren wurden jeweils in einer 5 %igen Lösung von

Tergitol (Sigma) vorgelöst und anschließend in einer Konzentration von 500 µM 15 h vor

Ernte der Zellen zum Medium gegeben. Es konnte für FAE1 exprimierende Hefezellen

gezeigt werden, dass zugegebene C18:2-Säure zu C20:2- und C22:2-Säure verlängert wird.

Zugabe von C18:3-Säure führt zur Akkumulation von C20:3-Säure in FAE1 transgenen

Zellen. Ebenfalls zeigten Zellen mit dem At5g43760-Konstrukt eine Aktivität mit C18:2-

Säure. Die Ergebnisse aller Versuche mit zugefütterten Fettsäuren sind in Tabelle 3.2

aufgeführt. Im Fall von FDH führte dieser Ansatz jedoch nicht zum Erfolg, keine der

zugegebenen Fettsäuren wurde verlängert.

Tab. 3.2: Ergebnisse der Fütterung transgener Hefezellen mit verschiedenen Fettsäuren.

Elongase zugegebene Fettsäuren entstandene Produkte
FAE1 C18:2

C18:3
C20:2, C22:2
C20:3

KCS2 C18:2
C18:3

-
-

At5g43760 C18:2
C18:3

C20:2, C22:2
-

FDH C20:0-C30:0
C20:1-C26:1
C18:3
C20:4
C18:1-12OH

-
-
-
-
-

C16-Disäure -
CUT1 C26

C28
-
-

Die aufgeführten Fettsäuren wurden jeweils in einer Konzentration von 500 µM 15 h vor Ernte der Zellen zu den
transgenen Hefezellen in Medium gegeben.
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3.4.2 Koexpression von FAE1 und FDH

Um sicherzustellen, dass eine Reihe von Fettsäuren in einer für die Elongase FDH

verwendbaren Form vorliegen (s. 4.1), wurden in einem weiteren Ansatz FAE1 und FDH in

Saccharomyces koexprimiert. Dazu wurde FAE1 in den Expressionsvektor pYES3/CT

(Invitrogen) kloniert. Transgene Hefezellen mit dem FDH-Gen in dem pYES2/CT-Vektor

wurden nach dem Protokoll von Dohmen et al. (1991) für die Aufnahme von Fremd-DNA

kompetent gemacht und mit dem FAE1-Gen im pYES3/CT-Vektor transformiert. Diese

doppelt transformierten Hefezellen wurden anschließend auf Minimalmedium ohne Uracil

und Tryptophan ausplattiert und erhaltene Kolonien im gleichen Medium induziert. Eine

FAME-Analyse der so erhaltenen Zellen mittels GC/MS zeigte jedoch keinen Unterschied zu

der Analyse von Zellen, die nur das FAE1-Konstrukt enthielten. Die von FAE1 produzierten

Fettsäuren konnten also von FDH nicht als Substrat verwendet werden.

3.5 Untersuchungen zum Wirkmechanismus von K3 und N Herbiziden

3.5.1 Einfluss von K3 und N Herbiziden auf in Hefe exprimierte Elongasen

Um die Vermutung zu überprüfen, dass die Elongaseaktivität das Target von Herbiziden der

HRAC-Klassen K3 und N darstellt und somit deren Wirkmechanismus aufzuklären, wurden

die sechs transgenen Hefestämme, in denen VLCFAs akkumulierten, in Gegenwart der in

Abb. 1.2 dargestellten herbiziden Wirkstoffe inkubiert. Diese lagen jeweils in einer

Endkonzentration von 100 µM im Medium vor.

Die Fettsäurezusammensetzung von mit Hemmstoff inkubierten transgenen

Hefestämmen wurde anschließend mit der von Zellen, die ohne Hemmstoff inkubiert wurden,

verglichen. Im Fall einer Inhibition der Elongation konnte keine Akkumulation von sehr

langkettigen Fettsäuren mehr beobachtet werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.3

zusammengefasst. Es zeigte sich, dass jede der untersuchten Elongaseaktivitäten durch

verschiedene Wirkstoffe gehemmt werden konnte. Bei der verwendeten Konzentration von

100 µM war die Hemmung in allen Fällen vollständig mit Ausnahme der Hemmung von

CER60 mit Triallate. Umgekehrt wirkte ein Hemmstoff immer gleichzeitig auf mehrere

Elongasen. Im Fall von Flufenacet und Cafenstrole wurde sogar jede in dieser Arbeit getestete

Elongase gehemmt. Durch die Tatsache, dass ein Wirkstoff jedoch nicht immer jede der

gemessenen Elongaseaktivitäten hemmt, konnte damit erstmals bewiesen werden, dass die

von den Elongasen katalysierte Kondensationsreaktion die Aktivität der VLCFA-Elongation
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ist, die durch K3 und N Herbizide gehemmt wird. Die drei Folgereaktionen Reduktion,

Dehydration und Reduktion werden also durch diese Wirkstoffe nicht beeinflusst. Wäre

dieses der Fall, würde man für ein Herbizid entweder eine Wirkung auf alle getesteten

Elongasen oder überhaupt keine Wirkung beobachten. Interessanterweise konnte nur mit

einem der N Herbizide eine relativ schwache Hemmung nachgewiesen werden. Die drei

anderen zeigten keine inhibierende Wirkung auf die hier getesteten VLCFA-Elongasen.

Lechelt-Kunze et al. (2003) konnten nach Behandlung von Arabidopsis und anderen

Pflanzen mit allen in dieser Arbeit verwendeten K3 und N Herbiziden einen Phänotyp ähnlich

dem von fiddlehead-Mutanten (Lolle et al., 1992; Yephremov et al., 1999; Pruitt et al., 2000)

beobachten. Sie führten diese Beobachtung auf die Hemmung der putativen VLCFA-Elongase

FDH zurück. Welche der in dieser Arbeit verwendeten Herbizide unter den gegebenen

Bedingungen bei Arabidopsis Pflanzen den fiddlehead-Phänotyp induzieren, ist in Tab. 3.3 in

der letzten Spalte gezeigt. Es ist zu bedenken, dass es sich hierbei um die Induktion des

Phänotyps unter bestimmten Bedingungen handelt, also eine Momentaufnahme bei

festgelegter Behandlungsart darstellt. Es ist gut möglich, dass die Herbizide, die hier keinen

fiddlehead-Phänotyp induzierten, unter anderen Bedingungen (Anzucht, angewendete

Konzentration, Behandlungshäufigkeit) diese Wirkung zeigen würden.
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Tab. 3.3: Hemmversuche von K3 und N Herbiziden an verschiedenen, in Saccharomyces cerevisiae
exprimierten Elongasen.

HRAC-Klasse Inhibitor FAE1 KCS1 KCS2 CER60 At5g43760 At1g04220 fiddlehead

Phänotyp

K3 Alachlor - + + + + - -

K3 Allidochlor + + + + + + -

K3 Anilofos - + + + + + -

K3 Cafenstrole + + + + + + +

K3 Diphenamide - - - - - - -

K3 Fentrazamide - + + - + - +

K3 Flufenacet + + + + + + +

K3 Napropamide - - - - - - -

N Benfuresate - - - - - - +

N Bensulide - - - - - - -

N Ethofumesate - - - - - - +

N Triallate - - - (+) - - -

Hemmung der VLCFA Elongation mit dem jeweiligen Inhibitor bei einer Konzentration von 100 µM wird durch
ein „+“ angezeigt. In allen Fällen außer der Hemmung von CER60 mit Triallate war die Hemmung bei dieser
Konzentration vollständig. Die letzte Spalte zeigt, ob nach Behandlung von Arabidopsis thaliana mit dem
entsprechenden Herbizid ein fiddlehead-Phänotyp beobachtet werden konnte (Lechelt-Kunze et al., 2003).

3.5.2 Einfluss der Herbizide auf Hefewachstum und endogene VLCFA-Biosynthese

Um zu untersuchen, ob die Inkubation der Hefezellen mit den entsprechenden Wirkstoffen

einen Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat, wurde nach Zugabe der Hemmstoffe die

optische Dichte der Kulturen kontrolliert. Da sich keine Änderungen zu Kulturen ohne

Wirkstoff feststellen ließen, kann davon ausgegangen werden, dass das Wachstum der

Hefezellen durch die Zugabe der Hemmstoffe nicht gestört oder gar inhibiert wurde. Dieses

Ergebnis steht mit der Tatsache im Einklang, dass bei Bayer CropScience nie eine fungizide

Wirkung der hier eingesetzten Herbizide im Screening gefunden wurde (Klaus Tietjen,

persönliche Mitteilung). Ebenfalls wurde die Fettsäurezusammensetzung von

untransformierten Hefen nach Herbizidzugabe kontrolliert, um einen Einfluss der Herbizide

auf die endogene Fettsäuresynthese zu überprüfen. Es stellte sich heraus, dass weder die

Fettsäuresynthese noch die Bildung von endogenen VLCFAs durch die hefeeigenen ELO-

Gene (Toke & Martin, 1996; Oh et al., 1997; Roessler et al., 2003) inhibiert wurde, da das

endogene Niveau von C26 Fettsäure in untransformierten Zellen durch Herbizidzugabe nicht

verändert wurde.
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3.5.3 Konzentrationsabhängigkeit der Hemmung

Um die Konzentrationsabhängigkeit der Hemmung der jeweiligen Elongase durch die

unterschiedlichen Wirkstoffe festzustellen, wurden Kulturen der transgenen Hefen angesetzt

und nach der Induktion der Expression der entsprechende Inhibitor in verschiedenen

Konzentration zugegeben. Anschließend wurden die FAMEs der einzelnen Proben extrahiert

und mittels GC/MS analysiert. Erniedrigt man ausgehend von der anfänglich eingesetzten

Konzentration von 100 µM schrittweise die Konzentration des Inhibitors, erhält man eine

Abhängigkeit der Hemmung von der Wirkstoffkonzentration. Für das Beispiel der Hemmung

von FAE1 mit Flufenacet ist dies in Abb. 3.6 dargestellt. Bis zu einer Konzentration von

7,8*10-8 M konnte eine Hemmung der Aktivität beobachtet werden. Erst bei einer Flufenacet-

Konzentration von 3,9*10-8 M fand gar keine Hemmung der FAE1-Aktivität mehr statt.

Abb. 3.6: Abhängigkeit der Hemmung von der Wirkstoffkonzentration
Dargestellt ist der VLCFA-Bereich der gaschromatografischen Analysen (vgl. Abb. 3.3) von Hefezellen, die
FAE1 exprimieren gehemmt mit den angegebenen Konzentrationen Flufenacet. Als Kontrolle dienen Zellen
ohne Flufenacetzugabe.

Anhand dieses Ergebnisses wurde über die Flächengröße des C24-Säure-Peaks für die

beschriebene Hemmung eine Dosis-Wirkungskurve bestimmt. Sie ist in Abb. 3.7 dargestellt.

Die Fläche der einzelnen C24-Peaks wurde jeweils auf die Fläche des C16:1-Peaks des
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gleichen Chromatogramms normiert, um probenaufarbeitungsbedingte Schwankungen

auszugleichen.

Hemmung von FAE1 mit Flufenacet

Flufenacet Konz. [M]
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Abb. 3.7: Dosis-Wirkungskurve der Hemmung von FAE1 mit Flufenacet.
Die Fläche des Peaks für C24-Säure wurde in jedem Chromatogramm durch die Peakfläche von C16:1 normiert.

3.5.4 Bestimmung von pI50-Werten und Dosis-Wirkungskurven

Als pI50-Wert wird der negative dekadische Logarithmus der Konzentration eines Wirkstoffes

bezeichnet, die benötigt wird, um eine halbmaximale Hemmung zu erzeugen. Um anhand der

unterschiedlichen Peakflächen aus den erhaltenen Chromatogrammen eine Hemmkurve mit

dem dazugehörigen pI50-Wert zu bestimmen, wurde zunächst am Beispiel der Hemmung von

FAE1 mit Allidochlor geprüft, ob jede einzelne Elongation für jede Kettenlänge gleich stark

gehemmt ist. Hierzu wurden die vier verschiedenen Peaks ausgewählt, die die Fettsäuren mit

Kettenlängen von 20, 22, 24 und 26 C-Atomen darstellen. Jede Peakfläche aus jedem

Chromatogramm wurde auf die Peakfläche des C16:1-Säure-Peaks des gleichen

Chromatogramms normiert, um unterschiedliche Ausbeuten der verschiedenen Extraktionen

auszugleichen. Für jeden der vier ausgewählten Peaks wurde die entsprechende Dosis-

Wirkungskurve erstellt und daraus mit Hilfe des Statistikprogrammes Sigma-Plot der pI50-

Wert ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.8 gezeigt. Der pI50-Wert war in allen vier

Bestimmungen annähernd gleich. Das bedeutet, dass jeder Elongationsschritt in gleichem

Maße gehemmt wird und somit jede VLCFA innerhalb eines Chromatogramms zur

Berechnung des pI50-Wertes über die entsprechende Peakfläche verwendet werden kann.
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Abb. 3.8: Dosis-Wirkungskurven der Hemmung von FAE1 mit Allidochlor.
Die vier Dosis-Wirkungskurven, die anhand der unterschiedlichen Hemmungen für den jeweiligen
Elongationsschritt ermittelt wurden, zeigen, dass die pI50-Werte der Hemmungen eines jeden
Elongationsschrittes übereinstimmen.

Als weitere Beispiele wurden die Hemmkurven und dazugehörigen pI50-Werte der

Hemmungen von FAE1 und At5g43760 mit Allidochlor, Cafenstrole und Flufenacet

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.9 und Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Tab. 3.4: pI50-Werte von Allidochlor, Cafenstrole und Flufenacet

Allidochlor Cafenstrole Flufenacet

FAE1 7,1 6,7 7

At5g43760 5,7 6,4 -
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Abb. 3.9: Hemmkurven verschiedener Elongasen, gehemmt mit verschiedenen Verbindungen.

3.6 VLCFA-Analyse von Arabidopsis Wildtyp, fiddlehead-Mutante und

Flufenacet behandelten Pflanzen

Abb. 3.10 zeigt einen Vergleich von Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen mit fiddlehead-Mutanten

und vor der Entwicklung von Blüten mit einer Aufwandmenge von 100 g/ha Flufenacet

behandelten Pflanzen. Ebenso wie die fiddlehead-Mutanten weisen herbizidbehandelte

Pflanzen Fusionen verschiedener Organe auf. Am häufigsten wurden Fusionen innerhalb der

Blütenorgane und verschiedener Blüten untereinander beobachtet. Einzelne Blattfusionen,

Fusionen von Blatt mit Blüte und Blatt mit Stängel traten ebenfalls auf. Zusammengefasst

entspricht der Phänotyp der mit Flufenacet behandelten Pflanzen dem der fiddlehead-

Mutanten.
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Abb. 3.10: Arabidopsis thaliana Wildtyp, fiddlehead-Mutante und mit Flufenacet behandelte Pflanze.
3-4 Wochen alte Arabidopsis thaliana Pflanzen a)-d) fiddlehead Mutante, e) Wildtyp, f)-i) mit Flufenacet
behandelte Pflanzen.

Um die Fettsäurezusammensetzungen von Arabidopsis Wildtyp, fiddlehead-Mutante

und mit Flufenacet behandelten Pflanzen zu untersuchen und miteinander zu vergleichen,

wurden die gesamten Fettsäuren dieser Pflanzen als Fettsäuremethylester wie unter 2.12

beschrieben extrahiert und mittels GC/MS analysiert. Zu diesem Zweck wurde Blütenmaterial

vier Wochen alter Pflanzen verwendet, da die Blüten den Hauptexpressionsort von FDH

darstellen (Yephremov et al., 1999). Der Vergleich einer gaschromatografischen Analyse der

FAMEs des Wildtyps mit der der fiddlehead-Mutante ist in Abb. 3.11 dargestellt. Die

Ausschnitte zeigen den Bereich des Gaschromatogramms, in dem VLCFAs eluieren, da dies

der interessante Bereich für die Analyse ist. Die Pfeile kennzeichnen die sichtbaren

Unterschiede der FAME-Zusammensetzungen der unterschiedlichen Pflanzen.
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Abb. 3.11: Vergleich der Gaschromatogramme der FAME-Analyse von Wildtyp und fiddlehead-Mutante
(Ausschnitt).

Die Unterschiede der Profile beschränken sich auf sehr kleine Peaks. Dies war zu

erwarten, da FDH nur in einem geringen Teil des für die Untersuchung eingesetzten Gewebes

exprimiert wird (s. 1.3). Um diese Unterschiede zu berechnen, wurden die Flächen der

einzelnen Peaks zunächst auf die des C18:3-Säure Peaks normiert, damit unterschiedliche

Ausbeuten der jeweiligen FAME-Aufarbeitungen ausgeglichen werden. Die daraus erhaltenen

Werte für die Mutante wurden durch die des Wildtyps dividiert und in der Abb. 3.12

logarithmisch dargestellt. Eine Zunahme einer bestimmten Stoffwechselkomponente in der

Mutante ist somit als Wert >1 erkennbar, eine Abnahme als Wert <1. Da die hier gezeigten

Werte nur einfach bestimmt sind, wurde zur Kontrolle der Aussagekraft eine unabhänige

Messung mit zwei Proben des Wildtyps durchgeführt. Bei gleicher Auswertung der Daten

befanden sich die erhaltenen Werte bei einer Aussagesicherheit von 96 % im Mittel in einem

Vertrauensintervall von 7 % (maximal 26 %).
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Abb. 3.12: Grafische Darstellung der Zu- und Abnahme verschiedener Stoffwechselkomponenten in
fiddlehead-Mutanten und Flufenacet behandelten Pflanzen im Vergleich mit dem unbehandelten Wildtyp.
Jede Peakfläche wurde zunächst auf die Peakfläche des C18:3-Peaks des gleichen Chromatogramms normiert.
Die so erhaltenen Werte für die Mutante wurden durch die des Wildtyps geteilt und als Zu- oder Abnahme (Wert
größer oder kleiner 1) logarithmisch dargestellt.

Es zeigt sich, dass in dem Bereich, in dem VLCFAs von der Säule eluieren, also

jenseits von Stearylsäure (C18), fiddlehead-Mutanten und mit Flufenacet behandelte Pflanzen

sehr ähnliche Abweichungen im Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Bei einigen

Komponenten ist die Veränderung sehr deutlich (Komponenten (1)-(6), s. Abb. 3.12). Die

Identifizierung dieser Verbindungen erfolgte mittels Massenspektrometrie. Dazu wurde mit

dem jeweiligen Massenspektrum der zu untersuchenden Komponente ein Datenbankvergleich

(Bibliotheken: Wiley 4thEd� John Wiley & Sons, Inc.; MPI Library 17000 (c) Chemical

Concepts, Germany; NIST 62000 � NIST; Steroids 518 � Chemical Concepts; Food

Volatiles 1stEd� TNO Zeist; Bayer-eigene Bibliotheken) mit dem Programm MassLib T

V8.7D durchgeführt. Das Ergebnis dieses Vergleichs zeigt die Referenzspektren mit der

jeweils größten Ähnlichkeit zum untersuchten Massenspektrum in Prozent. Die Ergebnisse für

die Komponenten (1)-(6) sind in Abb. 3.13 dargestellt. Hier sind die Massenspektren der

einzelnen Komponenten dem jeweiligen Referenzspektrum mit der größten Ähnlichkeit
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gegenübergestellt. Die von der Datenbank angegebene Prozentzahl zur Beschreibung der

Ähnlichkeit ist jedoch nicht als absolut zu betrachten, da sie immer von der Qualität des

jeweiligen Spektrums abhängt, die durch die gewählten Einstellungen des Messgerätes und

die Menge der analysierten Substanz bestimmt wird. Anhand dieser und der Ergebnisse einer

präparativen GC/NMR-Analytik, durchgeführt von Herrn Carmelo Scebi (Bayer AG,

Leverkusen), konnten die Komponenten (2)-(4) eindeutig bestimmt werden. Bei Komponente

(2) handelt es sich um eine gesättigte C20-Fettsäure, Komponenten (3) und (4) konnten als

18:2- bzw. 18:1-Dicarbonsäure identifiziert werden. Diese Komponenten zeigten zusammen

mit einer weiteren, weder per Massenspektrometrie noch NMR identifizierbaren Verbindung,

eine Akkumulation um den Faktor 1,33 (für C20-Säure) bis 4,75 (für C18:1-Dicarbonsäure)

gegenüber dem Wildtyp. Zwei weitere Peaks nahmen gegenüber dem Wildtyp auf einen

Faktor von 0,68 bzw. 0,23 ab. Wie anhand der Massenspektren der beiden Peaks ermittelt

werden konnte, handelte es sich bei der Komponente (5) mit 35 %iger Wahrscheinlichkeit um

C18-Cyclopropensäure, bei Komponente (6) um ein Alkan mit der vermutlichen Anzahl von

27 C-Atomen.

Komponente (1)

Komponente (2)

Tetracosanol, 51 %

nicht identifiziert

C20:0

C20:0, 98 %
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Komponente (3)

Komponente (4)

Komponente (5)

Komponente (6)

Abb. 3.13: Massenspektren der in der fiddlehead-Mutante und mit Flufenacet behandelten Pflanzen
akkumulierten und abnehmenden Verbindungen (s. Abb. 3.12). Es ist jeweils das Massenspektrum der zu
untersuchenden Komponente dem Referenzspektrum mit der jeweils größten Ähnlichkeiten in Prozent aus den
verwendeten Bibliotheken (Wiley 4thEd� John Wiley & Sons, Inc.; MPI Library 17000 (c) Chemical Concepts,
Germany; NIST 62000 � NIST; Steroids 518 � Chemical Concepts; Food Volatiles 1stEd� TNO Zeist; Bayer-
eigene Bibliotheken) gegenübergestellt.

C18:2 Dicarbonsäure

C18:3, 45 %

C18:1 Dicarbonsäure

C18:1 Dicarbonsäure,
41 %

Cyclopropensäure

Cyclopropensäure,
35 %

C27 Alkan

C27 Alkan,
98 %
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3.7 Untersuchungen der Organfusionsmutante adhesion of calyx edges

(ace, hothead)

Neben fiddlehead gibt es, wie unter 1.4 erwähnt, weitere Organfusionsmutanten von

Arabidopsis thaliana. Eine dieser Mutanten ist adhesion of calyx edges (ace), auch unter dem

Namen hothead (hth) bekannt (Lolle et al., 1998; Krolikowski et al., 2003). Das ACE-Gen

wurde kürzlich kloniert und anhand der Aminosäuresequenz als FAD enthaltende

Oxidoreduktase charakterisiert. Um die genaue Funktion von ACE im pflanzlichen

Stoffwechsel zu untersuchen, wurde eine Analyse der Fettsäuren als FAME mittels GC/MS

durchgeführt. Da bei ace-Pflanzen ebenso wie bei fdh-Pflanzen hauptsächlich die

Blütenorgane miteinander fusionieren, wurde auch hier Blütenmaterial vier Wochen alter

Pflanzen zur Analyse verwendet, das freundlicherweise von A. Yephremov (MPI für

Züchtungsforschung, Köln) zur Verfügung gestellt wurde. Abb. 3.14 zeigt den Vergleich der

Chromatogramme der FAME-Analysen von ace- und Wildtyp-Blüten, sichtbare

Veränderungen sind durch die Pfeile gekennzeichnet.

Abb. 3.14: Vergleich der Gaschromatogramme der FAME-Analyse von Wildtyp und ace-Mutante.

Die Berechnung der Unterschiede der Größen der einzelnen Peaks erfolgte wie unter

3.6 beschrieben und ist in Abb. 3.15 dargestellt. Der einzige Unterschied zur obigen
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Berechnung ist, dass in diesem Fall die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei

Messungen gebildet wurden.

Abb. 3.15: Grafische Darstellung der Zu- und Abnahme verschiedener Stoffwechselkomponenten in ace-
Mutanten im Vergleich mit dem Wildtyp. Jede Peakfläche wurde zunächst auf die Peakfläche des C18:3-
Peaks des gleichen Chromatogramms normiert. Die so erhaltenen Werte für die Mutante wurden durch die des
Wildtyps geteilt und als Zu- oder Abnahme (Wert größer oder kleiner 1) logarithmisch dargestellt.
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Komponente (2)

Komponente (3)

Komponente (4)

Komponente (5)

C18 ωωωω-Aldehyd FA?

C18:2, 50 %

C18 ωωωω-OH FA

C18 ωωωω-OH FA,
86 %

C20 ωωωω-Aldehyd FA?

12-methyl-C13-Acetal,
44 %

C18:0 Dicarbonsäure

C18:0 Dicarbonsäure,
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Komponente (6)

Komponente (7)

Komponente (8)

Abb. 3.16: Massenspektren der in der ace-Mutante akkumulierten und abnehmenden Verbindungen (s.
Abb. 3.12). Es ist jeweils das Massenspektrum der zu untersuchenden Komponente dem Referenzspektrum mit
der jeweils größten Ähnlichkeiten in Prozent aus den verwendeten Bibliotheken (Wiley 4thEd� John Wiley &
Sons, Inc.; MPI Library 17000 (c) Chemical Concepts, Germany; NIST 62000 � NIST; Steroids 518 �

Chemical Concepts; Food Volatiles 1stEd� TNO Zeist; Bayer-eigene Bibliotheken) gegenübergestellt.

Auch beim Vergleich der ace-Mutante mit dem Wildtyp fallen bestimmte

Komponenten auf, die im Vergleich mit dem Wildtyp akkumulieren und verschieden sind von

den Verbindungen, die in der fdh-Mutante akkumulierten oder abnahmen. Mittels

Massenspektrometrie konnten diese Komponenten als 18:2-ω-OH-Säure (Komponente (3)),

12-Epoxy-11-methoxy-C18:1-Säure (Komponente (6)) und C24-1-Alkanol (Komponente (8))

identifiziert werden. Die stärkste Veränderung gegenüber dem Wildtyp stellt die starke

Abnahme um einen Faktor von 0,32 einer Komponente dar, deren Massenspektrum eine hohe

Ähnlichkeit zu einem Acetal aufweist (Komponente (5)). Es ist sehr gut möglich, dass dieses

Acetal während der Fettsäureaufarbeitung aus einem ω-Aldehyd hervorgegangen ist. Die

12-epoxy-11-methoxy-C18:1

12-epoxy-11-methoxy
-C18:1 41 %

C27 Alkan

C27 Alkan, 96%

C24 1-OH, 96%

C24 1-OH
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Verbindung konnte allerdings nicht eindeutig identifiziert werden, ebenso wie eine zweite

Verbindung mit ebenfalls hoher Ähnlichkeit des Massenspektrums zu dem Acetal, das für

Komponente (5) gefunden wurde, vielleicht ein C18 ω-Aldehyd (Komponente (2)). Zusätzlich

ist die Abnahme einer C16-Dicarbonsäure (Komponente (1)) und einer C18 Dicarbonsäure

(Komponente (4)) sowie eines Alkans, vermutlich mit einer Kettenlänge von 27 C-Atomen

(Komponente (7)), zu beobachten.

3.7.1 Expression des ACE-Gens in Saccharomyces cerevisiae

Um die Funktion des ACE-Gens weiter zu untersuchen, wurde ACE in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae exprimiert und die FAME-Zusammensetzung transgener Zellen

mittels GC/MS analysiert. Ein ACE-exprimierender Hefeklon wurde freundlicherweise von A.

Yephremov (MPI für Züchtungsforschung, Köln) zur Verfügung gestellt. Transgene

Hefezellen zeigten die gleiche FAME-Zusammensetzung wie Zellen, die mit dem leeren

pYES2/CT-Vektor transformiert worden waren; die Funktion von ACE konnte somit anhand

dieser Vorgehensweise nicht aufgeklärt werden. Aufgrund der Vermutung, dass es sich bei

ACE um eine Alkoholoxidase handelt (s. auch 4.5), wurden ACE-exprimierende Hefezellen

mit verschiedenen Hydroxyfettsäuren (C16:0-ω-OH, C18:0-12-OH und C18:1-12-OH) und

einem Alkohol (C24-1-OH), der jedoch von den Zellen nicht aufgenommen wurde, inkubiert.

Mit keinem dieser potenziellen Substrate konnte eine Aktivität in den transgenen Zellen

beobachtet werden.

3.8 Entwicklung eines in vitro Assays zur Aktivitätsbestimmung von

FAE1

Die Entwicklung eines in vitro Assays zur Aktivitätsbestimmung einer Elongase ist als

schwierig zu betrachten. Elongasen sind membranständig und befinden sich somit in der

unlöslichen Zellfraktion. Um jedoch Effekte von Fremdproteinen auf die gewählte

Assaymethode möglichst auszuschließen, ist eine Aufreinigung des gewählten Enzyms

sinnvoll. Hierfür wäre es notwendig, die Elongase zuvor aus der Membran zu solubilisieren.

Zur Entwicklung eines in vitro Testsystems für die Aktivitätsbestimmung wurde die

Elongase FAE1 ausgewählt. In Saccharomyces cerevisiae exprimierte FAE1 konnte bereits

solubilisiert und aufgereinigt werden (Ghanevati und Jaworski, 2002). Da von

Aktivitätsverlusten während der Solubilisierung und Aufreinigung ausgegangen werden muss,

war ein weiterer Grund für die Wahl von FAE1 zur in vitro Aktivitätsbestimmung, dass das
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Enzym in den GC/MS-Analysen der transgenen Hefen die größte Aktivität aller exprimierten

Elongasen zeigte.

3.8.1 Solubilisierung von FAE1

Zu Beginn der Solubilisierung wurde die Mikrosomenfraktion transgener Zellen nach einem

modifizierten Protokoll nach Ghanevati et al. (2001) aufgereinigt (s. 2.10.6). Da sich FAE1 in

der Mikrosomenfraktion befindet, bewirkt dieses Vorgehen zunächst eine Aufkonzentrierung

des Proteins. Das Ergebnis der Aufreinigung ist in ihren einzelnen Schritten in Abb. 3.17

dargestellt. Das Pellet des ersten Zentrifugationsschrittes nach dem Zellaufschluss besteht

hauptsächlich aus nicht aufgeschlossenen Zellen und Zelltrümmern. Der Überstand enthält die

löslichen Zellbestandteile und Mikrosomen. Letztere werden durch eine zweite Zentrifugation

abgetrennt. Die Anreicherung von FAE1 in dieser Fraktion ist deutlich zu erkennen.

Abb. 3.17: Mikrosomenaufreinigung aus FAE1 exprimierenden Hefezellen. Western Blot der
Mikrosomenaufreinigung aus FAE1 exprimierenden (ungeradzahlige Spuren) und Kontrollzellen (geradzahlige
Spuren). Der Zellaufschluss mittels Glasperlen und die anschließende Mikrosomenaufreinigung erfolgten nach
2.10.6. Spuren: 1-2: Pellet nach erster Zentrifugation, 3-4: Überstand nach erster Zentrifugation, 5-6:
Mikrosomen, 7-8: Überstand des Mikrosomenpellets, M: 6xHis Protein Ladder (Qiagen)

Zur Solubilisierung des Proteins aus den Mikrosomen wurden diese in dem

sogenannten Solubilisierungspuffer mit Natriumchlorid und Triton X-100 aufgenommen und

ähnlich wie von Ghanevati et al. (2002) beschrieben (s. 2.10.6) unter Rühren 1,5 h auf Eis

solubilisiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.18 gezeigt, es konnten ca. 30-40 % des in den

Mikrosomen vorhandenen Enzyms solubilisiert werden.
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Abb. 3.18: Solubilisierung von FAE1. Western Blot der einzelnen Solubilisierungsschritte von FAE1. Spuren:
1: solubilisiertes Protein, 2: Pellet nach der Solubilisierung, M: 6xHis Protein Ladder (Qiagen)

3.8.2 Aufreinigung von FAE1 mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie

Um den Einfluss fremder Proteine auf die Messung der Aktivität von FAE1 so weit wie

möglich auszuschließen, war es wünschenswert, FAE1 von den übrigen Proteinen der

Mikrosomenfraktion so gut wie möglich zu trennen. Die Aufreinigung des solubilisierten

Proteins erfolgte durch dessen C-terminalen His-Tag mittels Ni-NTA-

Affinitätschromatographie wie unter 2.11.1 beschrieben. Das Ergebnis der Aufreinigung ist in

seinen Einzelschritten in Abb. 3.19 dargestellt. In den jeweiligen Eluatfraktionen ist eine

deutliche Anreicherung eines Proteins der abgeleiteten Größe von 56 kDa für FAE1 zu

erkennen. Dass es sich dabei tatsächlich um FAE1 handelt, wurde durch eine Western-Blot-

Analyse mit Immunodetektion mittels Penta-His-Antikörpern nachgewiesen (Abb. 3.19). Eine

Bestimmung der Proteinkonzentration des Eluats mittels BCA-Test (Smith et al., 1985) ergab

eine Konzentration von 0,4 µg/µl. Bei einem Gesamtvolumen des Eluats von 1 ml wurden

also insgesamt 0,4 mg FAE1 aus einer 400 ml Hefekultur aufgereinigt. Bei weiteren

Aufreinigungen zeigte sich, dass dieser Wert jeweils zwischen 0,4 und 0,8 mg/400 ml lag.

M21

50

30

15

kDa



3 Ergebnisse

61

Abb. 3.19: Western-Blot-Analyse der Aufreinigung von FAE1 mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie.
1: Mikrosomenfraktion mit solubilisierter FAE1, 2: Durchfluss, 3: 1. Wachfraktion, 4: 1. Eluat, 5: 2. Eluat, M:
Molekulargewichtsstandard (Prestained Protein Marker, Broad Range, NEB)

3.8.3 Testprinzip zur Aktivitätsbestimmung der aufgereinigten FAE1

Um die Aktivität eines Enzyms messen zu können, ist es notwendig, einen Assay mit

möglichst optimalen Arbeitsbedingungen für das entsprechende Enzym zu entwickeln. Diese

Arbeitsbedinungen umfassen unter anderem einen geeigneten Puffer, optimale

Substratkonzentrationen, eventuell benötigte Kofaktoren, Temperatur, pH-Wert und

Inkubationszeit.

Die Aktivität von FAE1 wurde von Ghanevati et al. (2001) über die Freisetzung von

radioaktivem CO2 aus Malonyl-CoA bestimmt. Für das Hochdurchsatzscreening wird jedoch

ein nicht-radioaktiver Assay bevorzugt. Die von Fettsäureelongasen katalysierte Reaktion

führt zur Freisetzung eines CoA-Restes, der mit Hilfe von 7-Diethylamino-3-(4‘-

maleimidylphenyl)-4-methylcoumarin (CPM) durch die Bindung an die freie SH-Gruppe des

CoA-Restes nachgewiesen werden kann. Die Menge der bei dieser Reaktion entstehenden

fluoreszierenden Verbindung kann über eine Fluoreszenzmessung bei einer

Exicationswellenlänge von 355 nm und einer Emissionswellenlänge von 460 nm bestimmt

werden (s. Abb. 2.2).

Ziel der vorhergehenden Aufreinigung von FAE1 war es, das Enzym in möglichst

reiner Form für die in vitro-Aktivitätsbestimmung zur Verfügung zu stellen. Da in diesem

Assay die Aktivität über die SH-Gruppe des bei der Kondensation von Oleoyl-CoA mit

Malonyl-CoA frei werdende Coenzym A bestimmt werden sollte (Abb. 2.2), war es nötig,

weitere Quellen von SH-Gruppen, wie andere Proteine, möglichst auszuschließen. Eine hohe
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Verunreinigung durch Fremdproteine würde vermutlich zu einem sehr hohen

Hintergrundsignal führen.

3.8.4 Zeitabhängigkeit der FAE1-Reaktion

Nach der erfolgreichen Reinigung der Elongase FAE1 mittels Affinitätschromatografie (s.

3.8.2) wurde die enzymatische Funktionalität des Proteins untersucht. Hierzu wurden

zunächst verschiedene Proteinmengen mit verschiedenen Reaktionszeiten getestet. Um die

Höhe des Hintergrundsignals zu bestimmen, wurden die Messungen parallel jeweils nur mit

einem der beiden Substrate durchgeführt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.20 dargestellt.
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Abb. 3.20: Abhängigkeit der FAE1-Aktivität von der Proteinmenge. Unterschiedliche Mengen gereinigte
FAE1 wurden für die angegebenen Reaktionszeiten im Assayansatz mit 40 mM Natriumphosphat, 50 µM
Oleoyl-CoA, 50 µM Malonyl-CoA in 25 µl Assayvolumen bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden die
Reaktionen mit 25 µl 100 µM CPM in DMSO abgestoppt und zur Reaktion des CoA-Restes mit CPM für
weitere 30 min bei 30 °C inkubiert (s. auch Abb. 3.21). Die Daten entsprechen dem Mittelwert aus einer
Doppelbestimmung.

■ : Assayansatz ohne Oleoyl-CoA, ▲: Asssayansatz ohne Malonyl-CoA, ◆: Assayansatz mit beiden Substraten

Es ist sowohl eine Abhängigkeit der Aktivität von der Proteinmenge als auch von der

Reaktionszeit zu beobachten. Stellt man die Ergebnisse wie in Abb. 3.21 gezeigt dar, ist

deutlich zu erkennen, dass die Reaktion nach 10-30 Minuten einem konstanten Wert

entgegenstrebt. Der Hintergrund ist dabei relativ hoch, erst bei einer Proteinmenge von 1 µg,
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das entspricht einer Endkonzentration von 100 ng/µl im Assayansatz bei einem

Assayvolumen von 25 µl, ist eine deutliche Abhebung der Aktivität vom Hintergrund zu

beobachten.
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Abb. 3.21: Zeitabhängigkeit der FAE1-Aktivität. Unterschiedliche Mengen gereinigte FAE1 wurden für die
angegebenen Reaktionszeiten im Assayansatz mit 40 mM Natriumphosphat, 50 µM Oleoyl-CoA, 50 µM
Malonyl-CoA in 25 µl Assayvolumen bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden die Reaktionen mit 25 µl 100
µM CPM in DMSO abgestoppt und zur Reaktion des CoA-Restes mit CPM für weitere 30 min bei 30 °C
inkubiert (s. auch Abb. 3.20). Die Daten entsprechen dem Mittelwert aus einer Doppelbestimmung.

■ : Assayansatz ohne Oleoyl-CoA, ▲: Asssayansatz ohne Malonyl-CoA, ◆: Assayansatz mit beiden Substraten

Anhand dieser Ergebnisse wurde für weitere Reaktionsansätze die Proteinmenge auf

2,5 µg Protein bzw. 100 ng/µl Endkonzentration im Assayansatz festgesetzt, die Reaktionszeit

auf 30 min.

3.8.5 Bestimmung des Km-Wertes

Zur Bestimmung des Km-Wertes, also der Substratkonzentration mit der halbmaximalen

Reaktionsgeschwindigkeit, wurde jeweils eines der beiden Substrate Malonyl-CoA und

Oleoyl-CoA in einer konstanten Konzentration von 50 µM eingesetzt, die Konzentration des

zweiten Substrates variierte von 0,1-1000 µM. Das Ergebnis der ersten Messung unter den in

2.13 aufgeführten Bedinungen ist in Abb. 3. 22 dargestellt.
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Abb. 3.22: Km-Wert-Bestimmung für die beiden Substrate Malonyl-CoA und Oleoyl-CoA ohne Triton im
Assay-Ansatz. Bei variierenden Konzentrationen von Malonyl-CoA bzw. Oleoyl-CoA wurde die Konzentration
des jeweils zweiten Substrates auf 50 µM konstant gehalten. Pro Reaktion wurden 2,5 µg Protein mit 40 mM
Natriumphosphat in 25 µl Assayvolumen eingesetzt und bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden die
Reaktionen mit 25 µl 100 µM CPM in DMSO abgestoppt und zur Reaktion des CoA-Restes mit CPM für
weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Daten entsprechen dem Mittelwert aus einer Doppelbestimmung.

Beide Kurven entsprechen nicht der in der logarithmischen Darstellung normalerweise

erwarteten sigmoiden Form. Im Fall der Kurve für die unterschiedlichen Malonyl-CoA-

Konzentrationen ist vermutlich bei der Konzentration von 1 mM die Sättigung noch nicht

erreicht, es müssten noch höhere Konzentrationen Malonyl-CoA eingesetzt werden, was

jedoch nicht mehr praktisch wäre.

Die Kurve für die unterschiedlichen Oleoyl-CoA-Konzentrationen zeigt einen

ungewöhnlichen Verlauf. Zunächst ist mit steigender Substratkonzentration wie erwartet ein

Anstieg der Aktivität zu beobachten. Bei Überschreiten einer Oleoyl-CoA-Konzentration von

20 µM sinkt die Aktivität jedoch wieder ab. Die Ursache hierfür könnte eine Micellenbildung

des Oleoyl-CoA sein. Dies hätte zur Folge, dass mit ansteigender Substratkonzentration das

micellenbildende Substrat nicht mehr für die Reaktion zur Verfügung stünde. Um dies zu

überprüfen, wurde der gleiche Versuch mit 2 % Triton X-100 als Detergenz im Assayansatz

durchgeführt, um die Bildung von Micellen möglichst auszuschließen. Das Ergebnis ist in

Abb. 3.23 gezeigt. Für beide Kurven ist eine gestiegene absolute Aktivität zu beobachten. Die

Kurve für Oleoyl-CoA entpricht nach Zugabe von Triton X-100 zu einer Endkonzentration

von 2 % schon eher dem erwarteten sigmoiden Verlauf. Auf Basis dieser Ergebnisse ist die

Konzentration von Malonyl-CoA für weitere Reaktionsansätze auf 500 µM, die

Konzentration von Oleoyl-CoA auf 70 µM festzulegen. Außerdem sollte für weitere Versuche

die Konzentration von Triton X-100 im Assay erhöht werden.
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Abb. 3.23: Km-Wert-Bestimmung für die beiden Substrate Malonyl-CoA und Oleoyl-CoA mit 2 % Triton
im Assay-Ansatz. Bei variierenden Konzentrationen von Malonyl-CoA bzw. Oleoyl-CoA wurde die
Konzentration des jeweils zweiten Substrates auf 50 µM konstant gehalten. Pro Reaktion wurden 2,5 µg Protein
mit 40 mM Natriumphosphat in 25 µl Assayvolumen eingesetzt und bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden
die Reaktionen mit 25 µl 100 µM CPM in DMSO abgestoppt und zur Reaktion des CoA-Restes mit CPM für
weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Daten entsprechen dem Mittelwert aus einer Doppelbestimmung.
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4 Diskussion

Der Wirkmechanismus von Chloracetamiden und anderen weit verbreiteten Herbiziden der

HRAC-Klassen K3 und N (vgl. Abb. 1.2) wird seit ihrer Entdeckung vor fast 50 Jahren

erforscht, und fast alle Komponenten des grundlegenden Pflanzenstoffwechsels wurden schon

mit der Wirkung dieser Hemmstoffe in Verbindung gebracht. Viele der beobachteten

Wirkungen waren jedoch aufgrund der hohen eingesetzten und damit physiologisch

irrelevanten Konzentrationen (>100 µM) unspezifisch oder es handelte sich um sekundäre

Effekte, die als Folge der Hemmung des primären Targets in einem weiteren Stoffwechselweg

auftraten (Zusammenfassung in: Böger & Matthes, 2002).

Böger et al. konnten anhand von Experimenten mit der Grünalge Scenedesmus acutus

zeigen, dass einige Mitglieder aus der Gruppe der K3-Herbizide die VLCFA-Biosynthese

hemmen (Couderchet et al., 1996; Schmalfuß et al., 1998). Es folgten weitere Versuche mit

höheren Pflanzen (Matthes et al., 1998; Wu et al., 2000) und in vitro Assays mit Lauch-

Mikrosomen (Schmalfuß et al., 2000; Takahashi et al., 2001 & 2002). Das direkte Target

innerhalb der vier enzymatischen Schritte der Fettsäureelongation konnte jedoch nicht

identifiziert werden. Das gleiche gilt für N-Herbizide, von denen bisher bekannt ist, dass sie

die VLCFA-Biosynthese für kutikuläres und epikutikuläres Wachs inhibieren (Kolattukudy et

al., 1974; Abulnaja et al., 1992; Kern et al., 1997; Baldwin et al., 2003).

Lechelt-Kunze et al. (2003) fanden heraus, dass Pflanzen, die mit geringen

Konzentrationen von K3 und N Herbiziden behandelt wurden, dem Phänotyp der Arabidopsis-

Mutante fiddlehead entsprechen. Das für die Mutation verantwortliche FIDDLEHEAD-Gen

wurde 1999 fast gleichzeitig von zwei Arbeitsgruppen charakterisiert. Es weist eine hohe

Homologie zu bekannten VLCFA-Elongasen auf (Yephremov et al., 1999, Pruitt et al., 2000).

FIDDLEHEAD hat übereinstimmend mit den phänotypischen Merkmalen der Arabidopsis-

Mutanten eine hohe Expressionsrate in Blüten und relativ geringe bzw. kaum nachweisbare

Expression in Blättern und Wurzeln. Transkripte finden sich dabei in der L1-Schicht von

vegetativem und Blütenmeristem, in der daraus hervorgehenden Epidermis, sowie in

Trichomen. Anhand von Genchip-Analysen fanden Lechelt-Kunze et al. (2003) einen

weiteren Hinweis auf die VLCFA-Elongation als Target dieser Herbizide. Nach Behandlung

mit Flufenacet oder Benfuresate wurden insgesamt elf Gene spezifisch induziert, unter ihnen

ganz speziell das Gen At1g24470, das eine hohe Homologie zu bekannten 3-Ketoacyl-
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Reduktasen aufweist. Diese Enzyme katalysieren den zweiten Schritt nach der

Kondensationsreaktion innerhalb der VLCFA-Elongation (s. Abb. 4.1). Aus diesen Gründen

postulierten Lechelt-Kunze et al. (2003) FDH und andere VLCFA-Elongasen als Targets von

K3 und N Herbiziden.

Um den Wirkmechanismus der Herbizide der HRAC-Klassen K3 und N aufzuklären,

wurden in der vorliegenden Arbeit deren mutmaßliche Targets, VLCFA-Elongasen, zunächst

in der Hefe Saccharomyces cerevisiae exprimiert. Insgesamt wurde bei sechs dieser

exprimierten VLCFA-Elongasen aus Arabidopsis thaliana eine Elongaseaktivität bei

Expression in Hefe nachgewiesen. Drei bislang unbekannte Elongase-Aktivitäten, kodiert

durch die Gene At5g43760, At1g04220 und CER60, konnten durch diesen Ansatz neu

charakterisiert werden. Zusammen mit den bereits bekannten Elongasen FAE1, KCS1 und

KCS2, die ebenfalls funktionell in Saccharomyces exprimiert wurden, konnten diese in der

Hefe durch verschiedene K3 Herbizide und ein N Herbizid gehemmt werden.

Dies ist der direkte Beweis, dass der erste Reaktionsschritt der Fettsäureelongation, die

von den sogenannten Elongasen katalysierte Kondensationsreaktion von Acyl-CoA mit

Malonyl-CoA, das Target für K3 Herbizide darstellt. Mit dem verwendeten Ansatz konnten

somit VLCFA-Elongasen erstmals eindeutig als Targets von K3-Herbiziden identifiziert

werden.

In Saccharomyces cerevisiae exprimierte VLCFA-Elongase FAE1 konnte zudem

solubilisiert und aufgereinigt und ihre Aktivität erstmalig in einem nicht-radioaktiven und

somit grundsätzlich im Hochdurchsatz-Screening durchführbaren Assay nachgewiesen

werden.

4.1 Expression von Fettsäureelongasen aus Arabidopsis thaliana in

Saccharomyces cerevisiae

Von den 21 VLCFA-Elongasen aus Arabidopsis thaliana konnten 17 kloniert und in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae exprimiert werden, darunter die bezüglich ihrer Substrate und

Produkte bereits charakterisierten Elongasen FAE1, KCS1 und KCS2. In sechs dieser

transgenen Hefen, transformiert jeweils mit FAE1, KCS1, KCS2, At5g43760, At1g04220 und

CER60 konnte eine Elongaseaktivität in Form eines hin zu längerkettigen Fettsäuren

verschobenen Fettsäureprofils der Hefen nachgewiesen werden (s. 3.2). Dieses Ergebnis zeigt,
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dass in diesen Fällen allein die Einführung der Elongaseaktivität in Hefezellen zur

Verlängerung endogener Fettsäuren genügt. Die Kondensationsreaktion stellt hier also den

limitierenden Schritt der Fettsäureelongation dar (Millar & Kunst, 1997).

Die restlichen elf Elongasen wurden zwar in den Hefezellen exprimiert, wie durch

Immunodetektion der Proteine mittels Western-Blot-Analyse gezeigt werden konnte, dies

führte jedoch nicht zur Akkumulation von VLCFAs in den transgenen Zellen. Für dieses

Ergebnis gibt es unterschiedliche Erklärungsmöglichkeiten: Es ist denkbar, dass die

betreffenden Elongasen nicht funktionell in S. cerevisiae exprimiert werden konnten.

Außerdem ist möglich, dass entsprechende Substrate der einzelnen Elongasen in Hefezellen

nicht vorkommen oder zugefütterte Substrate von den Zellen nicht aufgenommen oder mit

CoA verestert werden können. Es besteht ebenfalls die Möglichkeit, dass die drei

Folgeenzyme zugefütterte Fettsäuren nicht als Substrat verwenden können oder dass die C-

terminale Fusion mit sechs Histidinresten die Aktivität der Enzyme einschränkt. Diese

Möglichkeiten werden in den folgenden Absätzen ausführlich diskutiert.

Wie oben erwähnt ist als Grund dafür, dass Elongasen keine Aktivität in den

Hefezellen zeigten, eine nicht funktionelle Expression beispielsweise durch nicht korrekte

Faltung des exprimierten Enzyms denkbar. Dass trotz Zugabe der vermuteten Substrate C26-

und C28-Fettsäure (Millar et al., 1999) zu den CUT1 exprimierenden Hefezellen (s. 3.4.1)

keine Aktivität von CUT1 nachgewiesen werden konnte, spricht für diese Möglichkeit.

Es ist ebenfalls möglich, dass spezielle Substrate in Hefezellen nicht vorkommen. Um

dieses Problem zu untersuchen, wurden verschiedene Fettsäuren, die normalerweise nicht in

Hefezellen gebildet werden, zu den Zellen ins Medium gegeben. Wie anhand des Beispiels

der Zugabe von C18:2-Säure zu FAE1 exprimierenden Zellen gezeigt werden konnte, können

zumindest einige langkettige Fettsäuren von den Hefezellen aufgenommen und mit Coenzym

A verestert werden, so dass sie als Substrate für rekombinante Elongasen dienen können (s.

3.4.1). Dass dies im Fall von FDH und CUT1 jedoch nicht zum Erfolg führte (s. 3.4.1), ist

entweder darauf zurückzuführen, dass das jeweils passende Substrat nicht gefunden werden

konnte, oder dass die Enzyme, die für den Transport der Fettsäuren in die Zelle und die

Veresterung mit Coenzym A (Acyl-CoA-Synthetasen) verantwortlich sind, die zugegebenen

Fettsäuren ebenfalls nicht als Substrat verwenden können. Aus Saccharomyces sind vier Gene

(FAA1-FAA4) bekannt, die Acyl-CoA-Synthetasen kodieren (Johnson et al., 1994,
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Faergemann et al., 2001). Ein weiteres Gen, FAT1, kodiert für ein Protein, das vermutlich für

die Aufnahme exogener Fettsäuren über einen bislang nicht aufgeklärten Mechanismus

verantwortlich ist. FAT1 besitzt außerdem ebenfalls eine Acyl-CoA-Synthetaseaktivität

(Faergeman et al., 1997; Watkins et al., 1998; Hirsch et al., 1998; Choi & Martin, 1999;

Dutta-Roy, 2002). Über die Substratspezifitäten von FAA1-FAA4 und FAT1 ist allerdings nur

wenig bekannt (Zusammenfassung in: Black & DiRusso, 2003). Mittels GC/MS-Analytik

konnte nachgewiesen werden, dass alle in dieser Arbeit zu den Hefezellen ins Medium

gegebenen Fettsäuren in den Zellen akkumulierten. Das läßt den Schluss zu, dass diese

Fettsäuren zumindest von den Hefezellen aufgenommen werden konnten. Über die

Aktivierung der aufgenommenen Fettsäuren durch Acyl-CoA-Synthetasen kann jedoch keine

Aussage gemacht werden.

Über die drei Folgeenzyme der Kondensationsreaktion ist bisher ebenfalls wenig

bekannt (Abb. 4.1). Aus Saccharomyces cerevisiae wurde das Protein YBR159 charakterisiert,

das verantwortlich für einen Großteil der 3-Ketoacyl-CoA-Reduktase Aktivität, also den

zweiten Schritt der VLCFA-Elongation, in Hefemikrosomen ist (Han et al., 2002). Die

gleiche Funktion erfüllt GLOSSY8 in Zea mays (Xu et al., 2002). Diese zwei

Reduktaseaktivitäten sind ebenfalls in Mensch und Maus identifiziert und charakterisiert

worden (Moon et al., 2003). Zu diesen bekannten 3-Ketoacyl-CoA-Reduktasen gibt es zwei

Homologe in Arabidopsis, die durch die Gene At1g67730 und At1g24470 kodiert werden.

Lechelt-Kunze et al. (2003) konnten wie erwähnt zeigen, dass letzteres dieser beiden Gene

nach Behandlung von Arabidopsis mit Flufenacet oder Benfuresate spezifisch induziert

wurde. Bisher konnte kein Gen identifiziert werden, das ein Enzym kodiert, das den dritten

Schritt innerhalb der VLCFA-Elongation, die Dehydration von 3-Hydroxyacyl-CoA,

katalysiert. Das Gen TSC13 aus Saccharomyces cerevisiae kodiert für ein Protein, das mit

hoher Wahrscheinlichkeit den letzten Schritt der VLCFA-Elongation, die Reduktion von

trans-Enoyl-CoA, katalysiert (Kohlwein et al., 2001). Die trans-Enoyl-CoA-Reduktase besitzt

ein Homolog aus Arabidopsis, kodiert durch At3g55360. Han et al. (2002) vermuten, dass die

vier Enzyme, die an der Fettsäureelongation beteiligt sind, in multiplen Komplexen

organisiert sind. Verschiedene Substrate werden von diesen Komplexen elongiert, wobei die

Elongasen, die den ersten Schritt, also die Kondensationsreaktion, katalysieren, die

Substratspezifität bestimmen. Die restlichen drei Enzyme verlängern alle Fettsäureelongase-

Substrate. Zu dem gleichen Schluss kommen auch Domergue et al. (2000), die den Elongase-

Komplex aus Raps aufreinigen konnten. Für diese Theorie spricht ebenfalls, dass es 21
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Elongase-Gene in Arabidopsis gibt, die die Substratspezifität bestimmen könnten; dem stehen

jeweils nur ein bis zwei Gene für die drei Folgeenzyme gegenüber (s. Abb. 4.1). Unter

Berücksichtigung der Tatsache, dass es in Arabidopsis zwei verschiedene Arten von

Elongasen, nämlich FAE- und ELO-typische gibt, wäre es möglich, dass es deshalb auch zwei

Gene für 3-Ketoacyl-CoA-Reduktasen gibt, also eines für den FAE- und das andere für den

ELO-Weg. Dann bliebe sogar nur noch jeweils ein Enzym für mindestens zwei der drei

Folgereaktionen.

Gegen die Idee, dass die drei Folgeenzyme vermutlich nicht die Substratspezifität der

exprimierten Elongasen bestimmen, spricht jedoch die Tatsache, dass die Hefe

Saccharomyces, die die Folgeenzyme für die exprimierten Arabidopsis-Elongasen zur

Verfügung stellt, nach bisherigem Wissensstand selbst nur zwei Elongase-Gene besitzt. Diese

Elongasen sind in Saccharomyces für die Verlängerung von gesättigten Fettsäuren mit einer

Kettenlänge von 18 C-Atomen bis hin zu Fettsäuren einer Kettenlänge von 26 C-Atomen

zuständig. Es ist daher möglich, dass die Hefe-Folgeenzyme nicht über die gleiche breite

Subtratspezifität verfügen wie die Enzyme aus Arabidopsis. Ebenso ist es möglich, dass nicht

alle 21 Arabidopsis-Elongasen in der Lage sind, mit den Folgeenzymen aus Saccharomyces

zu interagieren, also funktionelle Elongase-Komplexe zu bilden.
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Fettsäure-CoA

3-Ketoacyl-CoA

3-Hydroxyacyl-CoA

Trans-2,3-enoyl-CoA

elongierte Fettsäure-CoA

Saccharomyces cerevisiaeArabidopsis thaliana

FAE1, KCS1, KCS2,
CUT1, At5g43760,
At1g04220, CER60...

ELO2, ELO3

??

YBR159,
AYR1

At1g67730,
At1g24470

?

TSC13At3g55360 ?

?
3-Ketoacyl-CoA-

Reduktase

3-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydratase

Fettsäure-
Elongase

Trans-2,3-enoyl-CoA
Reduktase

ELOs

Abb. 4.1: Mikrosomale Fettsäureelongation. Das Schema zeigt die einzelnen Schritte der VLCFA-Elongation
und bisher charakterisierten und die putativen Enzyme, die die jeweiligen Schritte katalysieren, für Arabidopsis
thaliana und Saccharomyces cerevisiae.

Einen weiteren Grund für die nicht funktionelle Expression der elf Elongasen bietet

die Möglichkeit, dass deren Aktivität durch die C-terminale Fusion mit sechs Histidinresten

gestört wird. Betrachtet man das Alignment der verschiedenen Elongasen (s. Abb. 3.1), ist

eine hohe Konservierung der Aminsosäuresequenzen im C-terminalen Bereich zu beobachten.

Dies zeigt an, dass dieser Sequenzabschnitt vermutlich eine kritische Rolle bei der

katalysierten Reaktion spielt. Es wäre denkbar, dass dieser Bereich mit den Folgeenzymen der

Kondensationsreaktion interagiert. Daher könnte sich ein His-Tag in dieser Position besonders

negativ auf die Aktivität der Elongase auswirken. Ghanevati und Jaworski (2002) berichten

von einem signifikanten Verlust an FAE1-Aktivität von in Hefe exprimiertem Enzym, das mit

einem C-terminalen His-Tag fusioniert ist. Wie anhand des Beispiels von FDH deutlich

wurde, kann die Fusion die Aktivität so stark einschränken, dass Produkte im

Gaschromatogramm nicht mehr erkennbar sind (s. 3.2).

Unter den elf Elongasen ohne nachweisbare Aktivität befindet sich ein Enzym, dem

ein für die Elongation essentieller Aminosäurerest fehlt. At3g10280 ist bis auf eine Deletion
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von sieben Aminosäuren, die einen Cysteinrest im aktiven Zentrum einschliesst (s. Abb. 3.1),

identisch zu HIC. Dieser Cysteinrest ist jedoch für die Aktivität essentiell (Ghanevati &

Jaworski, 2001), vermutlich spielt er eine Rolle beim Transfer des Acylrestes. Es wäre

möglich, dass At3g10280 durch Genduplikation entstanden ist und aufgrund des Verlusts

eines Teils des aktiven Zentrums keine enzymatische Funktion besitzt. Einem weiteren Gen,

At3g52160, fehlt ein für die Aktivität essentieller Histidinrest. Lechelt-Kunze et al. (2003)

konnten durch den Vergleich der Sequenzen der VLCFA-Elongasen mit denen von Chalcon-

Synthasen und Fettsäuresynthasen, deren aktives Zentrum durch Röntgenstrukturanalyse

charakterisiert ist, zeigen, dass der in Abb. 3.1 markierte, hochkonservierte Histidinrest im

aktiven Zentrum liegt. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass At3g52160 ebenfalls keine

enzymatische Funktion besitzt.

Bis heute sind nur einige wenige VLCFA-Elongasen hinsichtlich ihrer Substrate,

Produkte, und Gewebe, in denen sie aktiv sind, hinreichend charakterisiert. In Arabidopsis

thaliana sind dies FAE1 (James & Dooner, 1990; Kunst et al., 1992; James et al., 1995;

Millar & Kunst, 1997), KCS1 (Todd et al., 1999) und KCS2 (Clemens & Kunst, 2001). Im

Rahmen dieser Arbeit konnten drei weitere Elongasen hinsichtlich ihrer Substrate und

Produkte charakterisiert werden. At5g43760, At1g04220 und At1g25450, letztere ebenfalls

bekannt unter dem Namen CER60 (Fiebig et al., 2000), konnten funktionell in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae unter der Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors

exprimiert werden (s. 3.2). Transgene Zellen zeigten eine Akkumulation sehr langkettiger

Fettsäuren mit einer Kettenlänge von 20-30 C-Atomen. Endogene Fettsäuren aus

Saccharomyces cerevisiae, vermutlich C16, C18 und C26 gesättigte und einfach ungesättigte

Fettsäuren, dienten dabei als Substrate. Hefen, die mit dem At5g43760- oder dem At1g04220-

Konstrukt transformiert wurden, akkumulierten gesättigte Fettsäuren mit Kettenlängen von

22, 24 und 26 C-Atomen (s. 3.2). Dass zwei Gene für verschiedene Elongasen mit der

gleichen biochemischen Substratspezifität innerhalb eines Organismus‘ existieren, läßt

vermuten, dass die Enzyme in verschiedenen Geweben oder zu verschiedenen Zeiten der

Pflanzenentwicklung exprimiert werden. Zellen mit dem CER60-Konstrukt akkumulierten

längerkettige Fettsäuren mit Kettenlängen von 26-30 C-Atomen. Zusätzlich konnte eine

geringe Aktivität mit einfach ungesättigten Fettsäuren beobachtet werden, die sich in der

Akkumulation geringer Mengen C20:1-Fettsäure äußerte (s. 3.2). Aufgrund der hohen

Sequenz-Homologie zu CUT1 wurde CER60 von Fiebig et al. (2002) der Wachs-Biosynthese

zugeordnet. Das vorliegende Ergebnis, dass CER60 in die Synthese von sehr langkettigen
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Fettsäuren involviert ist, bestätigt diese Vermutung. Die genaue Funktion dieser drei Gene

innerhalb des pflanzlichen Organismus‘ könnte durch Expressionsanalysen mit Hilfe eines

Northern Blot oder „knock out“-Pflanzen, die jeweils eine Mutationen in den entsprechenden

Genen aufweisen, weiter geklärt werden.

Die Expression der klonierten Elongasen in Saccharomyces resultierte in allen Fällen

in nicht löslichem Protein. Da alle 21 putativen Elongasen aus Arabidopsis laut Vorhersage

mit dem „DAS transmembrane prediction server“ (Cserzo et al., 1997,

http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/) wenigstens eine, die meisten sogar zwei

Transmembrandomänen (Ergebnis nicht gezeigt) besitzen, sind diese Enzyme wahrscheinlich

membrangebunden. Auch die FDH- und FAE1-Konstrukte ohne putative

Transmembrandomänen befanden sich nach dem Zellaufschluss in der unlöslichen Fraktion.

Vermutlich waren sie auch ohne Transmembrandomänen doch zumindest mit der Membran

assoziiert. Dies ist wahrscheinlich auch notwendig, damit die Elongasen ihre Substrate, die

ebenfalls membrangebunden sind, umsetzen können. Zellen mit dem verkürzten FAE1-

Konstrukt akkumulierten allerdings nur noch geringe Mengen VLCFAs im Vergleich zu

Zellen mit dem Konstrukt in voller Länge (s. 3.2). Ghanevati und Jaworski (2002) konnten

nach Abspaltung der Transmembrandomänen durch eine eingefügte Thrombinschnittstelle

sogar gar keine Aktivität von FAE1 im in vitro Assay mehr nachweisen. Dieses Ergebnis zeigt

ebenfalls die Bedeutung der Transmembrandomänen für die Aktivität. Eine weitere

Möglichkeit als Ursache für die Akkumulation der verkürzten Proteine in der unlöslichen

Zellfraktion und die geringere Aktivität stellt die Bildung von nicht löslichen

Proteinaggregaten dar.

4.2 Wirkmechanismus von K3 und N Herbiziden

Zellen, die At5g43760, At1g04220, CER60 oder eine der bereits charakterisierten Elongasen

FAE1, KCS1 und KCS2 exprimieren, wurden in Gegenwart verschiedener K3 und N Herbizide

inkubiert. Alle exprimierten Elongasen konnten von verschiedenen Wirkstoffen gehemmt

werden (s. Tab. 3.3). Jede Elongase hat dabei ihr eigenes Spektrum aktiver Inhibitoren.

Umgekehrt hemmt ein einziges Herbizid immer mehrere Elongasen gleichzeitig. In einigen

Fällen wurde sogar jede der sechs in dieser Arbeit getesteten Elongasen von einem Wirkstoff

gehemmt. Die Tatsache, dass jedoch nicht immer jede Elongase durch ein Herbizid gehemmt

werden konnte, stellt den ersten direkten Beweis dar, dass der erste Schritt innerhalb der

VLCFA-Elongation, der durch die Elongasen katalysiert wird, das Target der getesteten
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Herbizide ist. Wäre eines der Folgeenzyme innerhalb der Fettsäureelongation durch eine

getestete Substanz inhibiert, müsste bei jeder Elongase die gleiche Hemmung zu beobachten

sein. Dies ist jedoch nicht der Fall. Weiterhin konnte eine Abhängigkeit der Hemmung

verschiedener VLCFA-Elongasen von den eingesetzten Herbizidkonzentrationen gezeigt und

in Dosis-Wirkungskurven dargestellt werden (s. 3.5.3 und 3.5.4). Die pI50-Werte der

jeweiligen Hemmung lagen in dem Bereich von 5,7-7,1. Dabei ist zu beachten, dass die

Hemmung nicht direkt am Enzym sondern an Hefezellen, die das untersuchte Enzym

exprimieren, gemessen wurde. Die gemessenen pI50-Werte liegen in der gleichen

Größenordnung wie die von Böger und Mitarbeitern an der Alge Scenedesmus und im

zellfreien Assay mit Lauch-Mikrosomen gemessenen Werte für verschiedene Chloracetamide

(Takahashi et al., 2001; Böger, 2003).

Während mehrere K3 Herbizide eine Wirkung auf verschiedene VLCFA-Elongasen

zeigten, konnte nur bei einem der getesteten Herbizide der Klasse N, nämlich Triallate, eine

Wirkung auf eine Elongase gefunden werden (s. Tab. 3.3). Da diese Wirkung zudem nicht

besonders stark war (bei einer Konzentration von 10-4 M konnte keine 100 %ige Hemmung

erzielt werden), kann nicht eindeutig geklärt werden, ob VLCFA-Elongasen ebenfalls Targets

von N Herbiziden sind. Hierzu sind weitere Versuche mit weiteren Herbiziden der Klasse N

in verschiedenen Konzentrationen und eventuell weiteren VLCFA-Elongasen wie z. B. FDH

nötig.

K3 und N Herbizide wirken auf monokotyle Pflanzen stärker als auf dikotyle. Sie

hemmen die Entwicklung meristematischer Gewebe in Triebspitzen, Seitentrieben und

Knospen; das Gedeihen fertiger Pflanzenorgane wird nicht beeinflusst. Samen keimen nach

Behandlung normalerweise noch aus, aber das Keimlingswachstum ist inhibiert, und die

Keimlinge bleiben in ihrer Entwicklung gehemmt (Hock et al., 1995; Böger et al., 2000). In

Gräsern entwickelt sich oft kein Spross aus der Coleoptile, oder die sich entwickelnden

Blätter können sich nicht komplett abrollen, so dass die Spitzen der nächsten Blätter darin

gefangen sind und eine Schleife entsteht (Lechelt-Kunze et al., 2003). Das Wurzelwachstum

ist ebenfalls in einigen Fällen gehemmt (Fuerst et al., 1987). Anhand der oben aufgeführten

Ergebnisse lassen sich diese Phänotypen herbizidbehandelter Pflanzen als Resultat einer

starken Hemmung von mehreren verschiedenen Elongasen gleichzeitig interpretieren.

Vermutlich ist es sogar eine Voraussetzung für ein sehr wirksames Herbizid, ein breites

Spektrum verschiedener Elongasen mit lebenswichtigen Funktionen für die Pflanze zu
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hemmen. Zusätzlich bietet diese Annahme eine schlüssige Erklärungsmöglichkeit für die

äußert selten auftretende Resistenzbildung gegenüber Chloracetamiden und anderen

Herbiziden der Klassen K3 und N (Burnet et al., 1994; Huang et al., 1997; Böger et al., 2002).

Zur Ausbildung einer Target-Enzym Resistenz wäre die genetische Modifikation mehrerer

Enzyme in einer Mutante notwendig, dies ist jedoch ein sehr unwahrscheinliches Ereignis.

Sowohl die de novo Fettsäuresynthese durch die Fettsäuresynthasen KASI-KASIII als

auch die Bildung von endogenen VLCFAs durch die hefeeigenen ELO-Enzyme (Toke &

Martin, 1996; Oh et al., 1997; Roessler et al., 2003) wurden durch K3 und N Herbizide nicht

gestört oder gar inhibiert (s. 3.5.2). Zusammen mit der Tatsache, dass FAE-Elongasen absolut

pflanzenspezifisch sind, stellt diese spezifische Wirkung ist eine weitere gute Voraussetzung

für ein herbizides Target in Bezug auf Nebenwirkungen entsprechender Herbizide auf Mensch

und Umwelt dar.

4.3 VLCFA-Analyse von Arabidopsis Wildtyp, fiddlehead-Mutante und

Flufenacet behandelten Pflanzen

Um die Wirkweise von Oxyacetamiden und die Funktion des FDH-Gens anhand von

Veränderungen im VLCFA-Stoffwechsel betroffener Pflanzen zu untersuchen, wurden die

Fettsäuren entsprechender Pflanzen extrahiert und mittels GC/MS analysiert. Im einfachsten

Fall, so die Vermutung, würden sich Substrate der betroffenen inhibierten Reaktion anhäufen,

da sie nicht mehr umgesetzt werden können. Die Menge der gebildeten Produkte würde

dementsprechend abnehmen oder vollkommen zurückgehen. Anhand der gleichen

Vorgehensweise versuchten Millar et al. (1999) die biochemische Funktion von CUT1

aufzuklären. Eine Untersuchung mit dem Ziel der Aufklärung der von FDH katalysierten

Reaktion wurde ebenfalls bereits mit Blattmaterial von Arabidopsis Wildtyp und fiddlehead-

Mutanten durchgeführt (Lolle et al., 1997). Hier konnte ein Anstieg der Menge an C20 und

C22 Fettsäure bei einer gleichzeitigen Abnahme von C24-Säure beobachtet werden. Da die

Blüten jedoch den Hauptexpressionsort von FDH darstellen und in FDH exprimierenden

Hefezellen keine Aktivität mit diesen Fettsäuren beobachtet werden konnte (s. 3.4.1 und

3.4.2), wurde für die Extraktion der Fettsäuren in der vorliegenden Arbeit Blütenmaterial

verwendet.

Vergleicht man das Fettsäureprofil von Arabidopsis Wildtyp-Blüten mit dem von

fiddlehead-Mutanten oder mit Flufenacet behandelten Pflanzen fällt zunächst auf, dass die
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Unterschiede sich auf einige in relativ geringen Mengen auftretende Komponenten

beschränken (s. Abb. 3.11). Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass sich FDH-Transkripte

jedoch auch nur in einem geringen Teil des untersuchten Gewebes, nämlich in der L1-Schicht

des Blütenmeristems, befinden, entspricht dieses Ergebnis den Erwartungen. Bemerkenswert

ist, dass das Fettsäureprofil der mit Flufenacet behandelten Pflanze dabei dem der fiddlehead-

Mutante sehr ähnlich ist. Im Vergleich mit dem Wildtyp betreffen die Veränderungen stets die

gleichen Komponenten (s. Abb. 3.12).

Es wurden insgesamt vier Komponenten gefunden, die sowohl in der Mutante als auch

in Flufenacet behandelten Pflanzen akkumulierten (s. Abb. 3.12). Diese Verbindungen stellen

potenzielle Substrate von FDH dar. Am deutlichsten, nämlich um den Faktor 4,75, nahm die

Menge an C18:1 Dicarbonsäure zu. Eine mittels Massenspektrometrie nicht zu

identifizierende Verbindung wurde um etwa den gleichen Faktor angehäuft. In etwas

geringerem Maße akkumulierten C20 Fettsäure und C18:2 Dicarbonsäure.

Dicarbonsäuren sind wichige Komponenten von Suberin und eher seltene Bestandteile

von Wachs (Kolattukudy, 1980). Sie sind mit Glycerin und ω-Hydroxyfettsäuren verestert

und bilden so die typische dreidimensional vernetzte Struktur von Suberin und Kutin (Graca

& Pereira, 1997 & 2000; Graca et al., 2002). Damit kommen sie nach Yephremov et al.

(1999) und Pruitt et al. (2000), die die Organfusionen der fdh-Mutanten als Folge einer

veränderten Kutikulazusammensetzung betrachten, als Substrat für FDH in Betracht. Zwei

Verbindungen nahmen in ihrer Menge um einen Faktor von 0,68 bzw. 0,23 ab. Bei der

Verbindung, die im Vergleich zum Wildtyp am stärksten in ihrer Menge zurückgeht, handelt

es sich möglicherweise um eine Cyclopropensäure. Etwas weniger stark nahm ein Alkan,

vielleicht mit einer Kettenlänge von 27 C-Atomen, ab. Cyclopropensäuren sind in Pflanzen

nicht ungewöhnlich und kommen hauptsächlich als Speicherlipide in Samen vor, außerdem in

Wurzeln, Blättern, Stengeln und Kallusgewebe von Pflanzen der Falmilie der Malvaceae

(Gurr, 1980). Die biologische Rolle dieser Fettsäuren ist jedoch unklar. Aus Arabidopsis

thaliana ist eine Cyclopropan-Synthase identifiziert worden (Bao et al., 2003). Eine

antisense-Expression dieses Gens in Arabidopsis würde helfen, die Funktion von

Cyclopropensäuren aufzuklären und würde vielleicht die Cyclopropensynthase als Target

validieren. Alkane sind Hauptbestandteile pflanzlicher Wachse (Kolattukudy, 1980) und

gehen über den Decarbonylierungsweg aus VLCFAs hervor (Kunst & Samuels, 2003).
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Als Substrate bisher charakterisierter FAE-Typ Elongasen sind gesättigte und einfach

ungesättigte Fettsäuren bekannt (Kunst et al., 1992; Millar & Kunst, 1997; Todd et al., 1999;

Millar et al., 1999; Schreiber et al., 2000; Kunst & Clemens, 2001; Han et al., 2001;

Kajikawa et al., 2003). Außerdem ist eine Elongase entdeckt worden, die C18-12-OH-

Fettsäuren als Substrate verwendet (Smith et al., 2000; Moon et al., 2001). ELO-typische

Elongasen sind in Pflanzen nach bisherigem Wissensstand für die Verlängerung mehrfach

ungesättigter (≥3 Doppelbindungen) Fettsäuren vermutlich für die Bildung von

Sphingolipiden zuständig (Parker-Barnes et al., 2000; Beaudoin et al., 2000; Heinz et al.,

2001). Als Bestandteile von Kutin, Suberin und Wachs kommen in Pflanzen eine Reihe

weiterer unterschiedlicher Fettsäuren vor: verschiedene Hydroxyfettsäuren, Epoxyfettsäuren,

Dicarbonsäuren und Fettsäuren, die mehrere dieser funktionellen Gruppen aufweisen

(Kolattukudy, 1980). Die Frage, welche dieser Fettsäuren außerdem als Substrate für

VLCFA-Elongasen fungieren können, bleibt offen. Es liegt nahe, die hohe Anzahl

verschiedener Fettsäuren mit der großen Auswahl an Elongasen in Verbindung zu bringen.

Leider sind die meisten dieser ungewöhnlichen Fettsäuren nicht kommerziell erhältlich und

auch nur sehr schwer zu isolieren oder synthetisieren, so dass weitere Tests bezüglich der

Substratspezifität von FDH und anderen Elongasen nicht durchführbar waren.

4.4 Zusammenhang von VLCFA-Mutanten und der Wirkung von K3

und N Herbiziden

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass K3 und N Herbizide die

Kondensationsreaktion innerhalb der VLCFA-Biosynthese hemmen. Dies wirft die Frage auf,

auf welchen Angriffspunkt innerhalb des pflanzlichen Stoffwechsels nun genau die herbizide

und somit phytotoxische Wirkung zurückzuführen ist. Oder anders gefragt: Gibt es eine oder

mehrere innerhalb der 21 putativen und teilweise charakterisierten Elongasen aus Arabidopsis

thaliana, deren Hemmung stärkere Auswirkungen auf die betroffene Pflanze hat als die

Hemmung anderer?

Die Antwort auf diese Frage können die unterschiedlichen VLCFA-Elongase-

Mutanten bzw. die jeweiligen physiologischen Rollen der von den entsprechenden Elongasen

gebildeten VLCFAs geben (s. 1.5 und 1.6). Die Mutation von FAE1 in Arabidopsis führt

dazu, dass keine VLCFAs als Bestandteile von Speicherlipiden in Samen mehr gebildet

werden können. Dies hat jedoch keine Auswirkungen auf die Lebensfähigkeit der Pflanze.

Andere Elongasen wie CUT1 und KCS1 spielen eine wichtige Rolle bei der
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Wachsbiosynthese. Eine reduzierte Wachsschicht schränkt zwar die Lebensfähigkeit der

betroffenen Pflanze besonders bei Trockenheit stark ein, führt aber vermutlich nicht zu den

bei mit K3 und N Herbiziden behandelten Pflanzen beobachteten Schäden, insbesondere sei

hier die Hemmung der Entwicklung neu entstehender Pflanzenorgane und die Krümmung von

im Wachstum befindlichen Blättern und Blütenorganen genannt. Das Bindeglied zwischen

dieser herbiziden Wirkung und der VLCFA-Biosynthese ist die fdh-Mutante (Lechelt-Kunze

et al., 2003). In sehr geringen Konzentrationen angewendet induzieren K3 und N Herbizide

bei unterschiedlichen Pflanzen den fdh-Phänotyp mit den oben genannten typischen

Merkmalen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Veränderungen im

Fettsäureprofil der so behandelten Pflanzen gegenüber dem unbehandelten Wildtyp genau den

Veränderungen in der fdh-Mutante entsprechen. Auch diese Tatsache spricht für eine

besondere Rolle von FDH.

Obwohl die fdh-Mutante seit mehr als zehn Jahren bekannt ist (Lolle et al., 1992), und

die Ähnlichkeit der FDH-DNA-Sequenz mit VLCFA-Elongasen bereits 1999 festgestellt

wurde (Yephremov et al., 1999; Pruitt et al., 2000), konnte die genaue Funktion dieses

Enzyms bisher nicht geklärt werden. Sowohl FDH als auch die Elongase HIC scheinen

besondere Rollen innerhalb des pflanzlichen Stoffwechsels zu spielen. FDH wird in der L1-

Schicht von Meristemen, der daraus hervorgehenden Epidermis und Trichomen exprimiert,

HIC ausschließlich in Schließzellen von Spaltöffnungen. In fdh-Mutanten ist unter anderem

die Zahl der Trichome stark reduziert (Yephremov et al., 1999), hic-Mutanten zeigen eine

veränderte Stomata-Dichte bei erhöhten CO2-Konzentrationen (Gray et al., 2000). Sowohl

Trichome als auch Stomata gehen aus protodermalen Zellen hervor, somit scheinen

bestimmte, bislang unbekannte Produkte einiger Elongasen einen indirekten Einfluß auf das

Schicksal von meristemoiden Zellen in der Epidermis von Blättern zu haben. Diese

unbekannten Produkte scheinen Bestandteile der Kutikula zu sein (Yephremov et al., 1999;

Pruitt et al., 2000; Gray et al., 2000; Bird & Gray, 2003), die als Folge eine veränderte

Permeabilität für bestimmte Signalmoleküle besitzt. Ein weiteres Indiz für diese Theorie ist

die Expression einer Kutinase aus dem Pilz Fusarium solani in Arabidopsis thaliana.

Transgene Pflanzen zeigen typische Merkmale des fdh-Organfusionsphänotyp (Sieber et al.,

2000). Die Entdeckung, dass auch in anderen VLCFA- und Wachsbiosynthesemutanten die

Zahl der Stomata gegenüber dem Wildtyp verändert ist, führt zu der Vermutung, dass die

kutikuläre Wachszusammensetzung das Zellschicksal epidermaler Zellen bestimmt (Bird &

Gray, 2003).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Veränderung der

Zusammensetzung der Kutikula das Pflanzenwachstum stark beeinträchtigt, Pollen

unfruchtbar, Seneszenz verspätet, die Epidermis deformiert und das Schicksal epidermaler

Zellen verändert wird. Erkennbar sind diese Auswirkungen an fdh-, hic- und lcr-Mutanten

und Kutinase überexprimierenden Pflanzen (Yephremov et al., 1999; Pruitt et al., 2000; Gray

et al., 2000; Wellesen et al., 2001; Sieber et al., 2000). Der Grund für diese Auswirkungen

der veränderten Kutikula-Zusammensetzung ist vermutlich die damit verbundene veränderte

Permeabilität und die Möglichkeit zum verbesserten Signalaustausch der betroffenen Zellen

(Pruitt et al., 2000; Bird & Gray, 2003). Diese Theorie wird auch durch die stark veränderte

Morphologie von FAE1-überexprimierenden Pflanzen unterstützt (Millar et al., 1998), bei

denen man einen eingeschränkten Austausch von Signalmolekülen erwarten würde. Lechelt-

Kunze et al. (2003) vermuten die meristematische CLAVATA „feed back“-Schleife als

Kandidaten für so ein regulatorisches System (Rojo et al., 2002; Sharma et al., 2002).

4.5 VLCFA-Analyse von Arabidopsis Wildtyp und ace-Mutante

Da die Arabidopsis hothead-Mutante (hth bzw. ace) ebenfalls einen Organfusionsphänotyp

zeigt, ist sie für die Untersuchung des betroffenen Stoffwechselweges und eventuell als neues

herbizides Target interessant. Um die Funktion von ACE zu untersuchen, wurden ace-

Mutanten auf die gleiche Weise wie fiddlehead-Mutanten auf Veränderungen der VLCFA-

Zusammensetzung gegenüber dem Wildtyp untersucht. Krolikowski et al. (2003) konnten

zeigen, dass Blüten und Stängel Hauptexpressionsorte des ACE-Gens sind. Da außerdem auch

bei der ace-Mutante die Organfusionen hauptsächlich die Blüten betreffen, wurde hier

ebenfalls Blütenmaterial zur Analyse verwendet (s. 3.7).

Es fallen drei Verbindungen auf, die in der Mutante akkumulieren und damit

potenzielle Substrate von ACE darstellen: eine zweifach ungesättigte C18 Fettsäure mit einer

ω-OH-Gruppe, eine 12-Epoxy-11-methoxy-C18:1 Fettsäure und ein C24 Alkanol mit einer

ebenfalls endständigen OH-Gruppe. Auffällig unter den gegenüber dem Wildtyp

abnehmenden Verbindungen sind zwei, die mittels Massenspektrometrie nicht eindeutig zu

identifizieren sind, aber hohe Ähnlichkeit zu langkettigen Aldehyden aufweisen. Es könnte

sich hierbei um C18 bzw. C20 Fettsäurealdehyde handeln. Eine C16- und eine C18-

Dicarbonsäure befinden sich ebenfalls unter den abnehmenden Verbindungen.

Zusammengefasst läßt sich feststellen, dass in der ace-Mutante primäre Alkohole

akkumulieren und gleichzeitig Aldehyde und Dicarbonsäuren abnehmen. Zusammen mit der
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Tatsache, dass die Sequenz des ACE-Gens Ähnlichkeiten zu FAD bindenden

Oxidoreduktasen zeigt (Krolikowski et al., 2003), weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass es

sich bei ACE um eine Alkoholoxidase handeln könnte, die langkettige ω-Hydroxyfettsäuren

zu Aldehyden und diese eventuell noch weiter zu Dicarbonsäuren oxidiert.

Fasst man alle diese und bisherige Ergebnisse in Bezug auf Organfusionsmutanten

zusammen, entsteht ein hypothetischer Stoffwechselweg wie in Abb. 4.2 gezeigt. C16 und

C18 gesättigte und einfach ungesättigte Fettsäuren werden entweder von FATTY ACID

ELONGASE1 und anderen Fettsäureelongasen zu VLCFAs verlängert oder aber von

LACERATA hydroxyliert. Die so entstandenen ω-Hydroxyfettsäuren können im weiteren

Verlauf von ACE zum Aldehyd und eventuell weiter bis zur Dicarbonsäure oxidiert werden.

Da Dicarbonsäuren in der fiddlehead-Mutante akkumulieren und FDH homolog zu

Fettsäureelongasen ist, ist es möglich, dass FDH die Verlängerung dieser Dicarbonsäuren

katalysiert. Diese These ließe sich durch die gemeinsame Expression der verschiedenen Gene

in einem Hefeklon weiter untersuchen.

Abb. 4.2: Hypothetisches Schema möglicher Reaktionswege von VLCFAs.
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4.6 Assayentwicklung zur in vitro Aktivitätsbestimmung von FAE1

4.6.1 Überlegungen zu einem Elongaseassay: Prinzip und Voraussetzungen

Um die Hemmung der Fettsäureelongation nicht nur in Elongase-exprimierenden Hefezellen

sondern ebenfalls im zellfreien, HTS-fähigen Assay messen zu können, waren zunächst eine

Reihe verschiedener Überlegungen notwendig. Als erstes stellte sich die Frage nach der

Nachweisbarkeit der Aktivität der Fettsäureelongasen, also dem Assayprinzip bzw. der

Messmethode. Bisher wurde die Elongase-Aktivität von mikrosomalen Membranfraktionen

oder aufgereinigter FAE1 über radioaktiv markiertes Oleoyl-CoA oder Malonyl-CoA

nachgewiesen (Garwin et al., 1980; Hlousek-Radojcic et al., 1995; Ghanevati & Jaworski,

2001; Ghanevati & Jaworski, 2002). Für ein Hochdurchsatzscreening wäre es jedoch sehr

vorteilhaft, einen nicht-radioaktiven Assay zu entwickeln. Bei der Kondensationsreaktion von

Acyl-CoA mit Malonyl-CoA entsteht freies Coenzym A, dessen freie SH-Gruppe mit 7-

Diethylamino-3-(4‘-maleimidylphenyl)-4-methylcoumarin (CPM) zu einer fluoreszierenden

Verbindung reagiert (s. Abb. 2.2), die somit nachgewiesen werden kann. Aufgrund der

höchsten Aktivität unter allen sechs funktionell in Saccharomyces exprimierten Elongasen

wurde FAE1 für dieses Vorhaben ausgewählt. Da CPM jedoch ebenfalls mit freien SH-

Gruppen von Proteinen reagieren kann und um außerdem weitere Nebenreaktionen

auszuschließen, erschien es sinnvoll, FAE1 für den Einsatz im in vitro Assay über den C-

terminalen His-Tag aufzureinigen. Dies stellte aufgrund der Membranassoziation von FAE1

ein weiteres Problem dar. Aus diesem Grund wurde zuerst versucht, FAE1 nach einem

modifizierten Protokoll von Ghanevati & Jaworski (2002) aus der Membran zu solubilisieren.

Hierzu wurden zunächst Mikrosomen aus FAE1 exprimierenden Hefezellen isoliert. Dies

bewirkte eine starke Aufkonzentrierung des Proteins und eine erste Aufreinigung durch die

Abtrennung nicht-mikrosomaler Proteine (s. 3.8.1). Kritisch bei dieser Vorgehensweise

scheint der Zellaufschluss zu sein. Nach dem ersten Zentrifugationsschritt nach dem

Aufschluss konnte FAE1 im Pellet detektiert werden. Es wurde davon ausgegangen, dass

dieses Protein aus nicht aufgeschlossenen Zellen stammt.

Für den Aufschluss von Hefezellen gibt es verschiedene Methoden. Die beiden

gängigsten sind der Aufschluss mit Glasperlen und der Aufschluss mittels French Press. Es

handelt sich hierbei um mechanische Zellaufschlussverfahren (Präve, 1990). Beide wurden in

dieser Arbeit verwendet. Der Aufschluss mit Glasperlen ist sehr effektiv, allerdings hat diese

Methode den Nachteil, dass sich aufgrund der Scherkräfte hohe Temperaturen entwickeln, die
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die Aktivität des Enzyms beeinträchtigen können. Die French Press bietet den Vorteil eines

relativ schonenden Aufschlussverfahrens, in dieser Arbeit konnte jedoch mit diesem

Verfahren kein hoher Aufschlussgrad erzielt werden, weshalb der Aufschluss mittels

Glasperlen vorgezogen wurde.

Aus den FAE1-enthaltenen Mikrosomen konnten in einem Solubilisierungspuffer, der

0,5 % des nichtionischen Detergenz Triton X-100 enthielt, ca. 30-40 % des Enzyms

solubilisiert werden (s. 3.8.1). Diese Fraktion wurde zur Aufreinigung von FAE1 mittels Ni-

NTA-Affinitätschromatographie verwendet. Diese Methode bietet die Vorteile einer hohen

Bindungskapazität und –affinität, einer schnellen und einfachen Durchführbarkeit und einer

großen Flexibilität des Präparationsmaßstabs (Porath et al., 1975; Hochuli et al., 1989). FAE1

konnte so weitgehend von fremdem Protein abgetrennt und zur in vitro Aktivitätsbestimmung

eingesetzt werden (s. 3.8.2).

4.6.2 in vitro Aktivitätsbestimmung von FAE1

Die Bedingungen bezüglich der Pufferzusammensetzung zur Aktivitätsbestimmung von FAE1

im Assay wurden weitgehend von Ghanevati et al. (2002) übernommen. Es handelt sich dabei

lediglich um einen Phosphatpuffer und die beiden Substrate von FAE1, Oleoyl-CoA und

Malonyl-CoA. Durch Zugabe von CPM in DMSO zu einer DMSO-Endonzentration von 50 %

im Assay wurde die Reaktion abgestoppt. Die Ergebnisse der Messungen in 3.8.4 und 3.8.5

zeigen, dass hier eindeutig erstmals eine Aktivität von FAE1 mit diesem Ansatz nachgewiesen

werden konnte. Dass die Fluoreszenz jedoch schon nach 10-30 min einen je nach

Proteinmenge unterschiedlichen konstanten Wert erreicht, spricht dafür, dass FAE1 im

verwendeten Assaypuffer nicht stabil ist. Unter optimalen Voraussetzungen müsste sich die

Reaktionszeit mit abnehmender Proteinmenge verlängern und die Fluoreszenz den gleichen

konstanten Wert erreichen.

Die Fluoreszenzmessungen der Ansätze, in denen jeweils eines der beiden Substrate

fehlt, zeigen auch ohne das jeweils zweite Substrat einen schwachen Anstieg des

Fluoreszenzsignals sowohl mit der Zeit als auch mit zunehmender Proteinmenge. Zwei

Erklärungsmöglichkeiten dafür wären, dass zum einen beide Substrate, vor allem Oleoyl-

CoA, im Assaypuffer nicht stabil sind und SH frei setzen, und zum anderen, dass CPM mit

freien SH-Gruppen von FAE1 reagiert.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ein Assay zum Nachweis der

Elongaseaktivität nach dem oben genannten Prinzip grundsätzlich durchführbar und nach

Optimierung einzelner Assayparameter wie beispielsweise Pufferzusammensetzung, pH-Wert

oder Inkubationstemperatur vermutlich auch HTS-fähig ist.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Aufklärung des molekularen

Wirkmechanismus‘ von Herbiziden der HRAC-Klassen K3 und N. Chloracetamide,

Oxyacetamide und andere zu diesen Gruppen gehörige Herbizide werden seit ca. 50 Jahren im

Pflanzenschutz zur Bekämpfung von Unkräutern eingesetzt. Der molekulare Wirkort dieser

Hemmstoffe war jedoch bislang nicht bekannt. K3 Herbizide galten nach HRAC-Definition

aufgrund bisheriger Forschungsergebnisse als Inhibitoren der Synthese sehr langkettiger

Fettsäuren (VLCFAs), N Herbizide als Inhibitoren der Lipid-Synthese. Der

Wirkmechanismus dieser Herbizidklassen wurde hier auf prinzipiell zwei unterschiedlichen

Wegen untersucht. Darüber hinaus wurde ein nichtradioaktiver Assay zur Bestimmung der

Aktivität der VLCFA-Elongase FAE1 entwickelt, der sich zur Auffindung möglicher neuer

Hemmstoffe im Hochdurchsatzscreening eignet.

Fettsäureelongasen katalysieren den ersten, limitierenden Schritt innerhalb der

VLCFA-Elongation, die Kondensation von Acyl-CoA mit Malonyl-CoA, und stellen deshalb

mögliche Targets von K3 und N Herbiziden dar. Ein weiterer Grund für diese Vermutung ist

die Beobachtung, dass Pflanzen, die mit diesen Herbiziden behandelt werden, einen

Organfusions-Phänotyp ähnlich dem von fiddlehead-Mutanten zeigen. Das FIDDLEHEAD-

Gen hat eine hohe Homologie zu bekannten Fettsäureelongasen. Um die Wirkung von K3 und

N Herbiziden an Fettsäureelongasen zu testen, wurden bereits charakterisierte und putative

Fettsäureelongasen aus Arabdiopsis thaliana kloniert und in der Hefe Saccharomyces

cerevisiae exprimiert. Anhand eines Vergleichs der Fettsäureprofile von transgenen und nicht

transformierten Hefezellen mittels GC/MS konnten durch diesen Ansatz zusätzlich zu den

drei bisher hinsichtlich ihrer Substrate und Produkte schon bekannten Elongasen FAE1, KCS1

und KCS2 drei neue Fettsäureelongasen, kodiert durch die Gene At5g43760, At1g04220 und

CER60, charakterisiert werden.

Die Hemmung der Fettsäureelongation durch K3 und N Herbizide wurde über die

Fettsäurezusammensetzung der transgenen Hefezellen vor und nach Inkubation mit

verschiedenen Substanzen dieser Herbizidklassen geprüft. In der vorliegenden Arbeit konnte

bewiesen werden, dass K3 Herbizide die Elongasefunktion der VLCFA-Synthese hemmen.

Unterschiedliche Elongasen werden von unterschiedlichen Wirkstoffen im

submikromolekularen Bereich verschieden stark gehemmt.
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In einem zweiten Ansatz konnte gezeigt werden, dass mit dem Herbizid Flufenacet

behandelte Pflanzen und fiddlehead-Mutanten die gleichen Veränderungen im Fettsäureprofil

im Vergleich mit dem Wildtyp aufweisen. Sowohl in fdh-Mutanten als auch in Flufenacet

behandelten Pflanzen konnte eine Anhäufung von Dicarbonsäuren beobachtet werden. Auch

dieses Ergebnis deutet auf die Hemmung der Kondensationsreaktion der VLCFA-Elongation

als Target von K3 Herbiziden hin.

Beim Vergleich der Fettsäurezusammensetzung einer weiteren Arabidopsis

Organfusionsmutante mit dem Namen hothead bzw. ace mit dem Arabidopsis Wildtyp konnte

gezeigt werden, dass es sich bei den in der Mutante anhäufenden Verbingungen um ω-

Hydroxyfettsäuren handelt, während gleichzeitig eine Abnahme von Aldehyden und

Dicarbonsäuren zu beobachten war. Zusammen mit der Tatsache, dass das ACE-Gen mittels

Sequenzanalyse als FAD bindende Oxidoreduktase charakterisiert werden konnte, legt dies

die Vermutung nahe, dass es sich bei ACE um eine Alkoholoxidase handelt, die die Oxidation

von langkettigen Alkoholen zu Aldehyden und eventuell weiter zu Carbonsäuren katalysiert.

Aus diesen Ergebnissen kann folgender hypothetischer Stoffwechselweg erstellt

werden: gesättigte und einfach ungesättigte Fettsäuren mit einer Kettenlänge von 16 oder 18

C-Atomen können entweder von FAE1 und anderen VLCFA-Elongasen verlängert oder von

LACERATA, einer Cytochrom P450 Monooxygenase, deren Mutation in Arabidopsis

ebenfalls zu einem Organfusionsphänotyp führt, hydroxyliert werden. Es wäre möglich, dass

diese Hydroxyfettsäuren durch ACE zum Aldehyd und eventuell weiter zur Dicarbonsäure

oxidiert werden. FDH könnte diese Dicarbonsäuren möglicherweise als Substrat zur

Verlängerung verwenden.

In Saccharomyces exprimierte VLCFA-Elongase FAE1 konnte aus der unlöslichen

Zellfraktion solubilisiert und mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt werden.

Die Aktivität des Enzyms konnte erstmals in einem nichtradioaktiven Assay in vitro bestimmt

werden. Dieser Assay kann prinzipiell zur Auffindung neuer herbizider Wirkstoffe innerhalb

eines High Throughpht Screening (HTS) verwendet werden.
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