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1 Einleitung

Kaum eine Pflanzenfamilie ist für den Menschen von einer so großen

Bedeutung wie die der Gräser. Gräser bedecken ca. 20 % der Landoberfläche

der Erde und kommen in nahezu allen Ökosystemen vor (Kellog, 2001). Die

Familie der Gräser beinhaltet ca. 10000 Arten, die in 600 – 700 Gattungen

eingeteilt werden. Die Ernährung großer Teile der Weltbevölkerung beruht auf

den zu den Gräsern gehörenden Getreiden Reis, Mais, Weizen, Gerste und

Roggen. Auch andere wirtschaftlich bedeutende Pflanzen wie Zuckerrohr und

Hirse zählen zu den Gräsern.

Die Gräser sind eine relativ junge Pflanzenfamilie. Die ältesten sicheren

Belege für das Vorhandensein von Gräsern sind 55 bis 60 Millionen Jahre alte

fossilierte Graspollen aus dem Paleozän Afrikas und Südamerikas (Kellogg,

2001). Es sind auch 70 Millionen Jahre alte Pollenfunde bekannt, deren

Erhaltungszustand eine sichere Zuordnung zu dieser Pflanzenfamilie jedoch

erschwert. Die ersten Gräser waren Bewohner von schattigen, waldigen

Standorten. Erst die Eroberung der offenen trockenen Ökosysteme als

Lebensraum führte zu der Diversifikation, wie wir sie heute kennen.

1.1 Substanzen der generellen Abwehr in Gräsern

An ihrem natürlichen Standort sind Pflanzen einer großen Anzahl von

potentiellen Schädlingen und Krankheitserregern ausgesetzt. In den mittleren

Breiten ist eine Wiesenpflanze von schätzungsweise sechs Millionen Bakterien,

Pilzen, Protozoen und Algen, bis zu 6000 Nematoden, 100 oder mehr

Mikroathropoden, Oligochaeten und Regenwürmern umgeben (Roth, et al.,

1994). Gegen diese potentiellen Gefahren schützen sich Pflanzen einerseits

durch morphologische Barrieren und andererseits durch biochemische

Mechanismen. Generell lassen sich pflanzliche Abwehrmechanismen in zwei

Gruppen unterteilen: Die generelle oder unspezifische Abwehr zeichnet sich
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durch ein breites Wirkungsspektrum gegen viele verschiedene Organismen aus,

während die Mechanismen der spezifischen, oder Kultivar-Resistenz dann zum

Einsatz kommen, wenn die Barrieren der unspezifischen Resistenz durch einen

Angreifer durchbrochen wurden – dabei kommt es dann zu einer direkten

Interaktion zwischen einem Gen(produkt) der Wirtspflanze mit einem

Gen(produkt) des Pflanzenpathogenen (Gen für Gen Hypothese, Flor, 1956).

Gräser bilden eine Vielzahl von Sekundärstoffen aus, die der Abwehr

dienen (Roth, et al., 1994). Hierzu zählen z.B. Polyphenole wie die von

manchen Hirse-Arten gebildeten Tannine, das ebenfalls von manchen Hirse-

Arten gebildete Blausäureglukosid Dhurrin, Lectine und Protease-Inhibitoren,

die in vielen wirtschaftlich bedeutenden Getreide-Arten gefunden werden,

sowie verschiedene Phytoalexine. Wichtige unspezifisch wirkende

Abwehrstoffe der Gräser sind zudem Indolalkaloide wie z.B. Gramin

(Abbildung 1), das in den Gattungen Hordeum und Phalaris gefunden wird,

und insbesondere die Benzoxazinoide.

Abbildung 1: Das Indolalkaloid Gramin (3-(Dimethyl-Amino-Methyl)-Indol).

Die bekanntesten Benzoxazinoide sind das von Weizen und Mais synthetisierte

DIMBOA (Abbildung 2), und das in Wildgersten und Roggen zu findende

DIBOA (Abbildung 2). Die Biosynthese von DIMBOA findet in der

auskeimenden Maispflanze statt, so daß die vorhandenen Mengen mit

zunehmendem Alter der Pflanze abnehmen (Cambier et al., 2000). Da

Benzoxazinoide auch autotoxische Wirkungen zeigen (Sahi et al., 1995),

werden DIBOA und DIMBOA nach ihrer Biosynthese als biologisch inaktive

O-Glucoside in der Vakuole der Pflanzenzelle gelagert (Sicker et al., 2000).



1 Einleitung

3

Dabei kann ihre Konzentration bis zu 1 mmol / kg Frischgewicht (DIBOA)

bzw. bis zu 13 mmol / kg Frischgewicht (DIMBOA) betragen (Cambier et al.,

2000). Spezifische Glucosidasen, die sich im Chloroplasten befinden, können

das toxische Aglucon freisetzen. Dieses geschieht auf Grund der

Kompartimentierung jedoch nur bei Verletzung der Zelle, z.B. durch Attacke

eines Herbivoren.

Benzoxazinoide wurden in den zu den Subfamilie Panicoideae

gehörenden Gattungen Zea, Sorghum, Tripsacum und Coix, und in den zur

Subfamilie Pooideae zählenden Gattungen Hordeum, Secale, Triticum,

Aegilops, Elymus und Triticale sowie in der Subfamilie Bambusoideae

(Chusquea) und dem Unterstamm Arundinae (Arundo) nachgewiesen

(Niemeyer, 1988). Außerhalb der Gräser wurden sie auch in dikotylen Pflanzen

nachgewiesen, wie z.B. innerhalb der Acanthaceae, Ranunculaceae und

Scrophulariaceae. Die zwar weite, aber heterogene Verteilung der

Benzoxazinoide wirft die Frage auf, ob die Biosynthese der Benzoxazinoide in

Gräsern monophyletischen oder polyphyletischen Ursprungs ist.

Benzoxazinoide finden sich gerade in wirtschaftlich bedeutsamen Getreiden

wie Roggen, Weizen und Mais, während sie nur in Wildgersten, nicht aber in

der Kultivar-Art Hordeum vulgare zu finden ist (Barria et al., 1991). Bei

Hordeum findet man DIBOA und Gramin, was die Frage aufwirft, ob deren

Vorhandensein in einer Korrelation zueinander steht.

Die Situation bezüglich der Gattung Oryza war zu Beginn dieser Arbeit

unklar; lediglich eine Literaturangabe (Tang et al., 1975) deutet auf das Fehlen

von Benzoxazinonen in Reis hin, ohne jedoch nährere Angaben über die

getesteten Linien zu machen. Da nicht auszuschließen war, daß die Situation

bezüglich der Sekundärstoffverteilung innerhalb der Gattung Oryza der

Situation in der Gattung Hordeum ähnelt, bestand zu Beginn dieser Arbeit

gerade für diese wirtschaftlich bedeutsame Gattung ein Klärungsbedarf.
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1.2 Die DIMBOA-Biosynthese in Zea mays

Die DIMBOA-Biosynthese in Mais wurde in jüngster Zeit fast vollständig

aufgeklärt (Frey et al., 1997; Gierl und Frey, 1999; Sicker et al., 2000; und von

Rad, 2000). Indol-3-Glycerin-Phosphat, ein Intermediat der

Tryptophanbiosynthese, ist hierbei Ausgangspunkt des DIMBOA-

Biosyntheseweges (Abbildung 2). Während in der Tryptophanbiosynthese das

von TSA gebildete Indol sofort durch TSB zu Tryptopan umgesetzt wird,

kommt es bei der DIMBOA-Biosynthese zur Freisetzung von Indol durch BX1

(Stettner, 1997). Das freie Indol wird anschließend durch die vier Cytochrom

P450-Enzyme BX2-BX5 schrittweise in vier Hydroxylierungsreaktionen zu

DIBOA umgesetzt (Frey et al., 1997). Bx1-Bx5 und das ebenfalls an diesem

Sekundärstoffwechselweg beteiligte Glucosyltransferase-Gen Bx8 bilden

zusammen ein Gencluster auf dem kurzen Arm von Chromosom 4. Die oben

genannten vier Hydroxylierungsreaktionen konnten auch in DIBOA-haltigem

Roggen nachgewiesen werden, so daß das Vorhandensein homologer Gene

naheliegt (Glawischnig et al., 1998). Durch eine weitere Hydroxylierung und

die anschließende Methylierung dieser Hydroxy-Gruppe wird DIBOA in Mais

zu DIMBOA umgesetzt. Zu Beginn dieser Arbeit war noch nichts über die

Identität der beteiligten Enzyme BX6 und BX7 bekannt. Es stellt sich die

Frage, ob der letzte Hydroxylierungsschritt, wie alle vorherigen, durch ein

P450-Enzym katalysiert wird, obwohl ein solches trotz intensiver Suche bisher

nicht gefunden wurde (Grün, unveröffentlichte Ergebnisse), oder diese

Reaktion vielleicht durch ein Enzym anderen Typs vermittelt wird. Im

Anschluß an die Biosynthese von DIMBOA wird dieses durch die

Glucosyltransferasen BX8 und BX9 an der Hydroxygruppe in Position 2

glucosyliert (von Rad, 2000), so daß das Benzoxazinoid als Glucosid in der

Vakuole der Pflanzenzelle gespeichert werden kann.
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Abbildung 1: Der DIMBOA-Biosyntheseweg in Zea mays . Die Konvertierung

von Indol zum DIMBOA-Vorläufer DIBOA wird schrittweise durch die vier

P450-Enzyme BX2 – BX5 katalysiert. Die Identität von BX6 und BX7 war zu

Beginn dieser Arbeit ungeklärt.
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1.3 Cytochrom P450-Enzyme

An der Biosynthese von DIMBOA in Zea mays sind unter anderem die vier

Cytochrom P450-Enzyme BX2-BX5 beteiligt (siehe Punkt 1.2). Cytochrom

P450-Enzyme, im folgenden kurz als P450-Enzyme bezeichnet, tragen ihren

Namen nach der charakteristischen Absorptionsbande bei 450 nm, die im

Kohlenmonoxyd-Differenzspektrum sichtbar wird.

Die häufigsten, von pflanzlichen P450-Enzymen katalysierten

Reaktionen sind Hydroxylierungen und oxidative Demethylierungen einer

Vielzahl von Substraten unter Verwendung von molekularem Sauerstoff und

Reduktionsäquivalenten wie NADPH (Bolwell et al., 1994). Dabei sind

pflanzliche P450-Enzyme an der Biosynthese aller Hormontypen, der

Oxygenierung von Fettsäuren im Zuge der Cutinbiosynthese, sowie einer

Vielzahl von Sekundärstoffbiosynthesen, wie z.B. Lignifizierung,

Blütenfarbstoffbiosynthesen, Biosynthesen von Abwehrstoffen wie z.B.

Alkaloiden und Cyanogenen Glucosiden, sowie der Detoxifizierung von

Xenobiotika beteiligt (Werck-Reichardt und Feyereisen, 2000).

Je nach Übertragungsweg der Elektronen von den

Reduktionsäquivalenten werden die P450-Enzyme aller Organismen in vier

große Klassen eingeteilt: Klasse I Proteine benötigen hierzu eine FAD-haltige

Reduktase und zusätzlich ein Eisen-Schwefel Redoxin. Der Elektronentransfer

erfolgt bei P450-Enzymen der Klasse II nur über eine FAD / FMN – haltige

P450-Reduktase. P450-Enzym und P450-Reduktase sind dabei beide

unabhängig voneinander an der Außenseite der Membranen des

Endoplasmatischen Retikulums verankert, und bilden zusammen den

funktionellen Monooxygenase-Komplex. Sie sind in Eukaryonten am

häufigsten. P450-Proteine der Klasse III kommen ohne Elektronendonor aus,

während P450-Proteine der Klasse IV ihre Elektronen direkt von NAD(P)H

beziehen können.
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P450-Enzyme bilden eine der größten Enzym-Überfamilien überhaupt. Allein

in A. thaliana wurden bisher 286 P450-Gene gefunden (The Arabidopsis

Genome Initiative, http://www.arabidopsis.org/agi.html). Trotz ihrer extremen

Diversität auf der Ebene der Primärstruktur (einige Vertreter sind zueinander

gerade einmal zu 16 % identisch) variiert ihre Tertiärstruktur nur wenig.

Cyp51 wird als Ursprung aller eukaryontischen P450-Gene diskutiert

(Nelson, 1999). Aus diesem sollen sich in Pilzen, Pflanzen und Tieren die

P450-Kollektionen unabhängig voneinander entwickelt haben. Dabei werden

Genduplikationsereignisse als Motor der P450-Evolution angenommen

(Werck-Reichart und Feyereisen, 2000). In vielen Organismen liegen P450-

Gene geclustert vor, wobei diese Cluster jedoch in den meisten Fällen keine

funktionellen Einheiten darstellen.  Eine Ausnahme bilden jedoch Bx2-Bx5

(Frey et al., 1997), die zusammen mit den nicht-P450-Genen Bx1, Bx8 und Bx9

tatsächlich Bestandteile eines Genclusters auf dem kurzen Arm des

Chromosoms 4 in Mais bilden. Auch hier wird die Entwicklung des Clusters

über Genduplikationsereignisse diskutiert.

 Generell werden die P450-Proteine je nach ihrer Identität in Familien

(ab 40 % Sequenz-Identität) bzw. Subfamilien (ab 55 % Sequenz-Identität)

zusammengefaßt (Werck-Reichardt und Feyereisen, 2000). Familien, die sich

auf einen gemeinsamen Vorläufer zurückführen lassen, werden in sogenannten

Clans zusammengefaßt (Nelson, 1999). Dabei wird ein Clan stets nach der

niedrigsten, in ihm enthaltenen Familiennummer bekannt. Die in 47 Familien

zusammengefaßten 512 bekannten pflanzlichen P450-Enzyme (Stand: April

2000, David Nelsons Homepage: http://drnelson.utmem.edu/P450dbplant.html)

lassen sich in vier Clans unterteilen: Clan 71 (25 Familien), Clan 72 (4

Familien), Clan 85 (9 Familien) und Clan 86 (4 Familien). Die fünf restlichen

Familien sind bisher noch nicht zuordbar.

Die Wildgerste H. lechleri gehört zu den DIBOA-produzierenden

Vertretern der Gattung Hordeum. Im Rahmen dieser Arbeit soll aufgeklärt

werden, wie die Benzoxazinoid-Biosynthese in dieser Art verläuft. Die

Hypothese, daß diese Biosynthese prinzipiell über orthologe Enzyme unter
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Entstehung identischer Zwischenprodukte wie in Mais verläuft, soll über die

Identifikation und Funktionsbestimmung der entsprechenden Gene verifiziert

werden.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Einblick in die Mechanismen der Evolution des

Benzoxazinoidstoffwechsels von Gräsern zu gewinnen.

Die Isolierung, Analyse und Funktionsbestimmung von Bx-homologen

P450-cDNAs aus der Wildgerste H. lechleri soll die Frage klären, ob die

Benzoxazinoid-Biosynthese innerhalb der Gräser monophyletischen oder

polyphyletischen Ursprungs ist. Das Vorkommen von Benzoxazinoiden in

verschiedenen Gattungen der Gräser (Hordeum, Oryza) und die Korrelation mit

dem Auftreten des Indolalkaloids Gramin in der Gattung Hordeum sollte durch

systematische Untersuchungen bestimmt werden.

Außerhalb dieser Fragenkomplexe wird der DIMBOA-Biosyntheseweg

in Zea mays mittels in vivo-Hemmversuchen an Keimlingen weiter untersucht.

Ziel dieser Experimente ist die Aufklärung der für die Hydroxylierung an der

C7-Position verantwortlichen enzymatischen Reaktion.
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2 Material und Methoden

2.1 Abkürzungen

AS Aminosäure

A. thaliana Arabidopsis thaliana

BSA Rinderserumalbumin

cDNA komplementäre DNA

d Tag(e)

DIBOA 2,4-Dihydroxy-2H-1,4-Benzoxazin-3(4H)-on

DIMBOA 2,4-Dihydroxy-7-Methoxy-2H-1,4-Benzoxazin-

3(4H)-on

DIM2BOA 2,4-Dihydroxy-7,8-Dimethoxy-2H-1,4-Benzoxazin-

3(4H)-on

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DTE Dithioeryt

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamin-N-N-N´-N´-Tetraessigsäure

EtOAc Ethylacetat

Glc Glucose

h Stunde

H. Hordeum

HOAc Essigsäure

HBOA 2-Hydroxy-2H-1,4-Benzoxazin-3(4H)-on

HPLC High Performance Liquid-Chromatography

IPTG 1-Isopropyl-ß-D-Thiogalactopyranosid

kb Kilobase(n)

kD Kilodalton
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M Molar

MeO Methoxy

MeOH Methanol

min Minute(n)

mM millimolar

µM mikromolar

mRNA messenger RNA

n.A.d.H. Nach Angaben des Herstellers

n.d. Nicht bestimmt

OH Hydroxy

ORF Opern Reading Frame

p.A. pro Analysis

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumdodecylsulfat

SSPE Natrium-Phosphat-EDTA-Puffer

TAE Tris-Acetat-EDTA Gelelektrophorese-Puffer

TEMED N-N-N´-N´-Tetramethylendiamin

Tris Tris-(hydroymethyl)-aminomethan

ü.N. über Nacht

Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit

VE-H2O vollentsalztes Wasser

WT Wildtyp

Z. mays Zea mays

Amninosäuren und Nucleotide wurden im Einbuchstaben-Codes abgekürzt. Es

wurden die SI-Einheiten und Symbole für chemische Elemente verwendet.
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2.2 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (analytischer Reinheitsgrad)

wurden von folgenden Firmen bezogen: Bio-Rad (USA), Fluka (Schweiz),

Merk (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich

(Deisenhofen). Prohexadion wurde vom Lehrstuhl für Zierpflanzenbau,

Professor Forkmann, Technische Universität München, zur Verfügung gestellt.

DNA-Restriktions- und modifizierende Enzyme wurden bezogen von:

Boehringer Mannheim, Gibco BRL (USA), MBI Fermentas (Litauen), New

England Biolabs (USA), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Deisenhofen),

Stratagen (USA)

Radioaktiv markierte Nukleotide (32P α-dCTP, 3000Ci/mol), sowie

Hybond-N Nylonmembran und Nitrocellulosemembran wurden von

Amersham-Pharmacia (Freiburg) bezogen. Agarose wurde von FMC Bio

Products (USA) bezogen

Die eingesetzten Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech

(Ebersberg), Gibco BRL (USA) und Sigma-Genosys (UK) im Auftrag

synthetisiert.

DIBOA und DIMBOA wurden von Dr. D. Sicker zur Verfügung gestellt.

DIMBOA wurde aus Maiskeimlingen, DIBOA wurde aus Roggenkeimlingen

isoliert

2.3 Antikörper

Es wurden die in der Doktorarbeit Glawischnig (Glawischnig, 1997)

beschriebenen Antikörper verwendet.
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2.4 Plasmide

Zur Klonierung und heterologen Expression wurden die in Tabelle 1

beschriebenen Plasmide eingesetzt.

Tabelle 1: Eingesetzte Plasmide

Vektor Resistenzmarker /

Komplementationsmarker

Literaturnachweis

pBluescript II KS Ampicillin Stratagene

Uni-ZAP XR vector Ampicillin Stratagene

pYeDP60 Ampicillin /

Adenin

Urban et al., 1990

2.5 LAMBDA-Bakteriophagen

Alle verwendeten Bakteriophagenstämme wurden dem cDNA Synthesis Kit®,

ZAP-cDNA Synthesis Kit®, and ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit®,

Fa. Stratagene,  entnommen.

-  ExAssistTM interference-resistant helper phage

-  VCMS13 Interference-Resistant Helper Phage

2.6 Bakterienstämme

Die folgenden E. coli-Stämme wurden verwendet:

E. coli K803 Wood 1966

E. coli XL-1 Blue Bullock et al., 1985
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Die folgenden E. coli-Stämme wurden dem cDNA Synthesis Kit®, ZAP-cDNA

Synthesis Kit®, and ZAP-cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit®, Fa.

Stratagene,  entnommen:

- XL1-Blue MRF´ strain

- SOLRTM strain

- VC5257 host strain

2.7 Saccharomyces cerevisiae

2.7.1 Verwendete Hefestämme

Es wurden die folgenden S. cerevisiae Stämme verwendet:

-  W(R) (Truan et al., 1993)

-  WAT11 (Pompon et al., 1996)

-  WAT21 (Pompon et al., 1996)

2.7.2 Anzucht und Induktion der Zellen

Sofern nicht anders angegeben, wurde alle Hefestämme  bei 28 °C inkubiert,

Flüssigkulturen auf dem Roller oder im Schüttler bei 120 rpm.

Untransformierte Zellen wurden in YPGA (2 % Glucose, 1 % Hefeextrakt, 1 %

Pepton, 30 mg / l Adenin), transformierte Zellen im Selektionsmedium SGI (2

% Glucose, 0,1 % Pepton, 0,67 % yeast nitrogen base without aminoacids (Fa.

Difco, USA), 20 mg / l Tryptophan) gezogen.

Anzucht von Hefezellen zur Transformation: Eine Kolonie von einer

frischen, bei 28 °C inkubierten YPGA-Platte wurde in 5 ml YPGA überimpft

und ü.N. bei 28 °C auf dem Roller inkubiert. Hieraus wurden 50 ml YPGA



2 Material und Methoden

14

beimpft, und bei 120 rpm und 28 °C bis zum Erreichen einer OD600 von 0,6 -

0,8 bebrütet. In diesem Stadium konnten die Zellen zur Transformation

eingesetzt werden.

Die Induktion von Zellen erfolgte durch Zufüttern von 27 ml 200 g / l

Galactose-Lösung in eine 10 h alte 250 ml Kultur in YPGE (0,5 % Glucose, 1

% Hefeextrakt, 1 % Pepton, 3 % Ethanol), welche aus einer 25 ml Ü.N.-Kultur

in SGI angeimpft wurde.

Für die P450-unabhängige Reduktion von Isatin zu 2-Hydroxy-Indolin-

2-on in Kultur wurde zusätzlich bei der Induktion in Ethanol gelöstes Substrat

(Endekonzentration in der Kultur: 1mM) zugegeben.

2.8 Pflanzenmaterial

2.8.1 Gersten-Arten und –Linien sowie deren Anzucht

Folgende H. vulgare Kultivar-Sorten wurden von der Bayerischen

Landesanstalt für Bodenkultur und Pflanzenbau, Freising, Deutschland zur

Verfügung gestellt:

-   H. vulgare „Alexis“

-   H. vulgare „Baccara“

- H. vulgare „Nürnberg“

Folgende H. vulgare Kultivar-Linien / Sorten wurden von dem Lehrstuhl für

Pflanzenbau und Pflanzenzüchtung, TU München, zur Verfügung gestellt:

-  H. vulgare B87

-  H. vulgare „Nade“

Die drei folgenden Wildgerstenlinien wurden vom Risø National Laboratory,

DK-4000 Roskilde, Dänemark zur Verfügung gestellt:
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-  H. spontaneum 42-48,

-  H. spontaneum 150-31

- H. spontaneum 160-53

Folgende Wild- und Kultivargersten wurden vom IPK, Institut für

Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben zur Verfügung

gestellt:

-  H. brachyantherum Nevski (H2012), GRA 966, Ursprungsland: USA

-  H. flexuosum Steud. (H1110), GRA 977, Ursprungsland: Argentinien

- H. lechleri (Steud). Schenck. (H1550), GRA 981, Ursprungsland:

 Argentinien

-  H. roshevitzii Bowden (H179) GRA 98 Ursprungsland „Sowjetunion“

-  H. vulgare tellus

Für die Quantifizierung von Sekundärstoffen verwendete Keimlinge wurden

nach einer Stratifizierungsphase von 7 d bei 7 °C unter folgenden Bedingungen

bis zur gewünschten Größe angezogen:

16 h Tag, 16 °C

8 h Nacht, 12 °C

Lichtintensität in Topfhöhe 400 µEinstein / m2s

Pflanzen, die zur Vermehrung eingesetzt wurden, wurden unter gleichen

Bedingungen, oder bei 16 h Tag, 24 °C gehalten.

2.8.2 Anzucht von Mais- und Weizenkeimlingen

Der Hybridmais ”LG11” (Lima Grain, Frankreich) wurde als Standard WT-

Linie für alle Maispräparationen und Enzymtests verwendet, wenn nicht anders

angegeben. Triticum aestivum „Trakos“ (von dem Lehrstuhl für Pflanzenbau u.

Pflanzenzüchtung, TU München zur Verfügung gestellt) wurde für die

Southern Blots eingesetzt. Keimlinge wurden bis zum Alter von 5 d in
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Keimpapier im Dunklen bei 28°C angezogen. Die für die DIMBOA-

Biosynthese-Hemmversuche vorgesehenen Keimlinge wurden drei Tage bei 28

°C im Dunkeln in mit 0,1 % Prohexadion-Lösung benetztem Keimpapier

(Kontrollpflanzen nur mit Wasser) angezogen.

2.8.3 Anzucht von Roggenkeimlingen

Roggenkörner ”Halo” (Lochow-Petkus, Bergen Kr. Celle) wurden 6-7 Tage bei

24°C im Dunklen in Keimpapier angezogen.

2.8.4 Anzucht von Reiskeimlingen

Ein Kollektion verschiedener Oryza-Arten wurde durch das National Institute

of Agriculture and Science (NIAST), Suwon, Süd-Korea zur Verfügung

gestellt (siehe 3.1.1).

Nach dem Brechen der Keimruhe durch eine zwölfstündige Inkubation der

trockenen Samen bei 50 °C wurden diese sechs Tage lang bei 28 °C auf

feuchtem Filterpapier im Dunklen ausgekeimt.

2.9 Molekulargenetische Methoden

2.9.1 DNA-Isolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte zum Teil durch die Boil-

Prep-Methode (Holmes & Quiggley, 1981), in der Regel jedoch durch

alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979).

Die DNA-Isolierung aus Phagen erfolgte nach Sommer et al. (1990) und

Frey et al. (1990).

Die Isolierung genomischer DNA aus Gerste erfolgte über die bei Dellaporta et

al. (1983) beschriebene Methode.
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2.9.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Gersten-Keimlingen erfolgte nach der

Guanidinium-Hydrochlorid-Methode  von Logemann et al. (1987). Aus der

Gesamt-RNA wurde mit Hilfe von Oligo(dT)-Latexkugeln (Oligotex, Qiagen)

n.A.d.H. Poly-A+-RNA (mRNA) isoliert. Die Umschreibung der mRNA in

cDNA erfolgte mit Hilfe des TagMan-Kits (Perkin-Elmer, USA) mit 0,75 µg

bzw. 1,5 µg Poly-A+-RNA pro 50 µl Reaktionsansatz ebenfalls n.A.d.H..

2.9.3. PCR

Für die PCR-Reaktion wurde der Thermoblock UNO (Fa. BIOMETRA) und

Taq-Polymerase der Fa. Boehringer oder Pfu-Polymerase (Stratagene)

angewendet.

Standard-Programm: 25 Zyklen: 94°C, 1 min ; 55°C, 30 sec ; 72°C, 2min

(Annealingtemp. und Extensionszeit wurden entsprechend der eingesetzten

Primer und erwarteten Fragmentlängen variiert)

PCR-Puffer: 10 mM Tris pH 8,3; 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl
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Tabelle 2: eingesetzte PCR-Primer

2df gacctcaagcccaacgagttcca

3df gacgtccacatgaagggcaagga

4df gaggtcgacatgtacggcaagga

4df2 gacgccgaggtcgacatgga

4df3 gacgccgaggtcgacatgta

5df ttcatgcgggacggctgggacaa

hm1 ggycagcgyatgtgcccggg

perf1 gcggatccgargarttymgnccngagag

perf2 gcggatccgargarttymgnccngagcg

perf3 gcggatccgargarttymgnccngaaag

perf4 gcggatccgargarttymgnccngaacg

perf5 ttcwwsccsgagaggtttct

perf6 ttcwwsccsgagaggttcct

c1wr tcccagtcgaaatggtadat

c2wr acatcccamtcaaaatggtacat

c3wr acctcccagtcraaatggtacat

L5Aat aagggcgagaaggcgacgtcggtgg

L38 gaatgatggcggcggccatggatg

EcoT17V cggaattct17d

Tabelle 3: eingesetzte Mutagenese-Primer:

L37 TCTACGCCAGCTGCTTTGTTGACTGTTTTGTTGTTGTTGATTATTAGATTGGCT
TGGGTTAGAACTACTACTGCTTCTACTAGATTGAGCAAGCAGCAGCAGCTC

L5Eco AGTTGTGGACGGAATTCATGGCTCTTGAAG
L57 GGTACTTCTGCTCCAGCTGCTTTGTTGTTGGTTTGTGTTCCATTGTTGTTGTTG

TTGTTGTTGTTCGCTTCTTTGAGAACCTCAGCGTCGACAAGA

2.9.4. DNA-Sequenzierung

Die zu sequenzierende DNA wurde über PEG-Fällung (Fa. MWG-Biotech,

Ebersberg) gereinigt.
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Pro Sequenzierungsreaktion wurden 10 bis 30 ng PCR-Fragment bzw. 200-400

ng Plasmidkonstrukt eingesetzt. Die Sequenzierung mittels des Cycle-

Sequencing durchgeführt. Es wurden 26 Zyklen gefahren:

Denaturierung:  95°C, 20sec.

Annealing: 50°C, 15 sec.

Polymerisation: 60°C, 60 sec.

Die Sequenzierungs-Reaktionen wurden mit einem ABI PRISM 377 DNA

Sequencer (Perkin Elmer, USA) aufgetrennt und analysiert. Die Sequenzdaten

wurden mit Hilfe des Programmes SeqMan (DNA-Star, Lasergene) analysiert.

Die für die Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tabelle 4 dargestellt. Es

wurden zudem immer die Primer „Reverse“ und „Universal“ zum

Sequenzieren aus dem Vektor heraus verwendet.

Tabelle 4: Eingesetzte Sequenzier-Primer

HlBx2 HlBx4
518ra catgctggtacgcctctgtgc 11ra acctccacctcatcggctccc
518ua ctacatgcactcacacggtc 11ua tgaagcctctgcgttcggcga
518rb ttcgacatcatcatgtacggg LBx4rb ggacatgacggagctcttggg
518ub ccttaaatccgggtgggag LBx4ub tatccgttgacctcgcagtcg
518rc acctgctcctcgacaagctaa LBx4rc ggtgctggaatactccatggc
518uc agcttgttcagaaggtgtggc LBx4uc ccacctcttgctgactcccat
518rd ctctcatgattccacacttct LBx4rd cgactgcgaggtcaacggata
518ud ttgttccggccctcctcctgt LBx4ud cccaagagctccgtcatgtcc
518re gacatagatatgactgaggtg LBx4re tcgccgaacgcagaggcttca
518ue acatgatgatgtcgaacacca LBx4k ggcgggagctgctgcttgaat
LBx2k ttggcatcgctcgccgctccc
LBx2ka cgagggagacgtaggggagat
HlBx3 HlBx5
13ra aagctccccatcatcgggcac 2ra tgcggctcccgccttcgcctc
13ua aaacatcatacttagactggg 2ua agatttactagcataatctcc
LBx3rb aaggtggtgcactccttccg LBx5rb accgtcatcgtgtcctcgccc
LBx3ub taggatgtttctatgcctg LBx5ub agtttcttcataacatgtctg
LBx3rc acctgttcaacgagatcattg LBx5rb2 accaacgctccatccaccgtg
LBx3uc ttgatctccgtgagctcgctg LBx5rb3 tcctctcgctacagcaagagt
LBx3rd caaccatcaaggagacgtcg LBx5uc tgcggcctttcttccggtgag
LBx3ud aggacacgaacaaggtgggta LBx5rd cagacatgttatgaagaaact
LBx3ux tagtcgaatgatgagtagcag LBx5ud cacggtggatggagcgttggt

LBx5ue aggaagaggaggccgttgtgg
LBx5k aaggctgcccggaggcgaagg
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2.9.5 Southern-Analyse

Aus der isolierten Phagen-DNA wurden die cDNAs mit EcoRI / XhoI

ausgeschnitten. Genomische DNA wurde mit BamHI, EcoRI, HindIII, ApaI

oder PstI verdaut. Für die Übertragung von gelelektrophoretisch aufgetrennter

DNA auf "Hybond N+"-Folien (Amersham) und die Hybridisierung mit

spezifischen DNA-Sonden wurde die in Sambrook et al. (1989) beschriebene

Methode angewandt. Als Hybridisierungs-Sonden wurden Fragmente der

cDNAs (über PCR amplifiziert) oder die gesamten cDNAs verwendet. Die

Sonden wurden in einer Klenow-Reaktion mit 32P-alpha-dCTP radioaktiv

markiert. Die Auswertung der Hybridisierung erfolgte über den Phosphoimager

"STORM 860" mittels des Programms "Image Quant" (Molecular Dynamics).

2.9.6. DNA-Klonierungstechniken

Die Klonierung von DNA-Fragmenten erfolgte gewöhnlich über die in

Sambrook et al., 1989 beschriebenen Standardmethoden. Die Klonierung von

PCR-Fragmenten in den Vektor pUC57/T erfolgte über den T-Cloning Kit (Fa.

MBI Fermentas).

2.9.7 Adaptoren

2.9.7.1 Herstellung von Adaptoren

Die entsprechenden einzelsträngigen Oligonucleotide werden in dem

untenstehendem Ansatz 5 min bei 95 °C inkubiert, dann langsam auf RT

abgekühlt. Die Qualität des Adapters wurde auf einem 3 % Metaphor-Agarose

Gel überprüft.
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Ansatz:

Oligonucleotid 1 25 µM

Oligonucleotid 2 25 µM

MgCl2 10 mM

Tris-HCl, pH 8,0 50 mM

H2O ad 100 µl

2.9.7.2 Eingesetzte Adaptoren

5´-GATCCGAATTCATACGTTAGCATGGCTACGGTCGACC-3´
    3´-GCTTAAGTATGCAATCGTACCGATGCCAGCTGGTTAA-5´

Adapter pYAd zur Einführung von EcoRI- und SalI-Schnittstelle an der

Klonierungsposition von pYeDP60.

5´-GATCCATGGCTCTTGAAGCAGCATACCACTACCTGCA-3´
    3´-GTACCGAGAACTTCGTCGTATGGTGATGG-5´

Adapter Hl3Ad zum Einführen einer BamHI-Schnittstelle in unmittelbarer

Nachbarschaft zum Translationsstart ATG von HlBx3.

5´-GATCCATATAAATGGCTTTGGAAGCTGCTTACCACTACTTGCAAATCGCTGTCGGCCATGGTACT
    3´-GTATATTTACCGAAACCTTCGACGAATGGTGATGAACGTTTAGCGACAGCCGGTACCATGA

   TCTACGCCAGCTGCTTTGTT-3´
   AGATGCGGTCGACGAAACAA-5´

Adapter Hl3536a zur Mutagenese des 5´-Endes von HlBx3.

5´-CTAGAGAATTCGGCACCATGGCTCTTGAAGCAGCGTACCACTACCTGCA-3´
    3´-TCTTAAGCCGTGGTACCGAGAACTTCGTCGCATGGTGATGG-5´

Adapter Hl4Ad zur Einführung eines Translationstarts in HlBx4:
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5´-AATTCATATAAATGGCTCTTGAAGCTGCTCATCACTACTTGAGACACGCTGTTGGTCATGGTACTTCTGCTCCAG-3´

    3´-GTATATTTACCGAGAACTTCGACGAGTAGTGATGAACTCTGTGCGACAACCAGTACCATGAAGACGAGGTC-5´

Adapter Hl5556 zur Mutagenese des 5´-Endes von HlBx5.

2.9.8 Gerichtete Mutation von DNA-Sequenzen

Die gerichtete Mutation von DNA-Sequenzen erfolgte über drei verschiedene

Methoden (Abbildung 3):

Sequenzveränderung mittels eines Adapters: Die zu verändernde Sequenz

wird mittels zweier Restriktionsendonucleasen ausgeschnitten. In ihre Position

wird ein entsprechender DNA-Adapter ligiert )Sequenzen der eingesetzten

Adaptoren siehe 2.9.7.2).

Sequenzveränderung mittels einer mutagenisierenden PCR: Sind keine

geeigneten Schnittstellen vorhanden, so werden über eine PCR mit einem

mismatch-Primer die gewünschten Sequenzänderungen eingeführt (Sequenzen

der eingesetzten Primer siehe 2.9.3). Die letzten 20 Basen enthalten kein

mismatch, um ein optimales Annealing des Primers zu ermöglichen. Die PCR

wurde mittels der Pfu-Polymerase durchgeführt, um die Fehlerrate möglichst

klein zu halten. Das erhaltene PCR-Fragment wird an beiden Enden mit

Restriktionsendonucleasen geschnitten. Anschließend erfolgt die Ligation in

das Konstrukt, dessen ursprüngliche entsprechende Sequenz zuvor durch

Schneiden mit den gleichen Enzymen entfernt wurde.

Sequenzveränderung mittels der Kombination aus PCR- und Adapter

vermittelten Mutagenese: Adapter und mutagenisiertes PCR-Fragment werden

in einer Dreipunkt-Ligation in das zuvor entsprechend verdaute Konstrukt

inseriert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von drei Methoden zur gerichteten

DNA-Sequenzveränderung. Ursprüngliche bzw. unveränderte Sequenzen sind

farblos, Adapter-Sequenzen schwarz und durch Mutagenese-Primer

entstandene mutierte Sequenzen grau dargestellt. RS = Restriktions-

schnittstelle.
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2.9.9 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation der Hefezellen mit pYeDP60-Konstrukten erfolgte über

Elektroporation (Becker et al., 1991) oder über Hitzeschock Lithiumacetat-

behandelter Zellen (Gietz et al., 1992). Es wurden 0,2 – 1 µg DNA pro

Transformationsansatz eingesetzt. Transformierte Zellen wurden über ADE2-

Komplementation selektiert.

Hitzeschock Lithiumacetat-behandelter Zellen:

10 ml Aliquots der geernteten Zellen wurden jeweils sukzessive mit 10 ml

H2O, 1 ml H2O, und 1 ml TE / LiAc-Puffer (aus einer 10 x Stammlösung frisch

zusammengemischt: 10 x TE: 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5, 0,01 M EDTA; 10 x

LiAc: 1 M Lithiumacetat, pH 7,5 mit HOAc eingestellt) gewaschen. Nach

Resuspendierung in 50 µl TE / LiAc-Puffer wurde die zu transformiende DNA

und 50 µg ss Heringssperma DNA, und nach Durchmischen weitere 300 µl

frisch angesetzte PEG 4000 Lösung (40 % PEG, 1 x TE, 1 x LiAc) zugegeben.

Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 120 rpm und 30 °C erfolgte der 15-

minütige Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad. Nach kurzem Abzentrifugieren

wurde das Zellpellet in 1 ml TE resuspendiert, und jeweils 1/100, 1/20 und 1/2

des Ansatzes auf SGI ausplattiert, und mindestens 4 Tage bei 28 °C inkubiert.
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2.10 Proteinchemische Methoden

2.10.1 Isolierung mikrosomaler Fraktionen aus Hefe (Pompon et al., 1996,

Grün, 1997)

Galaktose-Induzierte Hefezellen (2.7.2) wurden geerntet, in TEK-Puffer (0,1 M

KCl / 50 mM Tris pH 7,4 / 1 mM EDTA) 5 min bei RT gewaschen, und durch

heftiges händisches Schütteln (20 x 30 sec.) in 2,5 ml TES-B (50 mM Tris, pH

7,4 / 1 mM EDTA, 0,6 M Sorbitol / 2 mM DTT) und 15 g Glasperlen (Fa.

Sigma) geöffnet. Der Überstand wurde abgenommen, das Glasperlen-Pellet 3 x

mit je 5 ml TES-B gewaschen. Nach Vereinigen des Überstandes mit den drei

Waschfraktionen wurden diese zur Abtrennung von Zelltrümmern 10 min bei

16000 rpm zentzrifugiert. Aus dem Überstand dieses Schrittes wurde die

mikrosomale Fraktion durch Einstellen einer Endkonzentration von 0,1 g/ml

PEG 4000 / 0,15 M NaCl mindestens 15 min auf Eis ausgefällt, und durch 10-

minütige Zentrifugation bei 10000 rpm pelletiert. Das Mikrosomenpellet wurde

in TES-B gewaschen, und in 50 mM Tris pH7,4 / 1 mM EDTA / 2 mM DTT /

20 % Glycerin durch Pottern homogenisiert. Aliquots dieser Präparation

wurden sofort für Enzymtests eingesetzt oder in Stickstoff eingefroren und bei

–70 °C gelagert.

2.10.2 Isolierung mikrosomaler Fraktionen aus Gerste (Bailey & Larson,

1991)

Drei bis sieben Tage alte Keimlinge wurden in Macerierungspuffer (50 mM

HEPES pH 7,5 / 0,8 M Saccharose / 5 mM DTE) Polyclar AT und Seesand in

einer Reibschale homogenisiert, durch Verbandmull filtriert und der Durchlauf

bei 14000 rpm 20 min zentrifugiert. Die Pelletierung der Mikrosomen erfolgte

über die Ultrazentrifugation des Überstandes (60000 rpm, 20 min). Nach

Resuspendierung ( 50 mM KPi pH7,5 / 10 % Glycerin / 2 mM DTT) wurden

die Mikrosomen in einem Potter homogenisiert. Der Überstand der
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Ultrazentrifugation kann nach Ansäuern auf Metaboliten des Sekundärstoff-

wechsels untersucht werden.

2.10.3 Konzentrationsbestimmung mikrosomaler Proteine

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes einer Probe erfolgte mittels eines

Protein-Assays der Fa. Biorad n.A.d.H.. Die Quantifizierung wurde mittels

einer aus BSA hergestellten Eichkurve durchgeführt.

2.10.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Für die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden

denaturierende Tris-Gycin SDS-Polyacrylamid-Gele gefahren (Lämmli, 1970).

Die Trenngele waren 12,5%ig die Sammelgele 5%ig. Die Elektrophorese

wurde in der Mighty-Small Apparatur  (Hoefer / Amersham / Pharmacia /

Biotech Gruppe) durchgeführt.

2.10.5 Western Blot

Proteingele wurden nach der Elektrophorese 5 min in Western-Transferpuffer

unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die Proteine aus dem

Acrylamidgel durch eine SemiDry-Blotter (BioRad) auf

Nitrozellulosemembranen (Amersham-Pharmacia) transferiert. Der Erfolg des

Proteintransfers wurde durch Färben der Membran mit Ponceau-Rot und

anschließendem Waschen mit VE-H2O überprüft. Nach Entfernen der

Ponceau-Rot-Färbung mittels PBS-T wurde die Membran 1 h unter Schütteln

mit Kälberserum (Sigma) geblockt,  und anschließend mit dem Primären

Antikörper (1:300 in 25 ml PBS-T / 0,2 % BSA verdünnt) 1 h unter Schütteln

inkubiert. Nach 3 x 10 min. Waschen in PBS-T wurde die Membran für eine

Stunde in PBS-T/0,2%BSA mit 0,025% sekundärem Anti-Kanienchen-IgG-

Antikörper, an den der Fluoreszensfarbstoff Cy5 (Amersham-Pharmacia)
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gekoppelt war, unter Schütteln inkubiert. Zum Abschluß wurde nochmals 3 x

10 min in PBS-T gewaschen und die Membran am STORM Phosphoimager

(Molecular Dynamics) im Red Fluorescence Modus ausgewertet.

Western-Transfer Puffer: 5,8 g Tris, 2,93 g Glycin, 3,75 ml 10% SDS, 200 ml

MeOH,  H2O ad 1l

PBS-T: 80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl, 0,1% Tween-20,

pH 7,5

2.10.6 Cytochrom P450 Tests

Soweit nicht anders angegeben, wurde die Bestimmung der P450-Aktivität

immer bei 25 °C, pH-Wert 7,5 und bei einer Inkubationsdauer von 45 min.

durchgeführt. Mikrosomale Fraktionen (0,2 – 2 mg mikrosomales Protein)

wurden zusammen mit einer Substratkonzentration von 0,1 – 1 mM und 0,7

mM NADPH in 50 – 100 mM KPi in 200µl Reaktionsvolumen inkubiert. Das

Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 1 Vol. Methanol,

anschliessend wurde nach Abzentrifugieren der so gefällten Proteine der

Überstand mit 1,3 Vol. 0,1 M HOAc angesäuert, 2 x mit 0,55 Vol. EtOAc

extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen in der Speedvac

eingedampft. Der Rückstand wurde in 60 µl Methanol gelöst, und mittels

HPLC auf seine Inhaltsstoffe analysiert (siehe Punkt 2.11.7)

2.10.7 Bestimmung der Cyt.P450-Reduktase-Aktivität

Die Bestimmung der Cyt.P450-Reduktaseaktivität aus mikrosomalen

Fraktionen erfolgte über den photometrischen Nachweis der Reduktion von

Cytochrom c (Beneviste et al., 1988). 2-80 µg mikrosomales Protein wurde

zusammen mit 50 µM Cytochrom c, 1 mM NADPH, 1 mM KCN in 50 mM

Kpi, pH 7,5 bei RT inkubiert, und dabei der Anstieg der OD550 kontinuierlich
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gemessen. Der Anstieg der OD550 um 0,021 entspricht einer Reduktion von 1

nmol/ml Cytochrom c.

2.11 Naturstoffanalysen

2.11.1 Präparation des DIBOA-Standards

DIBOA wurde nach Bailey und Larson (1991) und Glawischnig (1997) isoliert.

200 g 3 bis 7 Tage alter Roggenkeimlinge wurden mit flüssigem Stickstoff

pulverisiert, und in 5 Vol. H2O suspendiert. Nach der Homogenisierung dieser

Suspension mittels eines Polytron PT 3000 (Kinematic AG), wurde diese 1 h

bei RT inkubiert, anschliessend mit konz. HCl auf einen pH von 2,0

angesäuert. Nach einer fünfminütigen Inkubation bei 65 °C wurde die

Suspension 10 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Der so erhaltene Überstand

wurde diesem Zentrifugationsschritt ein weiteres mal unterzogen. Im Anschluß

wurde der Überstand 2 x mit je 0,7 Vol. Ethylacetat extrahiert, und die

vereinigten organischen Phasen bei RT im Roationsverdampfer eingedampft.

Der Rückstand wurde in 5 ml MeOH gelöst, und DIBOA wurde mittels

präparativer HPLC (2.11.7) von den restlichen Verunreinigungen des

Rohextraktes abgetrennt. Das abgetrennte DIBOA wurde nun ein weiteres mal

2 x mit je 0,7 Vol. EtOAc extrahiert, die vereinigten org. Phasen erneut

eingedampft, und der Rückstand in MeOH gelöst. Das erhaltene Produkt wurde

über HPLC-Analytik auf seine Reinheit überprüft.

2.11.2 Reduktion von DIBOA zu HBOA

Je 5 mg DIBOA wurden 15 min  in 1 ml HOAc mit 600 mg Zinkstaub gekocht

(Honkanen & Virtanen, 1960, Glawischnig, 1997). Das gebildete HBOA wurde

von restlichem DIBOA durch präparative HPLC (2.11.7) getrennt.
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2.11.3 Präparation des DIMBOA-Standards

DIMBOA wurde aus 4 bis 7 d alten Maiskeimlingen nach Hartenstein et al.

(1992) isoliert.

Wurzeln und Sproß der Maiskeimlinge wurden bei –20 °C eingefroren. 500 g

Keimlingsmaterial wurden in flüssigem Stickstoff pulverisiert, aufgetaut, und

anschließend in 1 l Ethyacetat weiter gemörsert. Nach einem Filtrationsschritt

wurde das Filtrat in einen Scheidetrichter gegeben, die org. Phase abgetrennt,

und die wässrige Phase so lange mit je 100 ml Ethylacetat extrahiert, bis

DIMBOA über den Eisenchlorid-Färbetest in der wäßrigen Phase nicht mehr

nachweisbar war. Die vereinigten org. Phasen wurden so lange mit 50 ml

Portionen gesättigter NaHCO3-Lösung extrahiert, bis DIMBOA in der org.

Phase nicht mehr nachweisbar war. Nach jedem Extraktionsschritt wurde die

wäßrige Phase sofort mit konz. HCl angesäuert. Die vereinigten, angesäuerten

NaHCO3-Fraktionen wurden nun erneut so lange mit je 50 ml EtOAc

extrahiert, bis DIMBOA in der wäßrigen Phase nicht mehr nachweisbar war.

Nach Trocknen der vereinigten org. Phasen über Magnesiumsulfat werden

diese filtriert und im Vakuum eingeengt. Die ausgefallenen Kristalle werden

über eine Glasfritte abgesaugt und mit einigen ml Diethylether gewaschen.

2.11.4 Analyse Ethylacetat-löslicher Naturstoffe aus Keimlingen

Die Analyse der Ethylacetat-löslichen Naturstoffe aus Keimlingen erfolgte aus

dem Rohextrakt, der wie in Punkt 2.11.1 beschrieben hergestellt wird. Da es

sich hier nur um eine analytische Methode handelt, in der maximal 2 g

Pflanzenmaterial eingesetzt wurden, wurden die entsprechenden Mengen an

Reagenzien eingesetzt. Die EtOAc-Extraktion erfolgte mit 2 x 1 Vol. Die

Analyse des Rohextraktes wurde mittels HPLC (2.11.7) durchgeführt.
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2.11.5 Präparation des 3-Hydroxy-Indolin-2-on Standards

3-Hydroxy-Indolin-2-on (HION) ist ein zweifach hydroxyliertes Derivat des

Indols. Da es nicht kommerziell erhältlich war, wurde ein Verfahren

entwickelt, es über Reduktion von Isatin durch eine Biokonversion mittels S.

cerevisiae WAT11 herzustellen. Aus 250 ml Hefekultur mit einer

Konzentration von 1 mM Isatin konnten 6,3 mg HION (42 µmol) durch

Extraktion und präparative HPLC isoliert werden (2.11.7), was einer Ausbeute

von 17 % entspricht. Die Struktur des HION wurde über 2-dimensionale NMR-

Techniken (Glawischnig, 1997) nachgewiesen.

2.11.6 Isolierung von Gramin aus Keimlingen

Die Isolierung von Gramin aus Keimlingsmaterial erfolgte wie unter Hoult et

al., (1993) und Liu et al., (1990), beschrieben.

0,2 – 1,3 g Keimlingsmaterial wurde in flüssigem Stickstoff pulverisiert,

und anschliessend in 30 ml 0,01 % HOAc homogenisiert. Nach einer 24-

stündigen Inkubation bei RT wurden die Extrakte über Mull gefiltert, und der

pH des Durchlaufs mit 0,2 M KOH auf 9,15 eingestellt. Nach 5 min

Zentrifugieren bei 3000 rpm wurden jeweils zwei 10-ml Aliquots des

Überstandes über Sep-Pak C18 Cartridges (Fa. Waters Associates)

folgendermaßen aufgereinigt:

Nachdem die Cartridges durch sukzessives Auftragen von je 2 ml

Acetonitril und 1 mM KH2PO4 pH 7,0 äquilibiert wurden, erfolgte das

Auftragen der Probe. Die Cartridge wurde mit je 2 ml 0,05 M KH2PO4 pH 9,5 /

Isopropanol (70 / 30) und 0,05 M KH2PO4 pH 9,5 / Isopropanol (95 / 5)

gewaschen, und anschließend die Probe mit 2 ml 0,05 M KH2PO4 pH 2,3 /

Isopropanol (70 / 30) eluiert. Nach Eindampfen des Eluates in der Speedvac

wurde der Rückstand in 120 µl Graminlaufpuffer (0,05 M KH2PO4 + 0,1 %

TEA, pH 7,65 / Acetonitril (60 / 40) gelöst, 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert,

und der Überstand auf der HPLC auf seine Inhaltsstoffe untersucht.
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2.11.7 Analytische und Präparative HPLC

Für HPLC-Trennungen wurde entweder das "System Gold" der Fa. Beckmann

mit dem Autosampler 507, der Pumpeneinheit 126, dem Diodenarraydetektor

168 und der Bedienungssoftware System Gold V 810, oder das „System Gold

Noveau“ der Fa. Beckmann verwendet. Für Trennungen nach dem "reversed

phase" Prinzip wurden LiChroCART RP-18-Säulen (125 x 4 analytisch, 1

ml/min, 250 x 10 präparativ, 5 ml/min) der Fa. Merck verwendet.

Für die Analyse und Präparation der Substanzen Indol, Indolin-2-on,

HBOA, DIBOA, DIMBOA, HION, (3-Hydroxy-Indolin-2-on) und die Analyse

der enzymatischen Umsetzungen, sowie die Analyse von Keimlingsextrakten,

wurde 5 min isokratisch mit 10 % HOAc, dann mit einem kontinuierlichen

Gradienten auf MeOH, H2O HOAc 70 / 27 / 3 ín 7 min getrennt. Die

Präparative Aufreinigung von DIMBOA, sowie die Analyse der DIMBOA-

Biosynthese-Hemmversuche erfolgte isokratisch mit 85 % 10 %iger HOAc und

15 % MeOH, die Präparative Aufreinigung der anderen Substanzen erfolgte 10

min isokratisch bei 10 % Essigsäure, gefolgt von einem 12 minütigen linearen

Gradienten auf MeOH / H2O / HOAc   70 / 27 / 30.

Die Analyse von Gramin erfolgte 12 min isokratisch in (0,05 M KH2PO4

+ 0,1 % TEA, pH 7,65 / Acetonitril (60 / 40).

2.11.8 Eisenchlorid-Färbetest

Keimlinge und Lösungen wurden auf das Vorhandensein von DIBOA und

DIMBOA getestet, in dem sie auf ein mit saurer Eisen(III)chlorid Lösung

(Simcox & Weber, 1985) getränktes Filterpapier gelegt bzw. geträufelt wurden

(Keimlinge mit einem Skalpell anschneiden). DIBOA und DIMBOA bilden mit

FeCl3 einen blauen Komplex.
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2.11.9 Erstellen von DIBOA-Glucosid / DIMBOA-Glucosid – haltigen

Rohextrakten aus Maiskeimlingen (abgewandelt nach Hartenstein,

1994)

Wurzeln und Sprosse von je sechs Maiskeimlingen (Anzucht siehe 2.8.2)

wurden sofort nach der Ernte in flüssigem Stickstoff zermörsert, und

anschließend in je 3 ml Methanol homogenisiert. Nach Filtration wurde der

Durchlauf im Vakuum eingedampft, und der Rückstand mit 4 mal 1 ml Aceton

/ Methanol (1 / 2) extrahiert. Nach erneutem Eindampfen der Extrakte wurde

der Rückstand in 120 µl gelöst, und über HPLC (2.11.7) analysiert.

2.12 Computer-gestützte Analysen

2.12.1 Sequenzanalysen

Sequenzanalysen wurden mit den Analyseprogrammen Sequence Navigator

(Applied Biosystems), DNAStar (Lasergene), BLAST (NCBI) und GCG

(Genetics Computer Group, inc) erstellt.

2.12.2 Protein-Sekundär- und Tertiärstruktur-Analysen

Für Ähnlichkeitsvergleiche wurde das Programm BLAST (NCBI) und für

Sekundärstruktur- und Transmembran-Region – Vorhersagen das Program

PHDsec. (http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html)

verwendet.
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3 Ergebnisse

Benzoxazinoide sind besonders in der Familie der Gramineae weit verbreitet

und spielen eine wichtige Rolle bei der chemischen Grundabwehr und

Vermittlung allelopathischer Effekte (Niemeyer 1988).

3.1. Screening verschiedener Oryza-Arten und –Sorten auf das

Vorhandensein von Benzoxazinoiden

In der Gattung Oryza konnten Benzoxazinoide nicht nachgewiesen werden

(Tang et al., 1975). Da nicht auszuschließen ist, daß sich die Biosynthese dieser

Substanzklasse wie in der Gattung Hordeum auf nur einige Arten beschränkt,

wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Kollektion aus verschiedenen Arten auf

das Vorhandensein von Benzoxazinoiden getestet.

Ein Kollektion bestehend aus 260 verschiedenen Oryza-Arten liegt im

National Institute of Agriculture and Science (NIAST), Suwon, Süd-Korea vor.

Dort erfolgte auch das Screening nach den Benzoxazinoiden DIBOA und

DIMBOA im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes. Insgesamt wurden 117

verschiedene Reislinien untersucht (Tabelle 5), darunter verschiedene Wildreis-

Arten des O. sativa - und des O. officinalis - Komplexes, mehrere Kultivar-

Linien von Oryza sativa und Oryza glaberrima, sowie in der Mehrheit

verschiedene so genannte „Red-Rice“-Linien. Es wurden jeweils Pools aus 10-

60 Einzelpflanzen einer Linie eingesetzt. Das Vorhandensein von DIBOA

wurde über eine HPLC-gestützte Analyse der pflanzlichen Rohextrakte

nachgewiesen. Die Identifizierung erfolgte über den Vergleich der

Retentionszeiten und Spektren mit denen der entsprechenden

Referenzsubstanzen. Für eine sichere Identifikation des Benzoxazinoids sollte

seine Konzentration zwischen 30 – 70 nmol pro g Pflanzenmaterial

(Frischgewicht) liegen – dieser Wert hängt von der Menge und Art der

sonstigen im Rohextrakt vorkommenden Substanzen ab. Es konnte zweifelsfrei
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nachgewiesen werden, daß keine der untersuchten Reislinien Benzoxazinoide

in Konzentrationen, die sich diesem Grenzwert auch nur annähern, enthalten.

Tabelle  5: Aufstellung der untersuchten Oryza Arten und Linien. O. latifolia

und O. officinalis entstammen dem O. officinalis Komplex, alle anderen dem

O. sativa Komplex

Oryza sativa Linien*)

Importierter „Red Rice“,  1940 in Korea  gesammelt
R2 R3 R4 R5 R6 R7 R11 R12 R13 R16
R20 R24 R32 R36 R47 R51 R54 R56 R58 R63
R65 R71 R72 R74 R78 R79 R81 R82 R83 R86
R90 R93 R94 R95 R96 R98 R99 R100 R101 R102
R104 R105 R106 R107 R108 R109 R110 R112 R113 R115
R117 R118 R122 R124 R127 R131 R132 R133 R136 R138
R139 R145 R147 R151A R151B R152 R154 R155 R156 R157
R158 R160 R161 R164 R196

Rundkörniger „Red Rice", kürzlich gesammelt
FC4 FC8

Langkörniger „Red Rice“, 1997 gesammelt
121 125 130 133 136 143 144 151 154 160
161 162 164 178 190 193 205

Rundkörniger „Red Rice“, 1997 gesammelt
313 315 319

Kultivar Reis-Sorten
Dasanbyeo Dongjinbyeo Gihobyeo Ilmibyeo
Kayabyeo Milyang 23 Nakdongbyeo Nampungbyeo
Samkangbyeo Taebokbyeo Tongilbyeo

Andere Oryza-Arten und Linien

O. barthii*: #145584
O. glaberrima*: #145544 #152670 #152671

#152672
O. latifolia**: #145550
O. officinalis**: #145526 #145529 #145548
*) O. sativa Komplex
**) O. officinalis Komplex
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3.2 Quantifizierung von DIBOA und Gramin in verschiedenen

Hordeum-Arten und –Sorten

Das Indolalkaloid Gramin ist ein Bestandteil der chemischen Grundabwehr

gegen Freßfeinde (Ishikawa u. Kanke, 2000) und zeigt eine hohe

allelopathische Aktivität (Liu et al., 1990). Es wird diskutiert, daß Gramin in

H. vulgare die Funktion der dort fehlenden Benzoxazinoide ausübt (Barria et

al., 1991). Da zudem die Biosynthese von Gramin über Tryptophan verläuft

(Leland et al., 1985), und damit über das Intermediat Indol eine mit der

Benzoxazinoid-Biosynthese konkurriende Reaktion darstellen könnte, wurde

im Rahmen dieser Arbeit untersucht, inwiefern das Vorhandensein von Gramin

mit dem Vorhandensein von DIBOA in verschiedenen Hordeum-Arten

korreliert. DIBOA wurde in den Wildgerste Arten H. brachyantherum, H.

flexuosum, H. lechleri und H. roshevitzii gefunden, jedoch nicht in H. vulgare

Tellus (Barria et al., 1991). Gramin wird in verschiedenen H. vulgare Linien in

stark unterschiedlichen Mengen, sowie in H. spontaneum gebildet (Hoult und

Lovett, 1993).

In dieser Arbeit wurden DIBOA- und Gramin-Gehalt in den vier

Wildgerste-Arten H. brachyantherum, H. flexuosum, H. lechleri und H.

roshevitzii (jeweils eine Linie), der Wildgerste H. spontaneum (drei Linien)

und der Kultivar-Gerste H. vulgare (vier Sorten) bestimmt (Tabelle 6). Da

Größe und Keimungsdauer bei den verschiedenen Arten stark variiert, erfolgte

die Quantifizierung bei zwei Wachstumsphasen, um eine Vergleichbarkeit der

ermittelten Werte sicherzustellen.

- Phase I: erstes Blatt durchstößt die Coleoptile

- Phase II: erstes voll entwickeltes Blatt.

In den Wildgerste-Linien H. spontaneum 42-48, 150-31 und 160-53, sowie den

H. vulgare-Sorten Alexis, Baccara, Nürnberg und Tellus konnte das

Vorhandensein von DIBOA oder anderen Benzoxazinoiden nicht

nachgewiesen werden.
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Die Wildgersten H. brachyantherum, H. flexuosum, H. lechleri und H.

roshevitzii synthetisieren DIBOA, wobei in jeder Art die Substanzmenge

bezogen auf das Frischgewicht der Pflanzen mit zunehmendem Alter abnimmt

– sie beträgt in Phase II ungefähr jeweils 60-70 % der in Phase I gefundenen

Konzentration.

Die Quantifizierung von DIBOA erfolgte aus zwei Präparationen je

einer Wachstumsphase, wobei jede Präparation aus 0,16 bis 1,77 g

Pflanzenmaterial bzw. 12 bis 74 Einzelpflanzen durchgeführt wurde. Drei

Aliquots jeder Präparation wurden über HPLC analysiert. Der DIBOA-Gehalt

unterscheidet sich in den einzelnen Arten (Tabelle 6): In der Phase I weist er

mit 661 nmol/g für H. flexuosum den niedrigsten Wert und 1403 nmol/g für H.

lechleri den höchsten Wert auf, in der Phase II liegt der niedrigste Wert bei 327

nmol/g für H. roshevitzii während H. lechleri mit 977 nmol/g wiederum die

höchste Konzentration aller getesteten Wildgersten aufweist.

In den H. vulgare-Sorten Alexis, Baccara, Nürnberg (Phase II) und

Tellus, sowie den Wildgerste-Arten H. brachyantherum, H. flexuosum, H.

lechleri und H. roshevitzii konnte das Vorhandensein des Indolalkaloids

Gramin nicht nachgewiesen werden. Gramin konnte jedoch in allen drei

untersuchten H. spontaneum-Linien nachgewiesen werden.

Die Quantifizierung von Gramin erfolgte auf Grund der geringen Menge

an zur  Verfügung stehendem Pflanzenmaterial aus je zwei Präparationen aus je

0,19 bis 1,25 g Pflanzenmaterial bzw. 1-7 Einzelpflanzen. Zwei Aliquots jeder

Präparation wurden über C18 Cartridges aufgereinigt, und aus diesen wurde

eine Quantifizierung des Gramins über eine Dreifachbestimmung

vorgenommen. Auf Grund der geringen zur Verfügung stehenden

Materialmengen ergibt sich eine breitere Streuung der Meßwerte, die in ihrer

Tendenz jedoch eindeutig sind.

In einer Präparation der Nürnberger Linie (Phase I) wurde eine

Graminkonzentration von ca. 90 nmol/g festgestellt. Dieser Wert konnte jedoch

in zwei weiteren Präparationen nicht reproduziert werden. 100 nmol Gramin / g

Pflanzenmaterial (Frischgewicht) stellt die Nachweisgrenze für Gramin dar. In



3 Ergebnisse

37

der Wachstumsphase II (Wachstumsphase I wurde nicht untersucht) variiert der

Gehalt zwischen den einzelnen H. spontaneum Linien: so schwankt die

Konzentration zwischen 300-400 nmol/g für H. spontaneum 42-48 und 1200-

1600 nmol/g für H. spontaneum 160-53.

Unter den analysierten Arten und Sorten war keine Pflanze, die DIBOA

und Gramin gleichzeitig synthetisiert. Generell bewegen sich die

Konzentrationen an Gramin und DIBOA in den selben Größenordnungen.

Tabelle 6: Vergleich verschiedener Hordeum Arten und Sorten bzw. Linien

bezüglich ihres DIBOA- und Gramin-Gehaltes. Es werden jeweils

Durchschnittswerte mit Standardabweichungen angegeben.

Art Sorte /
Linie

Phase
DIBOA
(nmol/g
Frischgew.)

Gramin
(nmol/g
Frischgew.)

I 0 0Alexis
II 0 0
I 0 0Baccara
II 0 0
I 0 0Nürnberg
II 0 0
I 0 n.d.

H. vulgare

tellus
II 0 0
I n.d n.d.42-48
II * 0 364 (+/-52)
I n.d. n.d.150-31
II * 0 829 (+/-105)
I n.d. n.d.

H. spontaneum

160-53
II * 0 1401 (+/-216)
I ** 1020 (+/-328) 0H. brachyantherum (H  2012)
II ** 647 (+/-121) 0
I ** 661(+/-69) 0H. flexuosum (H 1110)
II ** 404 (+/-124) 0
I ** 1403 (+/-171) 0H. lechleri (H 1550)
II ** 977 (+/-163) 0
I n.d. n.d.H. roshevitzii (H 179)
II *** 327 (+/-16) n.d.

*) Zwei Präparationen aus Pools von je 1 – 7 Einzelpflanzen,
**) Zwei Präparationen aus Pools von je 12 – 74 Einzelpflanzen
***) Eine Präparation aus einem Pool von 32 Pflanzen
n.d. nicht bestimmt
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3.3 Isolierung und Charakterisierung der cDNAs von HlBx2-HlBx5

An der Biosynthese des Benzoxazinons DIMBOA in Zea mays sind vier P450-

Gene, Bx2-Bx5 beteiligt, die schrittweise Indol zur DIMBOA-Vorstufe DIBOA

umsetzen (Frey et al., 1997). Diese vier P450-spezifischen Reaktionen können

auch in DIBOA-haltigen Roggenkeimlingen nachgewiesen werden

(Glawischnig et al., 1998). In den oben genannten Wildgersten stellt DIBOA

ebenfalls das Endprodukt der Benzoxazin-Biosynthese dar. Da sowohl  Mais

als auch Roggen und Wildgersten zu der Familie der Süßgräser gehören, liegt

die Vermutung eines ähnlichen Biosyntheseweges unter Beteiligung homologer

Gene nahe.

3.3.1 Amplifikation von EST-Sequenzen

Die Isolierung dieser P450 Gensequenzen erfolgte mittels einer PCR-Strategie.

Es wurde postuliert, daß zu Bx2-Bx5 homologe Sequenzen im H. lechleri-

Keimling exprimiert werden. Der erste Schritt beruht auf der Konservierung

eines P450-spezifischen Sequenzmotivs (EEF_PERF-Region). Mit

Keimlingsspezifischer cDNA (1,5µg) 10 Tage alter H. lechleri Pflanzen wurde

unter Anwendung sechs verschiedener degenerierter Primer für diese Region

(perf1-perf6, abgewandelt nach Fischer et al., 2001), und des Anchor-Primers

EcoT17V eine PCR-Reaktion durchgeführt (Abbildung 4). In eine zweite PCR-

Reaktion wurde das so entstandene Gemisch aus DNA-Fragmenten, und

jeweils spezifische aus den vier Bx-Genen abgeleitete Primer (2df, 3df, 4df3,

5df) zusammen mit dem Anchor-Primer EcoT17V eingesetzt. Alternativ wurden

in der zweiten PCR-Reaktion wieder die EEF_PERF-spezifischen Primer sowie

als Gegen-Primer die aus den Bx-homologen Weizen-Genen c1wr, c2wr und

c3wr (unveröffentlichte Ergebnisse, Werck-Reichardt) (Abbildung 4)

verwendet.



3 Ergebnisse

39

Abbildung 4: PCR-Strategie zur Amplifikation von zu Bx2-Bx5 homologen

Sequenzen. Die Primer 2df, 3df, 4df3, 5df sind aus den Bx-Genen abgeleitet,

c1wr, c2wr und c3wr aus Bx-homologen Weizen-Genen (Werck-Reichardt,

unver-öffentlichte Ergebnisse).

Die unter Verwendung der Primerkombinationen perf1 / EcoT17V, gefolgt von

der Primerkombination 2df / EcoT17V erzeugten DNA-Fragmente  wurden in

pUC57/T kloniert. Mittels Southern Hybridisieren mit einem Sondengemisch

aus den Mais-cDNA-Sequenzen von Bx2-Bx5 wurden Kanditaten-Sequenzen

identifiziert. Von 96 Klonen zeigten sieben eine positive Reaktion. Die

Sequenzierung ergab ein 435 Bp langes Fragment, 2G (Abbildung 5), dessen

Blast-Analyse als nächst verwandte Sequenz Bx2 aus Mais aufzeigte. Dieses

Fragment wurde als HlBx2 EST bezeichnet, und als Sonde zum Screenen der

keimlingsspezifischen H. lechleri-cDNA-Bibliothek verwendet.

Unter Verwendung der Primerkombinationen perf5 / EcoT17V gefolgt

von der Primerkombination perf5 / c2wr wurden DNA-Fragmente erhalten, mit

denen in analoger Weise verfahren wurde. Es wurde ein 179 Bp langes

Fragment, 3G (Abbildung 5), identifiziert, dessen nächst verwandte Sequenz

Bx3 aus Mais war. Auch dieses Fragment (HlBx3 EST) wurde als Sonde zum

Screenen der cDNA-Bibliothek eingesetzt. Keiner der übrigen PCR-Ansätze

führten zu einer Amplifikation P450-spezifischer Gene.
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3.3.2 Erstellen einer keimlingsspezifischen cDNA-Bibliothek aus H.

lechleri und Isolierung der vier Bx-homologen cDNAs HlBx2-HlBx5,

sowie des Fragmentes 518

Aus 1,6 g Pflanzenmaterial von 10 Tage alten Keimlingen wurden 400 µg

Gesamt-RNA isoliert, aus welcher 3 µg PolyA+-RNA gewonnen wurden. Für

die cDNA-Synthese wurden 1,5 µg mRNA eingesetzt. Das Erstellen der

cDNA-Bank erfolgte im LAMBDA-ZAP-System in Form von EcoRI / XhoI

Fragmenten. Dabei befindet sich die EcoRI Erkennungsequenz am 5´-Ende der

cDNA.

Die primäre Bank umfaßte 5 x 105 pfu. Diese wurden amplifiziert, und

ein Titer von 9 x 1011 pfu erreicht. Hybridisierung von 2,5 x 105 pfu dieser

Bank mit einem Gemisch der über PCR erzeugten Sonden HlBx2 EST und

HlBx3 EST  (3.3.1) ergab sieben positive Signale. Die entsprechenden Phagen-

DNAs wurden in ihre Plasmid-Derivate umgewandelt. Die sieben Konstrukte

wurden mittels EcoRI / XhoI Restriktion analysiert und sequenziert.

3.3.3 Charakterisierung der vier cDNAs HlBx2-HlBx5

Es konnten vier verschiedene Klone identifiziert werden, welche zu den

jeweiligen Bx-Genen (Bx2-Bx5) in Zea mays homolog waren (Abbildung 5).

Ihre Bezeichnung erfolgte auf Grund ihrer Homologien. Der Vergleich der

jeweiligen Sequenzen untereinander legt die Vollständigkeit der Klone HlBx2,

HlBx3 und HlBx5 nahe. Des weiteren wurde eine unvollständige cDNA von

HlBx2 (518) isoliert, der am 5´-Ende 111 Bp der codierenden Sequenz fehlen.

Legt man das Alignement der HlBx-Sequenzen zugrunde, so fehlt der cDNA

HlBx4 das Startcodon ATG; an der entsprechenden Position findet sich das

Codon AGG. Da das erste vorhandene ATG in einem anderen Leseraster liegt,

und damit seine Verwendung nicht zur Synthese eines funktionellen P450-
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Enzyms führen würde, muß angenommen werden, daß die cDNA nicht

vollständig ist, oder daß im Laufe der Klonierung eine Mutation auftrat.

      1                                                                                                         100
HlBx2 .......... .......... .......... .......AAT TCGGCACCAG CCATGGCTCA CGTACATGTA GACGAGATGC TCCACGGAGC AGCAGCAGCT
HlBx3 AATTCGGCAC GAGAGCCATT GTAGGCTTCC TGGTCAGTTG TG..TGGACC ACATGGCTCT TGAAGCAGCA TACCACTACC TGCAGATCGC CGTCGGCCAT
HlBx4 .......... .......... .......... .......... .AATTCGGCA CCAGGGCTCT TGAAGCAGCG TACCACTACC TGCAGCGCGC CGTCGGCCAT
HlBx5 .......... ........AA TTCGGCACGA GGGTGAGTTG TGGACGACAT ACATGGCTCT TGAAGCTGCC CACCACTACC TGCGGCACGC CGTCGGCCAT

      101                                                                                                       200
HlBx2 CCGCGATCTC TCCTGATTGC GACTGCGGTG CTCTTCTCCC TTGTGGTTCT GCCGCTCCTA CTCCGCATTA TTACCAAGCA GGGAGCGGCG AGCGATGCCA
HlBx3 GGCACATCCA CGCCGGCGGC ACTACTCACC GTTCTCCTGC TACTCATCAT TCGACTAGCA TGGGTAAGGA CCACAACCGC GTCAACAAGA TTGAGCAAG.
HlBx4 GGCACAACCA CAGAGGCACT ACTGCTCACC GTTCTCCTGC TACTCATCAT CCGACTAGCA TGGGTAAGAG CCTTCACCAG CACCACCACA TCAACAAAAT
HlBx5 GGCACGTCCG CGCCAGCGGC ACTGCTCCTC GTCTGCGTAC CATTACTGCT GTTGCTGTTG CTGTTCGCAT CGCTAAGAAC CTCAGC...G TCGACAAGA.

      201                                                                                                       300
HlBx2 AGCTGCTGAG CCTGCTCCCG TCTCCCCCGA GCAAGCTCCC CATCATCGGG CACCTGCACC TAATGGGCGA TCTCCCCTAC GTCTCCCTCG CCGGCCTGGC
HlBx3 ..CAGCAGCA GCTCCCGCCT TCACCTCCAG GCAAGCTGCC CATCATCGGC CACCTCCACC TCCTCGGCTC CCAGACACAC ATATCCATCA GGGACCTTGA
HlBx4 TCAAGCAGCA GCTCCCGCCT ACACCTCCAG GCAAGCTGCC CATCATCGGC CACCTCCACC TCATCGGCTC CCACCCTCAT GTCACCTTCC GCGACCTCGC
HlBx5 ..AAGCTGCG GCTCCCGCCT TCGCCTCCGG GCAGCCTTCC CATCATCGGC CACCTCCACC ACATCGGCGC CCAGACCCAC ATCTCCCTCC AGCACCTGGT

      301                                                                                                       400
HlBx2 TGCAAAGTAC GGCCCGGA.. .ACTCATGCT GGTACGCCTC GGTGCCGTGC CCACTGCCGT CGTGTCCTCC CCGCGCACTG CGGAGGCCGT CCTGCGCACC
HlBx3 TGCCAAGCAT GGCCGTAATG GCCTCTTGCT CCTCCGCATC GGTGCCGTAC CCACCTTGTT CGTGTCCTCG CCGAGCGCCG CCGAGGCCGT CCTGCGCACC
HlBx4 CGCAAAGCAT GGCCGTGACG GCCTCATGCT CGTCCATGTC GGCGCCGTGC CCACCGTCGT CGTGTCCACA CCTCAGGCCG CCGAGGCCGT CCTCCGCACG
HlBx5 CGACAAGTAC GGCCACAACG GCCTCCTCTT CCTCCGCGCC GGCGCCGTGC CCACCGTCAT CGTGTCCTCG CCCAGCGCCG CCGAGGCCGT CATGCGCACT

      401                                                                                                       500
HlBx2 CACGACCACG TCTTCGCGTC GCGGCCGCGG TCGATGGTGT TCGACATCAT CATGTACGGG CAGACGGACT CGTGCTTCGC GCCCTACGGC GACCACTTCC
HlBx3 CACGACCAAA TCTTTGCGTC GCGGCCGCCA TCCATGGCCG CCGCCATCAT TCGCTACGGC CTGACAGACA TCGCTTTTGC ACCCTATGGT GAGTACTGGC
HlBx4 CACGACCACG TGTTCGCGTC CAGGCCACGA AACCCTGTCG CCGACATCAT CCGCTACGGC TCCACGGACA TCGCGTTCGC GCCCTATGGC GACTATTGGC
HlBx5 CACGACCACA TCCTCGCATC GCGCCCGTGG TCCATGGCCT CCCACATCCT TCGCTACAAC ACCACCGACG TCGCCTTCTC GCCCTTGGGC GAGTACTGGC

      501                                                                                                       600
HlBx2 GGAAGGCCAG GAAGCTTGTG ACGGTGCACA TGCTCAACGC CAGGAAGATA AGGTCCCAAC GCCCGGCCCG CGAAGAGGAG GTCCGGCTGG TGATTGGAAA
HlBx3 GGCAGGCCAG GAAGCTCTTA ACCACGCATA TGCTCAGCGC CAAGGTGGTG CACTCCTTCC GCCATGGTCG TCAGGAAGAG GTGCGCCTTG TTATCAACAA
HlBx4 GTAGGGCTAG GAAGGTCGTC AACACGCATC TGCTCAGCGT CAAGATGGTC TACTCCAAGC GCCATGACCG CGAAGAAGAG GTGCGGCTCG TGGTCGCCAA
HlBx5 AGCACACCAG GAAGCTCGTC AACACCCACC TGCTCAGCGC CAAGAAGGTG CACTCCTTCC GCCATGGCCG TCAAGAAGAG GTGAGCCTCG TCGTTGACAA

      601                                                                                                       700
HlBx2 GATCGCCAAG GCCGCGGCCG ......CGCG CGAGGCCGTG GACATGAGCG AGCTCCTGCA CTCGTACGTC AACGACCTCG TTTGCCGTGC TGTGTCGGGT
HlBx3 GACCCGTGAG GCGGCCACCA ......GAGG CACGGCGGTG GACATGAGCG AGCTCCTGTC CGGCTACACC AATGACGTCG TATGCCGTGC AGTCCTCGGA
HlBx4 GATCCATGAG TTGGCCATGG CCGCTCCAGG CAAGGCGTTG GACATGACGG AGCTCTTGGG CGGGTACGCC AGCGACTTTG TGTGCCGTGC GGTCCTCGGA
HlBx5 GATCCGTGAG GCGGCCACCA ACGCTCCATC CACCGTGGTG GATATGAGCG AGTTTCTGGC CGCCTACAcC AATGATGTCG TAAGCCGCTC GGTGCTGGGA

      701                                                                                                       800
HlBx2 AAGTTCTCAC AGGAGGAGGG GCGGAACAAG CTGTTCCGTG AGCTCACCGA CATCAACGCG GCGCTCCTGG GAGGGTTCAA CATCCTCGAC TACTT...CC
HlBx3 GAATCACACC GCAAGGAAGG CCGGAACAGG CTTTTCAGCG AGCTCACGGA GATCAACGTG TCCCTTCTTG GCGGGTTCAG CCTCGAGAAT TACATCCCCC
HlBx4 GAGTCCCACC GGAAGCATGG CCGGAACGAG CTTTTCCGCG AGCTCACCGA GATCAGCGCC TCCCTACTAG GGGGATTCAA CCTGGAGGAC TACTT...CC
HlBx5 GCAACTCACC GGAAGAAAGG CCGCAACACG CTCTTCAGAG AGATGACCGA GACCAACGTT GACCTTCTAG TGGGATTCAA CCTTGAGAAC TTCAT...CC

      801                                                                                                       900
HlBx2 CGAGCCTGGG GAGGTTCGAG TTGGTCTGCA AGGTGGCGTG CGCCAAGGCC CGACGGGTGA GGAAGCGGTG GGACCTGCTC CTCGACAAGC TAATTGACGA
HlBx3 CAAATATGAT CATGGCGGAT GTGCTCTTGA GGCTGGTTTC CGTCAAGGCT CAGCGACTCA ACAAGAGGTG GGACGACCTG TTCAACGAGA TCATTGAGGA
HlBx4 CAAGGTTGGC AAACCTGGAT GTGTTCCTCA GGGTGGTTTG CTCCAAGGCA ATGGGAGTCA GCAAGAGGTG GGACAACCTG TTTAACGAGC TCATCGCCGA
HlBx5 CTAGGTGGCC ACTGACGGAG GTGCTCTTCA GGCTGGTCTG CTGGAAGGTT CAGCGGCACC TCAACAAATG GGACGCCTTG CTGGAAGAGG TCATCAAGGA

      901                                                                                                      1000
HlBx2 CCATGCAGCA AGGATGGTAA GCCGTGAGGA TGAGGCCCAG GGGGAGCAAG AAGAAGACAA AGACTTCATC GATGTCTCCC TATCTCTTCA GCAGGAGTAT
HlBx3 ACACCTACAC CCCAGCAAAC CATCATCTGG CGAGCAGCAA GCAG...... .........C AGATTTCATA GATCTTCTGC TCTCTCTCAA GGAAGAGTAC
HlBx4 ATACGAAGGC GGTAAGGAA. .......... ....GACAAC GCGG...... .........A GGACTTCGTA CATCTTTTGC TTTCTCTGAA GAAAGAGTAC
HlBx5 GCACATAAAC TTGAAGCAA. .......... ....GACAAT TCTG...... .........C CGACTTCATC CATGTTTTCC TCTCGCTACA GCAAGAGTAC

      1001                                                                                                     1100
HlBx2 GGTCTCACCA GGGACCATAT CAAGGCCATC TTGATAGACA TGTTTGAGGC CGGCACGGAT ACCTCGTATA TGACGCTGGA GTTTGCCATG GCGGAGCTCA
HlBx3 GGTCTCACTA CGGATAACAT CAAGGCCATC TTGGTGGACA TGTTTGAGGC AGGCATAGAA ACATCCTATC TGACGTTGGA ATACGGCATG GCTGAGCTCA
HlBx4 AATCTCTCCA CGGATAATGT CAAGGCCATC TTGGTGAACA TGTTTGAGGC GGCTATAGAA ACATCATTCC TGGTGCTGGA ATACTCCATG GCCGAGCTCA
HlBx5 GGTCTCACCG ACGATAATGT CAAGTCCCTC TTGATGAACA TATTCGAGGC AGCTATAGAA ACATCGTATC TGGTGCTGGA ATACGCCATG GCCGAGCTTA

      1101                                                                                                     1200
HlBx2 TACGGAAGCC ACACCTTCTG AACAAGCTGC AGGAAGAGGT AAGGAGGAAT GTACC..... ....CAACGG GCAAGAGATG GTCGCCGAAG ACGATCTCCC
HlBx3 TGAACAACAG ACACATTCTG ACAAAATTAC AGGAGGAGGT AAG....... .....ATCCC AAGGCAAAAA GTTAGACATG ATAACGGAGG AGGATGTTAG
HlBx4 TCAACAACAG GCACGTCATG ACCAAAGTGC AGAAGGAGGT AAGGGAGT.. .CCACACCCG AGGGCGGAAA GCTGGACCTG ATAATGGAGG AGGACCTCAG
HlBx5 TCAACAACAG ACATGTTATG AAGAAACTAC AAACCGAGGT AAGGACGTTT GCATCATCCA AGGGCAAAAA GTTGGACATG ATTACGGAGG AGGACCTCAG

      1201                                                                                                     1300
HlBx2 CAACATGACC TACCTCAAAG CTGTTATCAA GGAAACACTC CGGCTGCACC CACCGGTACC TCTCATGATT CCACACTTCT CCCTTGATGC CTGCACGGTT
HlBx3 CAGCATGGCC TACCTAAGGG CAACCATCAA GGAGACGTCG CGCTTGCACC CACCGGCGCC CTTCCTCCTC CCACACTTCT CCACCGCTGA CTGCAACATC
HlBx4 CCGCATGCCG TACCTCAAGG CGACCATCAA AGAGGCGATG CGCGTACACC CGCCGGCGCC TTTCCTGCTC CCGCACTTCT CCACCAACGA CTGCGAGGTC
HlBx5 CAGCTTGCCC TACCTAAAGG CAACCATGAA AGAGGCCCTG CGCTTGCACC CACCAGGGCC TTTACTCCTC CCACACTACT CCACCGCTGA TTGCAACATC

      1301                                                                                                     1400
HlBx2 GACGGCTACA CGATCCCAGC AAACACTCGT GTCGTTATCA ACGCCTGGGC ACTCGGAAGG CACAGTAGCT ACTGGGAAAA TGAAAACGAA TTCCAACCTG
HlBx3 GACGGATACG TGGTACCCTC CAACACACGT GTCCTTGTGA ATGCCTGGGC CCTTGGGAGG GATCTATCGT CTTGGGAGAG GCCAGATGAT TTCTTGCCTG
HlBx4 AACGGATACA CCATTCCGGC AGGAACACGC GTCATTGTGA ACGCTTGGGC TCTTGCCAGA GACCCGTCGC ACTGGGAGAG AGCGGAGGAG TTCTACCCAG
HlBx5 GACGGATACG ACATACCCGC CAAAACACGT ATCCTTGTGA ACGGTTGGGC CATCGGGAGA GACCCAACAG CTTGGGAGAG ACAAGAGGAT TTCATGCCCG

      1401                                                                                                     1500
HlBx2 AGAGATTCAT GAATGGAGCC GGCGTTGATC TCAAGCC... .........A AATGAGTTCC ATTACTTGCC ATTTGGGTTT GGACGAAGAA TGTGCCCTGG
HlBx3 AGAGGTTTCT GCAAGATCAA GCTGGCGATG TGGACACCCA GATGAGGGGT AAAGATCTTA GGTTCCTGCC ATTTGGGTTC GGGCGAAGGA TTTGTCCAGG
HlBx4 AGAGGTTTCT GCAAGA...A GGCCGTGATG CAGAGGTCGA CATGTATGGT AAAGATATCC GGTTTGTGCC GTTTGGGGCC GGGAGGAGGA TCTGCGCTGG
HlBx5 AGAGGTTCCT ACAGGA.... ..AGGTCAGG AGAAATCTAG CAACTTGGGT CAAGATTTTA AGTACCTGCC ATTTGGATCC GGGCGAAGAA TCTGTCCCGG
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      1501                                                                                                     1600
HlBx2 GGTTCA.CTC GGCATCAGCA ACGGTCGAGA CAATGCTGGC AAACCTCATG TACCGATTCG ACTGGAAGCT CCCACCCGGA TTAAAG.... ..GAAGAGGA
HlBx3 CATGAA.TTT CGGGTTCGCC ACCATGGAGA TTATGTTGGC AAACCTCATG TACCATTTCG ATTGGGATGT TCCGAATATG A...TGGGTA CCGGTGCAGG
HlBx4 GGCTAACCTT CGCCATCGCT ACTGTGGAGG TAATGCTGGC AAACCTCATA TACCATTTCG ACTGGGAGCT TCCGAGTGAG ATGGAGGCCG TTGGCGCGAA
HlBx5 GGCGAA.TTT CGCGCTTGCG ACCATGGAGA TTATGCTAGT AAATCTCATG TACCATTTTG ACTGGGAGGT TCCCAATGAG AAAGAGGGTA CTGGTGGAAA

      1601                                                                                                     1700
HlBx2 CATAGATATG ACTGAGGTGT TTGGAATAAC AGTTTCAAGA AAGGAAAAGC TCATATTAGT CCCCGTGACC GTGTGAGTGC ATGTAGCGTG CAGCGCAAAA
HlBx3 GGTTGATATG GCTGAGTCGT TCGGGTTGAC GCTTCGCCGG AAGGAGAAGC TTCAACTTGT TCCTCAGATT CCCTA..... .......... .........A
HlBx4 GGTTGATATG TCCGATCAGT TTGGGATGAC GCTTCGCCGA ACGCAGAGGC TTCACCTTGT CCCTAAAATT TACAAATA.. .AGTATCACC CTAGGTTTTG
HlBx5 GGTTAGTATG GCTGAGACAT TTGGGCTGAT GCTTCGCCGA AATGAGAAAC TCTACCTTGT TCCAAGGATT GTCGAATAAC TAGTAGTGCC CCCAATCCCA

      1701                                                                                                     1800
HlBx2 GGTTGAGCGA TGGTATTTGG TGCGCGCATA TATGAATGTA TTCACAAGCC TTTTTTTATT TCAAAAAGAA GGTTGAAACG CTCGACCTCT GCATCATTGC
HlBx3 ACCTACTATG TATGTTGACA TGAGCACAAG AATAAAGGCA AGGAATAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AC........ .......... ..........
HlBx4 TGTTATTATT TGTATTGGTT GTCTGTTATG TTAGCTGCCT ATTACTATGC CGCCTTAATG TAGTCGCGCT GCACGCTTGC TAAGCTTCGG GAGTTTGTTG
HlBx5 AGTGTAAGCC TATTTAGACT TGTGCACAAT AATTAAGGCA AGGGCTAAAA TAAGCCAAAA AAAAAAAAAA AAAC...... .......... ..........

       1801                                                                                             1892
HlBx2  GATGCGCACA ACTAGACAAA TAAATAAAGA TTTTTTCAAA AAAAAAAAAA AAAAAC.... .......... .......... .......... ..
HlBx3  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..
HlBx4  CACAGGATCA GCCTCTGGGA TCCTTGCTCT ATAAATAACT GCAAATGATG AATAAAAGTA TGGTTGTATT CTCAAAAAAA AAAAAAAAAA AC
HlBx5  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..

Abbildung 5: Vergleich der vier P450-cDNAs HlBx2-HlBx5. Startcodons,

Stoppcodons und Polyadenylierungs-Sequenzen sind durch Unterstreichen, die

als Sonden verwendeten PCR-Fragmente 2G und 3G durch Fettdruck

hervorgehoben.

Ausgehend von den Startcodons erstrecken sich die ORFs auf Längen zwischen

1578-1584 Bp und codieren damit für Proteine von 526-528 AS Länge (siehe

Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammenfassung der Sequenzanalyse der vier HlBx-Klone:
P450-Gen cDNA (Bp) ORF  (Bp) Proteingröße (AS)
HlBx2 1779 1581 527
HlBx3 1706 1581 527
HlBx4 1809 1584 528
HlBx5 1710 1578 526

3.3.4 Analyse der abgeleiteten Aminosäure-Sequenzen

Alle HlBX- und BX-Enzyme weisen die für membrangebundene Cytochrom

P450 Enzyme typische Transmembranregion am aminoterminalen Ende auf,

gefolgt von einer Reihe geladener Aminosäuren und dem sogenannten Prolin-

Cluster (O´Keefe u. Leto, 1989) (Abbildung 6). Die Sauerstoffbindungsstelle

mit dem konservierten Threonin an Position 352 erstreckt sich von Position

348 - 358, die hochkonservierte Häm-Bindestelle mit der Konsensussequenz

FXXGXXXCXG (Kalb u. Loper, 1988) von Position 489 - 499. Ebenfalls
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hochkonserviert sind die sogenannte Steroid-Bindestelle (Position 399 - 419),

sowie die direkt an den Prolin-Cluster anschließenden vier Aminosäuren

GHLH, und die Aminosäuren der Positionen 112 - 128, 248 - 255, 373 - 379,

der „PERF“-Region (Position 463 - 468) und der Positionen 505 - 520.

       1                            Transmembran-Region                         Prolin-Cluster                   100
HlBX2  .MAHVH..VD EMLHGAAAAP RSLLIATAVL FSLVVLPLLL RII....... .TKQGAASDA ....KLLSLL PSPPSKLPII GHLHLMGDLP YVSLAGLAAK
  BX2  MAAQLHHALY ELLHEAAAAQ RALLL..AIP FSLLLLPLLL RYLAASASAS ATKNDGAAPA SDPDKLLSLL PSPPMKLPII GHLHLMGDIP YVSLAALATR
HlBX3  ..MALEAAY. HYLQIAVGHG TSTP....AA LLTVLLLLII RLAWV..RTT ....TASTRL SKQQQ...LP PSPPGKLPII GHLHLLGSQT HISIRDLDAK
  BX3  ..MALGAAYH HYLQLAGDHG TATH....AL LLGVLIFLVI RLVSAR.RTG ....TTSANK RKQQQRLPLP PWPPGKLPII GHLHLIGAET HISIRDLDAK
HlBX4  ..RALEAAY. HYLQRAVGHG TTTE....AL LLTVLLLLII RLAWVRAFTS ....TTTSTK FKQQ....LP PTPPGKLPII GHLHLIGSHP HVTFRDLAAK
  BX4  ..MALEAAY. DYLHVAVVQC TPTQA...AA VLGVLLLLAI RLA.AAARSS ....SATSPK WKQHR...LP PTPPGKLPII GHLHLIGSHP HVSFRDLHAK
HlBX5  ..MALEAAH. HYLRHAVGHG TSAPA...AL LLVCVPLLLL LLLFASLRTS ....ASTR.K LR......LP PSPPGSLPII GHLHHIGAQT HISLQHLVDK
  BX5  ..MALQAAY. EYLQQAVGHG AWSSTQTLTL LLIAVPTVLL LLASLAKSTS ....SSGRGK PP......LP PSPPGTLPIV GHLHHIGPQT HISLQELVAK
                    #  #                                                         #  # ##  ###  ####  #
       101                                                                                                       200
HlBX2  YGPE.LMLVR LGAVPTAVVS SPRTAEAVLR THDHVFASRP RSMVFDIIMY GQTDSCFAPY GDHFRKARKL VTVHMLNARK IRSQRPAREE EVRLVIGKIA
  BX2  YGPD.LMLLR LGAVPTVVVS SPRVAEAVLR TYDHVFSSRP RSLVSDIIMY GATDSCFAPY GDHFRKARKL VTVHLLNASK VRSQRPAREE EVRGALDRVR
HlBX3  HGRNGLLLLR IGAVPTLFVS SPSAAEAVLR THDQIFASRP PSMAAAIIRY GLTDIAFAPY GEYWRQARKL LTTHMLSAKV VHSFRHGRQE EVRLVINKTR
  BX3  HGRNGLLLLR IGAVPTLFVS SPSAADAVLR TQDHIFASRP PWMAAEIIRY GPSDVAFVPY GEYGRQGRKL LTTHMLSTKK VQSFRHGRQE EVRLVMDKIR
HlBX4  HGRDGLMLVH VGAVPTVVVS TPQAAEAVLR THDHVFASRP RNPVADIIRY GSTDIAFAPY GDYWRRARKV VNTHLLSVKM VYSKRHDREE EVRLVVAKIH
  BX4  YGHNGLMLVQ VGAVPTIVVS TPQAAEAVLR THDHVLASRP RNPVADIIRY NCTDVAFAPY GEYWRTARKV VNTHLLSAKM VFSKRREREE EVRLVVARIR
HlBX5  YGHNGLLFLR AGAVPTVIVS SPSAAEAVMR THDHILASRP WSMASHILRY NTTDVAFSPL GEYWQHTRKL VNTHLLSAKK VHSFRHGRQE EVSLVVDKIR
  BX5  YGHNGFLFLR AGAVPTLIVS SPSAAEAVMR THDHICASRP WSMASHILRY NTCDVAFSPL GEYWQQTRKL MNTHLLSNKK VYSFRHGREE EVCLVVDNLR
        #          #####  ##  #  ####   # #    ###       #  #    #  # #  #      ##     # #       # #  # # ##
       201                                                                                                       300
HlBX2  KAAAA..REA VDMSELLHSY VNDLVCRAVS GKFSQEEGRN KLFRELTDIN AALLGGFNIL DYF.PSLGRF ELVCKVACAK ARRVRKRWDL LLDKLIDDHA
  BX2  RAAAA..REP VDMSELLHSF VNNLVCRAVS GKFSMEEGRN RLFRELTDIN AGLLGGFHIQ DYF.PRLGRI ELVRKVACAK TRRVRKRWDD LLDKLIDDHA
HlBX3  EAAT..RGTA VDMSELLSGY TNDVVCRAVL GESHRKEGRN RLFSELTEIN VSLLGGFSLE NYIPPNMIMA DVLLRLVSVK AQRLNKRWDD LFNEIIEEHL
  BX3  AAATAAPPAA VDLSDLLSGY TNDVVSRAVL GASHRNQGRN RLFSELTEIN VSLLAGFNLE DYFPPNMAMA DVLLRLVSVK ARRLNQRWND VFDELIQEHV
HlBX4  ELAMAAPGKA LDMTELLGGY ASDFVCRAVL GESHRKHGRN ELFRELTEIS ASLLGGFNLE DYF.PRLANL DVFLRVVCSK AMGVSKRWDN LFNELIAEY.
  BX4  DAAEASPGTA LDMTELLGGY ASDFVCRAVL GESHRKQGRN KLFRELTETS AALLGGFNVE DYF.PKLADV DLFLRIICAK AKGVSKRWDS LFNELLSEY.
HlBX5  EAATNAPSTV VDMSEFLAAY TNDVVSRSVL GATHRKKGRN TLFREMTETN VDLLVGFNLE NFI.PRWPLT EVLFRLVCWK VQRHLNKWDA LLEEVIKEHI
  BX5  EAAAKSPSTA VDMSEVLAAY TNDVVSRSVL GSTHRKKGRN TLFREMTMTN VDLLVGFNLE YYI.PRWPLT DLLFRLVCWK VTRHLKRWDA LLEEVIHEHV
         #         #    #  #     # # #  #      ###  ## #        ## ##        #               #        #
       301                                           Sauerstoff-Bindungsstelle                                   400
HlBX2  ARMVSREDEA QGEQEEDKDF IDVSLSLQQE YGLTRDHIKA ILIDMFEAGT DTSYMTLEFA MAELIRKPHL LNKLQEEVRR NVPNGQ.... EMVAEDDLPN
  BX2  ARMATHQDE. ....DDDKDF IYVLLSLQKE YGLTRDHIKA ILIDMFEAGT DTSYMTLEFA MTELIRKPHL MKKLQEEVRR NVPAGQ.... EMVTEDNLPG
HlBX3  HPSK.PSSG. ...EQQAADF IDLLLSLKEE YGLTTDNIKA ILVDMFEAGI ETSYLTLEYG MAELMNNRHI LTKLQEEVR. ....SQGKKL DMITEEDVSS
  BX3  QSRP.SGES. ...EESEADF IHVLLSIQQE YGLTTDNLKA ILVDMFEAGI ETSYLTLEYG MAELINNRHV MEKLQTEVRT TMGSPDGKKL DMLAEEDLGS
HlBX4  E..G.GK... ...EDNAEDF VHLLLSLKKE YNLSTDNVKA ILVNMFEAAI ETSFLVLEYS MAELINNRHV MTKVQKEVRE ..STPEGGKL DLIMEEDLSR
  BX4  ALSG.GKQG. ...DHNSEDF VHLLLSLQKD YGLTTDNIKG ILVNMFEAAI ETSFLVLEYS MSELMNNRHV LAKLQKEVRT ..ATPDG... RMVMEEDLSR
HlBX5  NL......K. ...QDNSADF IHVFLSLQQE YGLTDDNVKS LLMNIFEAAI ETSYLVLEYA MAELINNRHV MKKLQTEVRT .FASSKGKKL DMITEEDLSS
  BX5  EMRKLSGDK. ...EKESDDF IDIFLSRYEE YGFTMDNVKS LLMNVFEAAI ETSYLVLESA MAELMNHRRV MKKLQAEVRA .YGA..EKKL DMIREDDLSS
                          ##     ##     #    #  #   #   ###    ##   ##   # ##         ### ###                 #
       Steroidbindugs-Stelle                                                                      Häm-Bindungsstelle
HlBX2  MTYLKAVIKE TLRLHPPVPL MIPHFSLDAC TVDGYTIPAN TRVVINAWAL GRHSSYWENE NEFQPERFM. NG...AGVDL KPNEFHYLPF GFGRRMCPGV
  BX2  MTDLKAVIKE TLRLHPPVPL LLPHYSLDAC EVAGYTIPAN TRVVVNAWAL GRHSGYWERE NEFVPERFL. SGDVAGGVDL KPNEFQFLAF GSGRRMCPGV
HlBX3  MAYLRATIKE TSRLHPPAPF LLPHFSTADC NIDGYVVPSN TRVLVNAWAL GRDLSSWERP DDFLPERFLQ DQAGDVDTQM RGKDLRFLPF GFGRRICPGM
  BX3  MPYLKATIKE TLRLHPPAPF LLPHYSTADS EIDGYFVPAG TRVLVHAWAL GRDRTTWEKP EEFMPERFVQ E.PGAVDVHM KGKDLRFIPF GSGRRICPGM
HlBX4  MPYLKATIKE AMRVHPPAPF LLPHFSTNDC EVNGYTIPAG TRVIVNAWAL ARDPSHWERA EEFYPERFLQ EGRDA.EVDM YGKDIRFVPF GAGRRICAGA
  BX4  MPYLKATIKE SMRIHPPAPF LLPHFSTHDC EINGYTIPAG TRVIVNAWAL ARDPTCWDKA EEFFPERFLE QGRDA.EVDM YGKDIRFVPF GAGRRICAGA
HlBX5  LPYLKATMKE ALRLHPPGPL LLPHYSTADC NIDGYDIPAK TRILVNGWAI GRDPTAWERQ EDFMPERFLQ EGQEKS.SNL .GQDFKYLPF GSGRRICPGA
  BX5  LPYLKASMKE ALRLHPPGPL LLPHYSTADC QIDGYHIPAN PRVLVNGWAI GRDPAVWEKP EEFMPERFMR DGWDKSNSYS .GQDFRYLPF GSGRRICPGA
         ## #  ##   # ### #    ## #        ##  #    #     ##   #    #      # ####                       # # ### # #
       501                                                         558
HlBX2  HSASATVETM LANLMYRFDW KLPPGLKEED ..IDMTEVFG ITVSRKEKLI LVPVTV*.
  BX2  HSASATIEAM LSNLMYRFDW QLPAGMKAED ..VDMTEVFG ITVSRKEKLL LVPQA*..
HlBX3  NFGFATMEIM LANLMYHFDW DVPNMMG.TG AGVDMAESFG LTLRRKEKLQ LVPQIP*.
  BX3  NFGFATMEVM LANLMYHFDW EVP...G.SG AGVSMEESFG LTLRRKEKLL LVPRIAS*
HlBX4  TFAIATVEVM LANLIYHFDW ELPSEMEAVG AKVDMSDQFG MTLRRTQRLH LVPKIYK*
  BX4  TFAIATVEIM LANLIYHFDW EMPAEMERTG AKVDMSDQFG MTLRRTQKLY LVPRIPK*
HlBX5  NFALATMEIM LVNLMYHFDW EVPNEKEGTG GKVSMAETFG LMLRRNEKLY LVPRIVE*
  BX5  NFGLATMEIM LANLMYHFDW EVPNEKEDGC WKVSMDEKFG LMLRRNELLY LVPRASS*
           ## # # # ## # ###   #            #   ##     #   #  ###

Abbildung 6: Analyse der Aminosäure-Sequenzen der HlBX-Enzyme, und

Vergleich mit den entsprechenden homologen BX-Enzymen aus Zea mays

(Kliem, 1994). Funktionelle Domänen sind durch Unterstreichen

(Transmembran-Region, Prolin-Cluster) oder durch Einrahmen (Sauerstoff-

Bindestelle, Steroid-Bindestelle und Häm-Bindestelle) hervorgehoben.

(Zeichenerklärung: „#“: an dieser Position AS identisch für alle BX- und HlBX-

Enzyme)
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Auf Aminosäure-Ebene beträgt der Grad der Identität der HlBX-Sequenzen

untereinander zwischen 47 und 67 %, der Grad der Ähnlichkeit zwischen 66

und 83 % (Tabelle 9). Identität und Ähnlichkeit der HlBX-Enzyme

untereinander sind damit geringer als Identität und Ähnlichkeit der HlBX-

Enzyme zu ihren Homologen aus Zea mays (Tabelle 8), der zwischen 76 und

81 %, bzw. 86 und 90 % liegt. Auf Grund der hohen Homologie lassen sich

nach der 40 % Regel (Nebert u. Nelson, 1991) die HlBx-Gene aus H. lechleri in

die Cyp71C-Familie einordnen.

Tabelle 8: Identität und Ähnlichkeit der HlBX-Enzyme untereinander und mit

den BX-Enzymen aus Zea mays in %. Die Paare mit der größten Identität /

Ähnlichkeit sind durch Fettdruck hervorgehoben

HlBX2 HlBX3 HlBX4 HlBX5
HlBX3 51 / 70 - - -
HlBX4 52 / 71 67 / 83 - -
HlBX5 47 / 66 67 / 80 58 / 76 -
BX2 80 / 90 51 / 71 50 / 68 49 / 69
BX3 50 / 72 76 / 88 64 / 80 65 / 81
BX4 52 / 72 62 / 79 81 / 90 57 / 77
BX5 46 / 65 61 / 76 54 / 74 78 / 86

Aus den von den cDNAs abgeleiteten Aminosäure-Sequenzen läßt sich mittels

des Programmes GCG folgender Stammbaum erstellen (Abb. 7). Besonders

auffällig ist die evolutive Distanz zwischen HlBX2 und den restlichen HlBX-

Enzymen. Das gleiche gilt auch für die BX-Enzyme aus Mais.
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Abbildung 7: Phylogenetischer Stammbaum der H. lechleri Enzyme HlBX2-HlBX5

und der Zea mays Enzyme BX2-BX5

3.4 Erstellen verschiedener Konstrukte für die heterologe Expression

von HlBx2-5 in S. cerevisiae

Die Bestimmung der in vitro Funktion der H. lechleri HlBX-Enzyme erfolgte

über heterologe Expresssion in S. cerevisiae. Es standen Hefestämme zur

Verfügung, die verschiedenene chromosomal codierte P450-Reduktasen aus A.

thaliana  oder S. cerevisiae unter Kontrolle eines Galactose-induzierbaren

Promotors exprimieren (Pompon, 1996). Diese wurden bereits erfolgreich zur

heterologen Expression von Bx2-Bx5 aus Zea mays eingesetzt (Grün, 1997).

Die Expression der pflanzlichen P450 Gene erfolgte nach Klonierung der

cDNA in den Shuttle Vektor pYeDP60 (Urban et al., 1990).

3.4.1 Modifikation des Expressionsvektors pYeDP60

Die Expression der HlBx-cDNAs erfolgte bei pYeDP60-Konstrukten über den

Galactose-induzierbaren Promotor GAL10CYC1. Die Expressionsrate im Hefesystem
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hängt dabei vom Abstand zwischen Klonierungsposition und Promotor ab. Für die

Klonierung der cDNAs stehen eine BamHI-Schnittstelle nach der Promotorsequenz

und eine EcoRI-Schnittstelle vor dem Terminator zur Verfügung. Da die cDNAs

jedoch über EcoRI (5´-Ende) / XhoI (3´-Ende) in pBluescript kloniert vorlagen, war

eine Modifikation der Klonierungsposition sinnvoll. Zu diesem Zweck wurde

pYeDP60 mit BamHI und EcoRI geöffnet, und ein Adapter (pYAd) kloniert, der den

BamHI-Schnitt enthält, und darauffolgend einen EcoRI-Schnitt und einen SalI-Schnitt

einführt. Die ursprüngliche EcoRI-Schnittstelle wurde dabei beseitigt (2.9.7.2). Im

Gegensatz zur XhoI-Erkennungssequenz ist die SalI-Erkennungssequenz unique im

Vektor. Eine Klonierung der cDNA als EcoRI / XhoI – Fragmentes in der richtigen

Orientierung wurde damit ermöglicht.

3.4.2 Erstellen des Expressionskonstrukts für HlBx2

Die HlBx2-cDNA enthält interne Schnittstellen (wie z.B. EcoRI, Position 1388

im Alignment Punkt 3.3.4), die die Klonierung erschweren. Der partielle

cDNA-Klon 518 unterscheidet sich von HlBx2 durch das Fehlen der ersten 38

Codons des Leserahmens. Fragment 518 wurde mittels BamHI / XhoI aus

pBluescipt ausgeschnitten (BamHI aus der Vektorsequenz), und in den

modifizierten Vektor pYeDP60 ligiert. Dieses Konstrukt wurde mit EcoRI

geschnitten, so daß der 5´-Bereich dieser cDNA entfernt wurde. Statt dessen

wurde das entsprechende EcoRI-Fragment der vollständigen cDNA ligiert. Die

korrekte Orientierung des Fragmentes wurde durch Sequenzanalyse bestätigt.

3.4.3 Erstellen von Expressionskonstrukten für HlBx3

Zur heterologen Expression von HlBx3 in Hefe wurden drei Expressions-

konstrukte hergestellt:
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- Klonierung der unveränderten cDNA in pYeDP60. Der Abstand zwischen

der EcoRI Klonierungsposition und dem Translationsstart ATG beträgt in

der HlBx3-cDNA 45 Basenpaare.  (Knott, 2000)

- Minimierung der Distanz zwischen Klonierungs-Schnittstelle BamHI und

Translationsstart (Knott, 2000).

- Gerichtete Mutation des 5´-Endes der codierenden Sequenz im Hinblick auf

Codon Usage und GC-Gehalt, sowie Einführung einer AT-reichen Sequenz

zwischen EcoRI-Schnitt und Translationsstart

Die Minimierung der Distanz zwischen Klonierungs-Schnittstelle und

Translationsstart wurde durch Adapter-Ligation erreicht (Abbildung 8). Die

Modifikation wurde durch Sequenzieren überprüft. Dieser Klon wurde als

HlBx3A bezeichnet.

           BamHI             EcoRI    10         60        70        80   PstI
HLBx3:  5´-ggatcccccgggctgcaggAATTCGGCAC………………CATGGCTCTTGAAGCAGCATACCACTACCTGCAG……-3´

                                         BamHI                            PstI
HLBx3A:                               5´-GGATCCATGGCTCTTGAAGCAGCATACCACTACCTGCAG……-3´

Abbildung 8: Minimierung der Distanz zwischen der BamHI-

Restriktionsschnittstelle und des Translationsstartes ATG der HlBx3-cDNA

durch Ersetzen des BamHI / PstI-Fragmentes durch den Adapter Hl3Ad.

Ursprüngliche cDNA-Sequenz: HlBx3, Modifizierte Sequenz: HlBx3A. cDNA-

Sequenz in Großbuchstaben, Vektorsequenz in Kleinbuchstaben.

Restriktionsschnittstellen sind durch Unterstreichen, der Translationsstart ATG

durch Fettdruck hervorgehoben. Die Numerierung der Nucleotide bezieht sich

auf das Alignment in Punkt 3.3.3.

Die „Codon-Usage“ in Gräsern und S. cerevisiae unterscheidet sich erheblich

voneinander. In Gräsern sind die Codons CTC und CTG für Leucin, GCG für

Alanin, GTG für Valin, CGC für Arginin und CCC für Prolin häufig. Die

entsprechenden tRNAs kommen aber in Hefe lediglich in einer Häufigkeit von

0-3%, bezogen auf die jeweilige Aminosäure, vor. Zudem ist der GC-Gehalt in
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den codierenden Sequenzen der Gräser sehr hoch. Diese beiden Faktoren

können zu einer verringerten Expressionsrate der heterologen Gene in Hefe

führen. Deshalb soll durch gerichtete Mutation des 5´-Endes der codierenden

Sequenz die Codon-Usage und GC-Gehalt der Gene an Hefe angeglichen

werden. Zwischen EcoRI-Schnitt und Translationsstart sollte zudem eine AT-

reiche Sequenz eingeführt werden. Um dieses zu bewerkstelligen, wurde neben

der Verwendung des Adapters H3536a ein modifiziertes PCR-Fragment

eingesetzt. Die Kombination beider Methoden ermöglicht die Sequenzänderung

eines 129 Bp langen Teils des 5´-Endes der cDNA (siehe 2.9.8 und Abbildung

9).

Der eingesetzte Adapter Hl3536a weist am 5´-Ende eine BamHI-

Schnittstelle, am 3´-Ende eine HincII-Schnittstelle auf und ist 85 Bp lang

(Abbildung 9). Die in der PCR-Reaktion verwendeten Primer waren der 105

Bp lange Mutagenese-Primer L37 (2.9.3) und Gegenprimer L38 (2.9.3), der

unmittelbar nach der NotI-Schnittstelle 374 Bp stromabwärts vom

Translationsstart bindet. Das gereinigte PCR-Fragment wurde mit HincII und

NotI verdaut. Adapter und geschnittenes PCR-Fragment wurden über eine

Dreipunkt-Ligation in den BamHI/NotI geöffneten Vektor pBluescript

zwischen-kloniert. Die erhaltenen Klone wurden über analytische

Restriktionsverdaue mit NotI / PstI bzw. PvuII getestet. Die Fragmente

positiver Klone wurde sequenziert (Abbildung 9).

HlBx3/pYeDP60 wurde durch Verdau mit BamHI/NotI geöffnet, und das

ursprüngliche 5´-Ende durch das mit BamHI / NotI aus pBluescript

ausgeschnittene, modifizierte 5´-Ende ersetzt. Die erhaltenen Klone (HlBX3e)

wurden über Restriktionsanalysen mit BamHI / XhoI und PvuII / XhoI getestet.
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         EcoRI    10        20        30        40      50        60        70
HlBx3  5´-aattcggcacgagagccattgtaggcttcctggtcagttgtgtggaccacATGGCTCTTGAAGCAGCATACCAC
                                                            M  A  L  E  A  A  Y  H
HlBx3a                                        5´-gatccatataaATGGCTTTGGAAGCTGCTTACCAC
                                                BamHI

           80        90       100       110       120       130       140       150
HlBX3    TACCTGCAGATCGCCGTCGGCCATGGCACATCCACGCCGGCGGCACTACTCACCGTTCTCCTGCTACTCATCATT
         Y  L  Q  I  A  V  G  H  G  T  S  T  P  A  A  L  L  T  V  L  L  L  L  I  I
HlBx3a   TACTTGCAAATCGCTGTCGGCCATGGTACTTCTACGCCAGCTGCTTTGTTGACTGTTTTGTTGTTGCTGATTATT
                                                        HincII

               160       170       180       190       200
HlBX3    CGACTAGCATGGGTAAGGACCACAACCGCGTCAACAAGATTGAGCAAGCAGCAGCAGCTC………………
         R  L  A  W  V  R  T  T  T  A  S  T  R  L  S  K  Q  Q  Q  L
HlBx3a   AGATTGGCTTGGGTTAGAACTACTACTGCTTCTACTAGATTGAGCAAGCAGCAGCAGCTC………………

                       NotI   430       440       450
HlBx3    ………………TTTGCGTCGCGGCCGCCATCCATGGCCGCCGCCATCATTC………………-3´
               F  A  S  R  P  P  S  M  A  A  A  I  I  R
HlBx3a   ………………TTTGCGTCGCGGCCGCCATCCATGGCCGCCGCCATCATTC………………-3´
                       NotI
                                                        L38

Abbildung 9: Vergleich des 5´-Endes des codierenden Bereiches von

Ursprungssequenz HlBx3 und modifizierter Sequenz HlBx3a. Die Numerierung

der Nucleotide entspricht dem Alignment Punkt 3.3.3, deshalb erscheint sie

nicht immer stimmig. Veränderte Basen sind durch Unterstreichen

hervorgehoben. Durch Fettdruck hervorgehobene Codons der Originalsequenz

haben in Hefe eine Codon-Usage von weniger als 10 %. Die eingerahmte

Sequenz entstammt dem Adapter Hl3536a, der Pfeil symbolisiert den aus dem

Mutagenese-Primer L37 hervorgegangenen Sequenzteil. Die letzten 21 Basen

sind unverändert. Der Gegenprimer L38 wird durch den gestrichelten Pfeil

unterhalb der entsprechenden codierenden Sequenz dargestellt. Die Nucleotid-

Sequenzänderung führte zu keiner Veränderung der Aminosäure-Sequenz.

3.4.4 Erstellen des Expressionskonstrukts für HlBx4

Der HlBx4-cDNA fehlt das Startcodon. Das Alignment aller vier cDNA-

Sequenzen (Abbildung 5, Punkt 3.3.4) zeigt eine gute Übereinstimmung im 5´-

Bereich. In diesem Alignment wird den Startcodons von HlBx2, HlBx3 und
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HlBx5 bei HlBx4 das Codon AGG zugeordnet, da dieser Leserahmen für ein

P450-Enzym codiert. Daher wurde dieser Leserahmen nach Überführen des

AGG-Codons in ein ATG-Codon für die heterologe Expression von HlBx4

eingesetzt. Die entsprechende Änderung der Gensequenz erfolgte über den

Adapter Hl4Ad (2.9.7.2 und Abbildung 10). Die Modifikation wurde durch

Sequenzieren überprüft. Der Klon mit dem eingeführten Translationsstart

wurde als HlBx4A bezeichnet.

HlBx4:
XbaI                          EcoRI                                  PstI
tctagaactagtggatcccccgggctgcaggAATTCGGCACCAGGGCTCTTGAAGCAGCGTACCACTACCTGCAG

HlBx4A:
                        XbaI  EcoRI                                  PstI
                        tctagagAATTCGGCACCATGGCTCTTGAAGCAGCGTACCACTACCTGCAG

Abbildung 10: Die Einführung eines Translationstarts für den offenen

Leserahmen von HlBx4 mittels des Adapters Hl4Ad am 5´-Ende der cDNA.

Ursprüngliche Sequenz: HlBx4, Veränderte Sequenz: HlBx4A. cDNA-Sequenz

in Großbuchstaben, Vektorsequenz in Kleinbuchstaben. Wichtige

Restriktionsschnittstellen, sowie der Beginn des ORFs sind durch

Unterstreichen, der Basenaustausch durch Fettdruck hervorgehoben. Bei dieser

Klonierung wird der vektorielle Bereich zwischen XbaI- und EcoRI-

Schnittstelle entfernt.

HlBx4A wurde mit EcoRI / XhoI aus pBluescript ausgeschnitten, und in den

modifizierten Vektor pYeDP60 (siehe Punkt 3.3.1) ligiert. Die korrekten

Konstrukte wurden über Schneiden mit BamHI identifiziert.
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3.4.5 Erstellen von Expressionskonstrukten für HlBx5

Zur heterologen Expression von HlBx5 in Hefe wurden drei verschiedene

Strategien verfolgt:

- Klonierung der unveränderten cDNA in pYeDP60 als EcoRI / XhoI-

Fragment. Der Abstand zwischen der EcoRI Schnittstelle und dem

Translationsstart ATG beträgt in der HlBx5-cDNA 29 Basenpaare.

- Minimierung der Distanz zwischen Klonierungs-Schnittstelle EcoRI und

Translationsstart

- Gerichtete Mutation des 5´-Endes der codierenden Sequenz im Hinblick auf

Codon Usage und GC-Gehalt, sowie Einführung einer AT-reichen Sequenz

zwischen EcoRI-Schnitt und Translationsstart

Die Verkürzung der Distanz zwischen EcoRI-Schnittstelle und

Translationsstart erfolgte mittels PCR (siehe 2.9.8 und Abbildung 11). Die in

der PCR-Reaktion verwendeten Primer waren der Mismatch-Primer L5Eco

(2.9.3) und Gegenprimer L5Aat (2.9.3), der an der AatII-Schnittstelle 412 Bp

stromabwärts vom Translationsstart bindet. Das gereinigte PCR-Fragment

wurde mit AatII und EcoRI verdaut, und gegen das ursprüngliche EcoRI / AatII

Fragment von HlBx5 ausgetauscht. Die modifizierte cDNA HlBx5A wurde

durch einen EcoRI / XhoI Verdau ausgeschnitten, und in den modifizierten

pYeDP60 ligiert.
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               EcoRI ###
     L5Eco    5´-agttgtggacggaattcATGGCTCTTGAAG-3´
                                                            AatII
          30        40        50  ###   60                 470       480       490
aattcggcacgagggtgagttgtggacgacatacATGGCTCTTGAAGCT…………CACCACCGACGTCGCCTTCTCGCCCTTGGGC……
ttaagccgtgctcccactcaacacctgctgtatgTACCGAGAACTTCGA…………GTGGTGGCTGCAGCGGAAGAGCGGGAACCCG……

                                        L5Aat:      3´-GGTGGCTGCAGCGGAAGAGCGGGAA-5´
                                                            AatII

Abbildung 11: Mismatch-PCR zur Einführung einer EcoRI-Schnittstelle in

unmittelbarer Nachbarschaft zum Translationsstart ATG von HlBx5 mit den

Primern L5Eco und L5Aat. Codierende Sequenzen sind in Großbuchstaben,

Nicht-Codierende Sequenzen in Kleinbuchstaben dargestellt. Wichtige

Restriktionsschnittstellen sind durch Unterstreichen, ausgetauschte Nucleotide

durch Fettdruck hervorgehoben. ### markiert den Translationsstart ATG. Die

Numerierung der Nucleotide entspricht derjenigen des Alignment in Punkt

3.3.3.

Die Modifikation des 5´-Endes erfolgte analog zu HlBx3 (siehe 3.4.3). Durch

die gleichzeitige Anwendung von Adapter und PCR-Fragment konnten die

ersten 123 Basen des 5´-Endes des codierenden Bereiches von HlBx5

modifiziert werden. Der eingesetzte Adapter Hl5556 weist am 5´-Ende eine

EcoRI-Schnittstelle, am 3´-Ende eine PvuII-Schnittstelle auf, und ist 75 Bp

lang (Abbildung 11). Die in der PCR-Reaktion verwendeten Primer waren der

96 Bp lange Mutagenese-Primer L57 (Abbildung 12) und Gegenprimer L5Aat.

Das gereinigte PCR-Fragment wurde mit PvuII und AatII geschnitten. Das 5´-

Ende von HlBx5/pBluescript wurde über Schneiden mit EcoRI und AatII

entfernt. Dieses wurde über eine Dreipunkt-Ligation durch den Adapter Hl5556

sowie das geschnittene PCR-Fragment ersetzt. Die erhaltenen Klone wurden

über analytische Restriktionsverdaue mit EcoRI / XhoI, bzw. PvuII getestet.

Das 5´-Ende positiver Klone wurde sequenziert, um ungewollte

Sequenzänderungen auszuschließen. Ein Klon (HlBx5e) erwies sich als korrekt;

lediglich in Position 386 war eine Mutation von C nach T zu finden, die aber zu
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keiner Änderung der Aminosäuresequenz führt. Dieser Klon wurde zur

heterologen Expression eingesetzt.

           EcoRI      30        40        50        60        70        80        90
HlBx5    5´-aattcggcacgagggtgagttgtggacgacatacATGGCTCTTGAAGCTGCCCACCACTACCTGCGGCACGCC
                                              M  A  L  E  A  A  H  H  Y  L  R  H  A
HlBx5e   5´-                       aattcatataaATGGCTCTTGAAGCTGCTCATCACTACTTGAGACACGCT
                                  EcoRI

             100       110       120       130       140       150       160
HlBx5  GTCGGCCATGGCACGTCCGCGCCAGCGGCACTGCTCCTCGTCTGCGTACCATTACTGCTGTTGCTGTTGCTGTTCGCA
       V  G  H  G  T  S  A  P  A  A  L  L  L  V  C  V  P  L  L  L  L  L  L  L  F  A
HlBx5e GTTGTTCATGGTACTTCTGCTCCAGCTGCTTTGTTGTTGGTTTGTGTTCCATTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTCGCT
                             PvuII

     170       180                           AatII      480
HlBx5  TCGCTAAGAACCTCAGCGTCGACAAGA………………CCACCGACGTCGCCTTCTCGCCCTT……-3´
       S  L  R  T  S  A  S  T  R          T  D  V  A  F  S  P  L
HlBx5e TCTTTGAGAACCTCAGCGTCGACAAGA………………CCACCGACGTCGCCTTCTCGCCCTT……-3´
                                             AatII

                                                                 L5Aat

Abbildung 12: Vergleich des 5´-Endes der cDNA HlBx5 und der modifizierten

Sequenz HlBx5e. Die Numerierung der Nucleotide entspricht derjenigen des

Alignment in Punkt 3.3.3. Veränderte Basen sind durch Unterstreichen

hervorgehoben. Durch Fettdruck hervorgehobene Codons der Originalsequenz

haben in Hefe eine Codon-Usage von weniger als 10 %. Die eingerahmte

Sequenz entstammt dem Adapter Hl5556; der Pfeil symbolisiert den aus dem

Mutagenese-Primer L57 hervorgegangenen Sequenzteil. Die letzten 21 Basen

sind unverändert. Der Gegenprimer L5Aat wird als gestrichelter Pfeil unter der

entsprechenden codierenden Sequenz dargestellt. Die Nucleotid-

Sequenzänderung führte zu keiner Veränderung der Aminosäure-Sequenz.
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3.5 Die Heterologe Expression und in vitro Aktivität der HlBX-Enzyme

Die drei Hefestämme W(R), WAT11 und WAT21 wurden mit je 1 - 3,5 µg

Plasmid transformiert. Die Selektion nach transformierten Zellen erfolgte über

Adenin-Komplementation. Je eine transformierte Kolonie wurde weiter

angezogen. Die Induktion der Zellen und die Isolation der mikrosomalen

Fraktionen erfolgte, soweit nicht anders beschrieben, wie in 2.7.2 und 2.10.1

dargestellt.

Es konnten zwischen  25 mg und 60 mg mikrosomalen Proteins aus

einer induzierten 250 ml Kultur isoliert werden. Anschließend erfolgte die

Untersuchung auf ihren Gehalt an H. lechleri P450 Protein, und auf ihre

Fähigkeit, Substrate des DIBOA-Biosyntheseweges in Mais enzymatisch

umzusetzen.

Die heterolog exprimierten HlBX-Proteine wurden über Western Blot

nachgewiesen, wobei zur Detektion jeweils der gegen das homologe Mais-

Protein gerichtete Antikörper (Glawischnig, 1997) eingesetzt wurde. Es wurden

je 20 µg mikrosomales Protein eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten

Hefemikrosomen, die die entsprechenden BX-Proteine aus Mais enthalten. 5 –

27 µg dieser Mikrosomen wurden eingesetzt. Das entspricht 2 – 10 ng des

jeweiligen P450 Enzyms. Als Negativkontrolle dienten Mikrosomen

induzierter, mit pYeDP60 transformierter Hefe. Die Negativkontrolle zeigte

keine BX / HlBX – typische Bande. Die exakte Quantifizierung der HlBX-

Proteine konnte nicht durchgeführt werden, jedoch sind auf Grund des hohen

Grades an Homologie zwischen den entsprechenden Enzymen beider Arten

sowie des Einsatzes von polyklonalen Antikörpern Mengenabschätzungen

möglich.

Bei den durchgeführten Enzymtests wurde von der Annahme

ausgegangen, daß die HlBX-Enzyme die gleiche Aufgabe im DIBOA-

Biosyntheseweg übernehmen, wie ihre jeweils homologen BX-Enzyme aus Zea

mays. Aus diesem Grund wurden alle Intermediate des DIBOA-

Biosyntheseweges, also Indol, Indolin-2-on, 3-Hydroxy-Indolin-2-on, HBOA
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und DIBOA auf ihre Eignung als Substrat für alle HlBX-Enzyme getestet.

Keines dieser Substrate wird durch mikrosomale Fraktionen, die aus

induziertem WAT11 pYeDP60 isoliert wurden, umgesetzt. Es wurden

Enzymtest-Ansätze ohne NADPH als Negativkontrollen verwendet, um sicher

zu stellen, daß es sich um Cytochrom P450-abhängige Reaktionen handelt. Die

Durchführung der Tests erfolgt wie in Punkt 2.10.6 beschrieben, wobei statt

des reinen Proteins mikrosomale Fraktionen eingesetzt wurden. Nach

Extraktion der Edukte und Reaktionsprodukte aus dem Testansatz erfolgte

deren HPLC-gestützte Analyse. Die Identifikation der Reaktionsprodukte

erfolgte über den Vergleich ihrer Retentionszeiten und, soweit möglich, durch

Analyse der Spektren. Dazu wurden parallel die Referenzsubstanzen

aufgetragen.

3.5.1 Charakterisierung von HlBX2 durch heterologe Expression in S.

cerevisiae

Die Expressionsrate von HlBX2 in Hefe liegt unter der Nachweisgrenze der

Western Analyse. Dennoch zeigen mikrosomale Fraktionen aus den induzierten

transformierten Hefestämmen P450-spezifische Aktivität: Indol wird NADPH-

abhängig zu Indolin-2-on umgesetzt (Abbildung 13), während bei Einsatz aller

anderen Substrate des DIBOA-Biosyntheseweges kein Umsatz erfolgt. Die

Aktivität von HlBX2 entspricht also der des homologen BX2 aus Z. mays.

Unter Standardbedingungen (siehe 2.10.6) wurden durch 2 mg BX2 haltige

Mikrosomen 6,8 nmol Indol zu Indolin-2-on umgesetzt, durch die gleiche

Menge HlBX2-haltiger Mikrosomen jedoch nur 0,16 nmol. Diese Unterschiede

in der katalytischen Aktivität spiegeln vermutlich die unterschiedliche Menge

an exprimierten P450-Protein wieder.
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Abbildung 13: NADPH-abhängiger Umsatz von Indol zu Indolin-2-on durch

HlBX2-haltige Mikrosomen aus WAT11. Indol ist in diesem Chromatogramm

nicht sichtbar, da es als flüchtige Substanz bei der Einengung der Probe

verdampft.

3.5.2 Charakterisierung von HlBX3 durch heterologe Expression in S.

cerevisiae

Es wurden drei verschiedene HlBx3–Konstrukte eingesetzt (siehe 3.4.4):

Sowohl die originale cDNA, als auch das Konstrukt mit dem unmittelbar der

Klonierungsstelle benachbarten Translationsstart HlBx3A, wurden im

Hefesystem unter Standardbedingungen nicht exprimiert. Die am 5´-Ende des

codierenden Bereiches modifizierte cDNA HlBx3e wurde im Hefesystem zwar

exprimiert (Abbildung 14), aber es konnte keine enzymatische Aktivität

festgestellt werden.

Die Änderung der Hefe-Induktions-Bedingungen (20 °C, 48 h

Induktionsdauer) führte zwar zur verbesserten Expression von HlBx3e

(Abbildung 14). Es konnte jedoch auch hier keine Aktivität nachgewiesen
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werden. Dabei wurden als Substrate sowohl Indolin-2-on, als auch das kein

direktes Intermediat des DIBOA-Biosyntheseweges darstellende BOA getestet

– beide Substanzen werden durch BX3 umgesetzt (Grün, 1997). Die

Hauptbande von HlBX3e liegt etwas unter der des entsprechenden Mais-

Enzyms, was von der abgeleiteten Aminosäure-Sequenz erwartet wird. Sie

entspricht in der Größe dem ebenfalls katalytisch aktiven WAT11 CYP71C7

aus Triticum aestivum.

Abbildung 14: Western Blot mikrosomaler Fraktionen aus WAT11, transformiert mit

verschiedenen Konstrukten. M: Marker (Kd); Positivkontrolle: WAT11 BX3 (21 µg

mikr. Prot., entspricht 10 ng P450-Enzym), Negativkontrolle: WAT11 pYeDP60 (20

µg mikr. Prot.), Expression unter Standardbedingungen: WAT11 BX3 / HlBX3e;

Expression bei 48 h Induktion + 20 °C: WAT11 BX3 / HlBX3e; WAT11 CYP71C7

(Standardbedingungen) 20 µg mikr. Prot.)

3.5.3 Charakterisierung von HlBX4A durch heterologe Expression in S.

cerevisiae

Die heterologe Expression von HlBx4A erfolgte in allen drei Hefestämmen. In

allen drei Stämmen liegt die Expressionsrate um das ca. drei bis vier fache
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höher als bei BX4 (Abbildung 15). Die Negativkontrolle zeigte keine BX /

HlBX – typische Bande.

Abbildung 15: Western Blot mikrosomaler Fraktionen aus verschiedenen,

HlBX4A exprimierenden Hefestämmen (je 20 µg mikrosomales Protein). M:

Marker (Kd), WAT11 BX4 (27 µg (!) mikrosomales Protein) als Positiv- und

WAT11 pYeDP60 als Negativkontrolle.

HlBX4A setzt in einer NADPH-abhängigen Reaktion spezifisch 3-Hydroxy-

Indolin-2-on zu HBOA um (Abbildung 16). Die Identität von HBOA wurde

über seine Retentionszeit bestätigt. Keines der anderen Intermediate des

DIBOA- Biosyntheseweges wurde umgesetzt. Die in vitro Aktivität von

HlBX4A entspricht damit der Aktivität des homologen Enzyms BX4.
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Abbildung 16: NADPH-abhängiger Umsatz von 3-Hydroxy-Indolin-2-on zu

HBOA durch HlBX4-haltige Mikrosomen aus WAT11.

Der Substratumsatz erfolgte am effektivsten durch mikrosomale Fraktionen,

die aus WAT11 isoliert wurden,  gefolgt von den Fraktionen aus WAT21 und

W(R) (Tabelle 9). Hierin spiegelt sich der Einfluß der verschiedenen

Cytochrom P450 Reduktasen der jeweiligen Hefesysteme wieder. Die Aktivität

der BX4-haltigen Mikrosomen erscheint geringer (Tabelle 9); da sie aber drei

bis vier mal weniger P450 Enzym enthalten (Abbildung 15), ist die BX4-

Aktivität in Wirklichkeit doppelt so hoch wie die HLBX4A-Aktivität.

Tabelle 9: Substratumsatz von HlB4 und BX4 in verschiedenen Hefestämmen

unter Standardbedingungen

Hefestämme HlBX4 (1 mg mikr. Prot.) BX4 (1 mg mikr. Prot.)
W(R) 0,4 nmol n. d.
WAT11 1,6 nmol 0,8 nmol
WAT21 1,2 nmol n. d.
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3.5.4 Charakterisierung von HlBX5 durch heterologe Expression in S.

cerevisiae

Es wurde versucht, drei verschiedene HlBx5–Konstrukte in Hefe heterolog zu

exprimieren (siehe 3.4.4). Sowohl die originale cDNA in pYeDP60, als auch

das Konstrukt mit dem unmittelbar der Klonierungsstelle benachbarten

Translationsstart HlBx5A wurden im Hefesystem nicht heterolog exprimiert –

es konnte weder das Protein im Western Blot noch enzymatische Aktiviät von

HlBX5 in den mikrosomalen Fraktionen nachgewiesen werden.

Die Expression von HlBX5 mit modifiziertem 5´-Ende HlBX5e in

WAT11 konnte ebenfalls nicht in der Western Analyse detektiert werden. Die

entsprechenden mikrosomalen Fraktionen setzen jedoch NADPH-abhängig

spezifisch HBOA zu DIBOA um (Abbildung 17). Der im Vergleich zu BX5

sehr viel geringere Umsatz kann auf die geringere Expressionsrate

zurückzuführen sein.

Abbildung 17: NADPH-abhängiger Umsatz von HBOA zu DIBOA durch

HlBX5e-haltige Mikrosomen aus WAT11
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3.5.5 Vergleich der HlBX-spezifischen Aktivitäten in vitro

Tabelle 10: Heterologe Expression und Enzymatische Aktivität der

verschiedenen HlBx-Konstrukte in WAT11. (-): kein(e) Expression /

Substratumsatz; (+): geringe(r) Expression / Substratumsatz; (++):  viel

Expression / Substratumsatz

CYT.P450

ENZYM

EXPRESSIONS-

KONSTRUKT*)

PROTEIN-

EXPRESSION**)

UMGESETZTE

SUBSTRATE***)

HlBX2 Originale cDNA - Indol                                        +

Indolin-2-on                             -

3-Hydroxy-Indolin-2-on          -

HBOA                                      -

DIBOA                                     -

Originale cDNA - Indolin-2-on                             -

HlBX3A - Indolin-2-on                             -

HlBX3

HlBX3e + Indolin-2-on                             -

BOA                                         -

HlBX4 HlBX4A ++ Indol                                         -

Indolin-2-on                             -

3-Hydroxy-Indolin-2-on       ++

HBOA                                      -

DIBOA                                     -

Originale cDNA - HBOA                                      -

HlBX5A - HBOA                                      -

HlBX5

HlBX5e - Indol                                         -

Indolin-2-on                             -

3-Hydroxy-Indolin-2-on          -

HBOA                                     +

DIBOA                                     -

*) in pYeDP60

**) über Western Blot nachgewiesen

***) NADPH-abhängiger Substratumsatz, über HPLC-Analyse getestet
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3.6 Vorkommen der HlBx-Gene in verschiedenen Hordeum- und

Triticum-Arten

Die Verbreitung von HlBx-homologen Genen innerhalb der Gattung Hordeum

wurde mit Hilfe von Southern Blots analysiert. Es wurde genomische DNA von

H. vulgare tellus, H. spontaneum 150-31, H. spontaneum 160-53, H. lechleri,

H. brachyantherum, H. roshevitzii und H. flexuosum analysiert. HlBx-

spezifische Signale zeigten sich stets bei der genomischen DNA DIBOA-

haltiger Gerstenlinien, aber nie bei DIBOA-freien (Abb. 18).

Genomische DNA aus den DIBOA-freien H. vulgare-Linien „Nade“

und „B87“, sowie aus der DIMBOA-haltigen Triticum aestivum Linie „Trakos“

wurde ebenfalls der Analyse unterzogen. Nur bei Weizen zeigten sich

eindeutige P450-Gen-spezifische Signale. Da die evolutionäre Distanz

zwischen Weizen und H. lechleri größer ist als innerhalb der Gattung

Hordeum, ist unwahrscheinlich, daß mit diesen Sonden homologe Sequenzen

von Hordeum spc. nicht nachgewiesen werden können. Das Fehlen von

DIBOA in H. spontaneum und H. vulgare geht also mit dem kompletten

Verlust aller P450 Gene der DIBOA-Biosynthese einher.
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Abbildung 18: Southern Blot aus mit unterschiedlichen

Restriktionsendonucleasen geschnittener genomischer DNA verschiedener

Gerste- und Weizenarten. Als Sonde wurde HlBx2-cDNA verwendet.

In die Southern Analyse wurde auch das putative homologe Gen zu Bx1,

HlBx1, einbezogen. In diesem Fall ergab sich für alle Gerstenlinien

Hybrisisierungssignale (nicht dargestellt).
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3.7 Hinweis auf die Beteiligung einer Dioxygenase am DIMBOA-

Biosyntheseweg in Zea mays

In Mais und Weizen ist im Gegensatz zu den Wildgersten DIMBOA der

Hauptbestandteil der chemischen Grundabwehr. Die Umwandlung von DIBOA

zu DIMBOA in Zea mays findet in zwei Schritten statt (Sicker, et al., 2000):

Die Hydroxylierung der C-7-Position von DIBOA führt zur Bildung von

TRIBOA. Die Übertragung einer Methylgruppe auf diese 7-Hydroxy-Gruppe

führt zur Bildung von DIMBOA, welches noch durch BX8 und BX9

glucosyliert wird (v. Rad, 2000).  Die Hydroxylierung der C-7-Position wird

jedoch nicht, wie zu erwarten gewesen wäre, durch ein weiteres P450-Enzym

durchgeführt. Statt dessen zeigt folgender Versuch (Abbildung 19), daß es sich

hierbei wahrscheinlich um eine Dioxygenase handelt:

Prohexadion ist ein Strukturanalogon zu 2-Oxo-Glutarsäure, welche

Dioxygenasen als  Cofaktor dient (Evans, et al., 1999). Es ist damit in der

Lage, die Aktivität von Dioxygenasen zu hemmen. Maispflanzen, die drei Tage

lang auf mit 0,1 % Prohexadion-Lösung getränktem Keimpapier gekeimt

wurden, synthetisieren kein DIMBOA-Glucosid. Der DIMBOA-

Biosyntheseweg ist auf der Stufe von DIBOA inhibiert worden, so daß die

hauptsächlich gebildete Substanz nun DIBOA-Glucosid ist (BX8 und BX9

verwenden auch DIBOA als Substrat, v. Rad, 2000).
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Abbildung 19: HPLC-Chromatogramme der aus drei Tage alten

Maiskeimlingen gewonnenen Rohextrakte: in Wasser angezogen („Kontrolle“);

in 0,1 % Prohexadion angezogen („Prohexadion“). Während in den

Kontrollpflanzen DIMBOA-Glucosid das vorherrschende Benzoxazinoid

darstellt, ist die DIMBOA-Biosynthese bei den in Prohexadion angezogenen

Keimlingen auf der Stufe des DIBOAs inhibiert – dieses wird ebenfalls durch

BX8 und BX9 (v. Rad, 2000) glucosyliert.
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4 Diskussion

4.1 Sekundärmetabolite der generellen Abwehr in Gräsern

Die Verteilung von Sekundärmetaboliten der generellen Abwehr in Gräsern

bietet ein komplexes Bild. Benzoxazinoide werden in den zu der Subfamilie

Panicoideae gehörenden Gattungen Zea, Sorghum, Tripsacum und Coix, sowie

in den zur Subfamilie Pooideae zählenden Gattungen Hordeum, Secale,

Triticum, Aegilops, Elymus und Triticale, in der Subfamilie Bambusoideae

(Chusquea) und dem Unterstamm Arundinae (Arundo) gefunden (Niemeyer

1988) (Abbildung 20). Außerhalb der Familie der Gräser wurden sie auch in

dikotylen Pflanzen nachgewiesen, wie z.B. innerhalb der Acanthaceae,

Ranunculaceae und Scrophulariaceae.  Die Familie der Gramineen setzt sich

aus ca. 10.000 Arten zusammen, die sich in mindestens 16 Unterfamilien

einordnen lassen (Freeling 2001, und Grass Phylogentics Working Group

GPWG: http://www.ftg.fiu.edu.graa/gpwg). Es wird angenommen, daß die

Gramineen auf einen gemeinsamen Vorfahren zurückgehen, der vor 65-70

Millionen Jahren existierte (Kellogg, 1998).
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Abbildung 20: Stammbaum der Gramineen nach Kellogg, 1998. Die Familie

Joinvillaeceae als nächster Verwandter der Gräser dient als Outgroup.

Benzoxazinoid-haltige Unterfamilien bzw. Unterstämme sind durch

Unterstreichen hervorgehoben. Neuere Untersuchungen (GPWG, 2000)

bestätigen diesen Stammbum im Wesentlichen, wobei die Gattung Oryza den

Erhardtoideae zugeordnet wird, welche zudem den Bambusoideae näher

verwandt sind als den Pooideae.

Benzoxazinoide sind in der Familie der Gräser also weit, aber nur lückenhaft

verbreitet. Auffallend ist ihr Auftreten in den wirtschaftlich bedeutenden

Getreiden Mais, Roggen, Weizen sowie einigen Wildgerstearten, während ihr

Vorkommen in Reis war zu Beginn dieser Arbeit ungeklärt war. Lediglich eine

Quelle (Tang et al., 1975) weist auf das Fehlen dieser Substanzklasse in Reis

hin. Da jedoch Angaben über die untersuchten Arten fehlten, und nicht

auszuschließen war, daß sich die Biosynthese wie in der Gattung Hordeum auf

nur einige Arten beschränkt, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Kollektion

aus verschiedenen Arten auf das Vorhandensein von Benzoxazinonen getestet.
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Die Gattung Oryza setzt sich aus 23 Arten zusammen, von denen zwei, O.

glaberrima und O. sativa, Kultivar-Arten sind. Die Zahl der weltweit

bestehenden Varietäten wird auf 120000 geschätzt (Kush, 1997). Neun der

Wildreis-Arten sind Tetraploid, alle anderen Arten sind diploid. Bezüglich

ihrer morphologischen Merkmale (Morishima und Oka, 1960) lassen sich alle

Arten in drei Hauptgruppen einteilen: 1) O. sativa und seine Verwandten, 2) O.

officinalis und seine Verwandten und 3) andere. Bei Betrachtung der Genome

der Gattung Oryza stößt man ebenfalls auf drei große Genpools: 1) dem des O.

sativa Komplex, 2) dem des O. officinalis  Komplex, 3) der der O. meyeriana ,

O. ridleyi und O. schlechteri Komplexe (Kush, 1997) (Abbildung 21).

O. sativa und O. glaberrima werden als ein Beispiel paralleler Evolution

kultivierter Pflanzen angesehen (Abbildung 21). Da sich O. sativa in sechs

Gruppen unterteilen läßt (zu denen auch die Indica-Gruppe = Gruppe I und die

Japonica-Gruppe = Gruppe VI zählen) wird ein polyphyletischer Ursprung

diskutiert (Khush, 1997). Mit O. sativa assoziierte Unkrautformen von Reis

werden ebenfalls als O. sativa bezeichnet, obwohl sie keine Kultivar-Arten

darstellen (Oka, 1988). Zu diesen zählen auch alle sogenannten „Red Rice“

Linien.
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Abbildung 21: Die Einteilung der Gattung Oryza an Hand ihrer Genpoole und

die parallele Evolution der zwei Kultivar-Reisarten O. sativa und O.

glaberrima (nach Kush, 1997).

Insgesamt wurden 117 verschiedene Reislinien untersucht (Tabelle 5, Punkt

3.1), darunter verschiedene Wildreis-Arten des O. sativa - und des O.

officinalis - Komplexes, mehrere Kultivar-Linien von Oryza sativa und Oryza

glaberrima, sowie in der Mehrheit verschiedene so genannte „Red-Rice“-

Linien, die ebenfalls dem O. sativa-Komplex zuzurechnen sind. In keiner der

untersuchten Reis-Linien konnten Benzoxazinoide nachgewiesen werden. Im

Rahmen dieser Arbeit konnten jedoch keine Arten aus den O. meyeriana, O.

ridleyi und O. schlechteri Komplexen untersucht werden.

Verschiedene O. sativa Linien zeigen unterschiedlich starke

allelopathische Effekte gegen in Reisfeldern verbreitete Unkräuter wie z.B.

„Ducksalad“ (Heteranthera limosa) oder „Barnyardgras“ (Echinochloea

crusgalli), (Olofsdotter, 2001). Während im Falle der Benzoxazinoid-haltigen

Getreidearten hauptsächlich eine Substanz für die unspezifische Abwehr

ausgebildet wird, scheint in Reis ein ganzer Cocktail von verschiedenen
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Substanzen für die Allelopathie verantwortlich zu sein. Die eigentlich aktiven

Substanzen O. sativas konnten noch nicht identifiziert werden (Rimando et al.,

2001). So synthetisiert die stark allelopathisch wirksame Sorte Taichung Native

1 zwar unter anderen, bisher nicht identifizierten Substanzen, verschiedene

phenolische Säuren, die für ihre allelopathischen Effekte bekannt sind. Die

gebildeten Mengen reichen jedoch für eine phytotoxische Wirkung nicht aus

(Olofsdotter et al., 2001).

4.2 Substanzen der generellen Abwehr in der Gattung Hordeum

Die Gattung Hordeum spiegelt die Verteilung von Benzoxazinoiden in Gräsern

im Kleinen wieder: Es kommen nebeneinander Benzoxazinoid-haltige und

–freie Arten vor. Ein interessanter Aspekt ist das Auftreten einer weiteren,

unspezifisch wirkenden Abwehrsubstanz innerhalb dieser Gattung, des

Indolalkaloids Gramin. Wirken DIBOA und Gramin synergistisch, oder teilen

sie die selbe Funktion?

Die untersuchten Keimlinge der Wildgersten H. brachyantherum, H.

flexuosum, H. lechleri und H. roshevitzii synthetisieren DIBOA, während in

den drei untersuchten H. spontaneum Linien sowie den vier untersuchten H.

vulgare Linien keine Benzoxazinoide nachgewiesen werden konnten. Gramin

wird durch Keimlinge der drei untersuchten H. spontaneum-Linien

synthetisiert, während dieses Indolalkaloid weder in den vier untersuchten H.

vulgare Linien, noch in den vier Wildgerste Arten H. brachyantherum, H.

flexuosum, H. lechleri und H. roshevitzii  nachgewiesen werden konnte.

Der DIBOA-Gehalt ist bei jüngeren Pflanzen am höchsten (bis 1406

nmol / g Frischgewicht in H. lechleri), während er nach Ausbildung des

zweiten Blattes noch ungefähr 60 bis 70 % dieses Wertes beträgt (Tabelle 6,

Punkt 3.2). Diese Mengen decken sich somit mit den von Barria et al. (1991)

für die gleichen Wildgerste-Arten unter ähnlichen Bedingungen ermittelten.
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Der Gramingehalt der hier untersuchten H. spontaneum Linien liegt mit 300-

1600 nmol / g Frischgewicht bei Ausbildung des zweiten Keimblattes deutlich

unter den von Hoult und Lovett 1993 ermittelten Werten von 5700-8600 nmol /

g Frischgewicht. Diese Autoren haben jedoch jüngeres Pflanzenmaterial

untersucht, was aufgrund der begrenzten Saatgutmenge bei uns nicht möglich

war. Generell bewegen sich die bestimmten Konzentrationen an Gramin und

DIBOA in der selben Wachstumsphase in den gleichen Größenordnungen.

Auffallend ist die Tatsache, daß sich unter den hier untersuchten Gerste-

Arten und -Sorten keine Pflanze befindet, die DIBOA und Gramin gleichzeitig

synthetisiert. Auch aus der Literatur lassen sich keine Beispiele für ein

gleichzeitiges Vorkommen dieser beiden Substanzen in einer Einzelpflanze

zitieren. Im Folgenden sollen die möglichen Gründe für das gegenseitige

Ausschließen beider Substanzen diskutiert werden, wobei die biologischen

Funktionen und die Besonderheiten der Biosynthesewege im Vordergrund

stehen.

Das Benzoxazinoid DIBOA und das Indolalkaloid Gramin spielen beide

eine wichtige Rolle in der generellen Abwehr von Pflanzen. So zeigt das

Benzoxazinoid DIMBOA, die methoxylierte Form des DIBOAs, inhibitorische

Effekte gegen das Wachstum von Bakterien wie einigen Erwinia-Arten

(Woodward et al., 1978), und Agrobacterium tumefaciens (Sahi et al., 1990).

Gramin verlängert die lag-Phase des pflanzenpathogenen Bakteriums

Pseudomonas syringae (Sepulveda und Corcuera, 1989).

Die Abwehr von Herbivoren zählt ebenfalls zu den Funktionen beider

Substanzen. So wurde die Toxizität von DIBOA für Schizaphis graminum

(Zuniga et al., 1983) und Rhopalosiphum padi (Barria et al., 1991) festgestellt.

In letzterer Studie zeigt sich auch, daß das Vorkommen von R. padi negativ mit

ansteigenden DIBOA-Konzentrationen in verschiedenen Wildgerste-Arten

korreliert. Die Resistenz gegen S. graminum und R. padi korreliert ebenfalls

mit dem Gramingehalt in den Blättern; die Toxizität für diese beiden Blattlaus-

Arten wurde ebenfalls nachgewiesen (Corcuera, 1992). Neuere Studien

zweifeln jedoch einen Zusammenhang zwischen Gramingehalt und Resistenz



4 Diskussion

72

gegen R. padi an (Ahman et al., 2000). Beispielsweise scheint die Resistenz

gegen die Wanderheuschrecke Locusta migratoria  auf mehrere Komponenten,

von denen Gramin nur eine ist, zurückzuführen zu sein (Ishikawa und Kanke,

2000).

Eine ähnliche Situation zeigt sich auch bei näherer Betrachtung der

allelopathischen Effekte beider Substanzen. Sowohl DIBOA als auch Gramin

zeigen eine deutliche Phytotoxizität. Ihr allelopathisches Potential ist in

verschiedenen Versuchen nachgewiesen worden. So wurde gezeigt, daß

DIBOA das Wachstum von Lepidum sativum (Kresse), Echinochloa crusgalli

(Barnes et al., 1987), Chenopodium album (Perez und Ormeno-Nunez, 1993)

und Vicea faba (Friebe et al., 1997) hemmt. Für Secale cereale (Roggen)

konnte gezeigt werden, daß DIBOA aktiv über die Wurzeln ausgeschieden

wird (Schulz et al., 1994). Dieser Vorgang hat starken Einfluß auf die

benachbarte Vegetation. Gramin wird ebenfalls durch Keimlinge freigesetzt

(Liu und Lovett, 1990, Yoshida et al., 1993), und ein allelopathischer Effekt

konnte z.B. auf Sinapis alba nachgewiesen werden (Liu und Lovett, 1993).

Dieser scheint allerdings auch auf den synergistischen Effekt mit dem

gleichzeitig gebildeten Hordenin zurückzugehen.

Bezüglich der biologischen Aktivität der Benzoxazinoide auf

molekularer Ebene ist die methoxylierte Form des DIBOAs, DIMBOA, am

besten untersucht (Sicker et al., 2000). So hemmt DIMBOA sowohl den

Chloroplasten ATPase Kopplungsfaktor (Queirolo et al., 1983), die

Plasmamembran H+ ATPase (Friebe et al., 1997), als auch andere Enzyme wie

Papain (Perez und Niemeyer, 1989a), α-Chymotrypsin (Cuevas et al., 1990)

und Cholinesterasen (Cuevas und Niemeyer, 1993). Wahrscheinlich sind diese

Effekte auf die Interaktion mit nucleophilen NH2- und SH-Gruppen von

Biomolekülen zurückzuführen. Gramin wirkt ebenfalls als ein Entkoppler: so

hemmt es in höheren Konzentrationen die Atmungskette auf dem Level von

Komplex I in Rinder-Mitochondrien. Es wirkt zudem auf

Photophosphorylierung, Pi-ATP-Austauschreaktionen und Aufbau des

Protonengradienten hemmend, während es auf den Elektronentransport in die
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Thylakoide stimulierend wirkt (Corcuera, 1992). Gramin inhibiert außerdem

nach Angaben der Firma Latoxan die Aktivität von Acetylcholinesterase und

Butyrilcholinesterase (http://www.latoxan.com/HTML/ 00000080.html).

Trotz der Hinweise, daß Gramin im Gegensatz zu DIBOA nicht die

alleinige Komponente der chemischen Grundabwehr in Gerstenkeimlingen ist,

lassen die Daten doch auf eine überlappende Funktion beider Substanzen

schließen. Nichtsdestoweniger gibt es auch Kultivar-Gersten Sorten, die keine

der genannten Substanzen produzieren. Da H. vulgare wahrscheinlich seinen

Ursprung in domestizierten H. spontaneum hat (Badr et al., 2000), ist das

Fehlen von Benzoxazinoiden nicht verwunderlich. Die Fähigkeit zur

Graminbiosynthese könnte während Kultivierung als Nebeneffekt bei der

Erreichung anderer Zuchtziele verlorengegangen sein, wobei durch die

intensive Landwirtschaft (Einsatz von Pestiziden usw.) kein Selektionsdruck

zum Erhalt dieser Fähigkeit auftrat. Gerade bezüglich der Sommergersten, die

zum Bierbrauen eingesetzt werden, könnte das Vorhandensein von Gramin im

Keimling den Brauprozeß negativ beeinflussen, und damit ohne Wissen der

genauen Zusammenhänge im Laufe der Züchtung ausgemerzt worden sein

(mündliche Mitteilung Dr. M. Baumer, Bayerische Landesanstalt für

Bodenkultur und Pflanzenbau).

Sowohl Benzoxazinoide als auch Gramin müssen in sehr großen

Mengen synthetisiert werden, um der Pflanze einen wirksamen Schutz gegen

Freßfeinde zu gewährleisten. So wurden in einigen Maislinien Konzentrationen

bis zu 1 mg / g Frischgewicht gemessen (Sicker et al., 2000).

Fütterungsexperimente mit Schizaphis graminum zeigen, daß immerhin ca. 0,5

mM DIBOA (Zuniga et al., 1983) bzw. 2,9 mM Gramin (Corcuera et al., 1992)

nötig sind, um den Tod von 50 % der Versuchstiere herbeizuführen.

Konzentrationen dieser Größenordnungen liegen in den Pflanzen auch

tatsächlich vor (siehe oben).
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Der DIBOA-Biosyntheseweg in Zea mays zweigt vom Tryptophan-

Biosyntheseweg ab (Frey et al. 1997). Dabei wird in Maiskeimlingen ca. 10 bis

20 mal mehr Benzoxazinon als Tryptophan synthetisiert. Ausgehend von Indol-

3-Glycerin-Phosphat bildet BX1 freies Indol, welches durch vier P450-Enzyme

sukzessive zu DIBOA umgesetzt wird (Abbildung 22). Die Biosynthese von

Gramin in Gerste verläuft über Tryptophan (Leland et al., 1985). Über

unbekannte Zwischenstufen wird dabei 3-Aminomethyl-Indol (AMI)

synthetisiert, welches dann durch eine N-Methyltransferase durch zweimalige

sukzessive Methylierung erst zu N-Methyl-3-Aminomethyl-Indol (MAMI) und

dann zu Gramin umgewandelt wird. Die Biosynthesen von DIBOA und

Gramin laufen also beide über das gleiche Intermediat, Indol, welches auch

Intermediat der Tryptophanbiosynthese ist (siehe Punkt 1.2). Es ergibt sich also

eine Konkurrenzsituation. Angesichts der gebildeten Mengen an DIBOA oder

Gramin, sowie deren überlappende Funktion, könnte der Verzicht auf einen der

beiden Sekundärmetaboliten von Vorteil sein.
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Abbildung 22: Vergleich der Biosynthesewege des Benzoxazinoids DIBOA

(Frey et al., 1997), der Aminosäure Tryptophan in Mais und des Indolalkaloids

Gramin in Gerste (Leland et al., 1985). Der DIBOA-Biosyntheseweg ist

hellgrau, der Gramin Biosyntheseweg dunkelgrau unterlegt.

4.3 Die DIBOA-Biosynthese in Hordeum  lechleri

Die Frage nach der Entwicklung der Benzoxazinoid-Biosynthese während der

Phylogenie der Gräser stand bei dieser Arbeit im Vordergrund. Zu diesem

Zweck wurde die Biosynthese von DIBOA in der Wildgerste H. lechleri

untersucht.
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Zu Beginn dieser Arbeit wurde davon ausgegangen, daß die DIBOA-

Biosynthese in H. lechleri tatsächlich auf die gleiche Weise wie in Zea mays

stattfindet. Grund hierfür war die relativ nahe Verwandtschaft zu Roggen, in

dessen Keimlingsstadium ebenfalls die BX-spezifischen Reaktionen

nachgewiesen werden konnten (Glawischnig et al., 1998). Deshalb wurde eine

keimlingsspezifische cDNA-Bank von H. lechleri auf das Vorhandensein von

P450-spezifischen ORFs untersucht, und mit ihrer Hilfe die P450-cDNA-Klone

HlBx2-HlBx5 isoliert, welche zu den jeweiligen Maisgenen Bx2-Bx5 homolog

waren. Abgesehen von einem weiteren Klon, der sich aber als ein HlBx2-

Fragment entpuppte, wurden keine weiteren P450-Klone in der untersuchten

cDNA-Bank identifiziert. Die Länge der ORFs beträgt zwischen 526 und 528

AS und liegt damit im Bereich der durchschnittlichen Größe von P450-

Enzymen. Es lassen sich im Alignment mit den BX-Aminosäuresequenzen alle

für pflanzliche P450-Enzyme typischen Domänen identifizieren (3.3.4).

HlBx2-HlBx5 aus H. lechleri weisen einen hohen Grad an Homologie zu

Bx2-Bx5 aus Mais auf. Doch gerade bei Cytochrom P450 Enzymen kann von

der Homologie nicht auf die Funktion eines Proteins geschlossen werden. So

führt z.B. bei P450 BM3 aus Bacillus megatherium der Austausch einer

einzelnen Aminosäure (Phenylalanin 87 gegen Alanin) zu einer Änderung der

Regiospezifität des Enzyms (Olivier et al., 1997).  Die Aminosäurereste 286

und 289 spielen eine entscheidende Rolle für die Substratspezifität von

humanem CYP2C9 für Diclofenac und Ibuprofen (Klose et al., 1998). Die

Aktivität der P450 Enzyme muß also über Enzymtests verifiziert werden, da

sowohl Reaktions- als auch Substratspezifität schon durch den Austausch

weniger Aminosäurereste variieren können. Da pflanzliche P450 Enzyme nur

als Bestandteil des membrangebundenen Monooxygenasekomplexes aktiv sein

können, ist es nicht möglich, Enzymtests mit aufgereinigtem Protein

durchzuführen. Die Funktionsbestimmung erfolgt deshalb über heterologe

Expression in geeigneten Systemen. Sowohl in E. coli (Barnes et al., 1991 und

Halkier et al., 1995), als auch in Baculo-Virus / Insektenzell System (Kraus

und Kutchan, 1995) wurden P450 Gene erfolgreich heterolog exprimiert. Für
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die heterologe Expression von HlBx2-HlBx5 wurde das in Material und

Methoden beschriebene, von Urban und Pompon entwickelte Hefezellsystem

mit verschiedenen, hefeeigenen und pflanzlichen überexprimierten P450-

Reduktasen benutzt, da dieses auch für die heterologe Expression und

Bestimmung der in-vitro Aktivität von Bx2-Bx5 erfolgreich eingesetzt wurde

(Frey et al., 1997, Grün, 1997).

Die Funktionsbestimmung von HlBx2-HlBx5 durch heterologe

Expression in S. cerevisiae erwies sich als unerwartet schwierig. Lediglich für

HlBX4A konnten sowohl heterologe Expression als auch Funktion des P450

Enzyms ohne Probleme nachgewiesen werden (3.5.3). HlBX4A zeigt sich

dabei wie BX3-BX5 aus Mais (Grün 1997) am aktivsten in WAT11. Die

Expressionsrate von HlBX2 hingegen reichte für eine Detektion im Western-

Blot nicht aus – trotzdem gelang eine Bestimmung der Funktion (3.5.1). Die

Aktiviät von HlBX5 konnte nur durch den Einsatz einer cDNA mit

modifizierten 5´-Ende, HlBx5e, bestimmt werden (3.5.4), wobei auch hier, wie

bei HlBX2, das gebildete Protein über Western Blot nicht nachgewiesen

werden konnte. HlBx3 wurde nur bei Modifikation des 5´-Endes nach Batard et

al., 2000) als HlBx3e exprimiert (3.5.2), wobei das exprimierte Protein jedoch

keine Aktivität zeigte.

Die Schwierigkeiten bei der Funktionsbestimmung über heterologe

Expression lassen sich also auf zwei generelle Problemkomplexe zurückführen:

die geringe Expressionsrate und die Expression inaktiven bzw. sehr schwach

aktiven Proteins.

Der hohe Grad an Homologie zwischen den jeweiligen BX- und HlBX-

Proteinen auf Primärstrukturebene lassen die Verwendung von BX-

spezifischen Antikörpern in den Western Blots als Grund für die

Detektionsschwierigkeiten als unwahrscheinlich gelten. Tatsächlich scheint das

Problem der geringen Expressionsrate bezüglich der CYP71C-Proteine

genereller Natur zu sein. In der Literatur werden viele Fälle beschrieben, in

denen die erfolgreiche heterologe Expression von intakten P450-Genen über

CO-Differenzspektren aufgezeigt werden konnte (z.B. Le Bouquin et al.,
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1999). Im Falle von BX2-BX5 war dieses nur bei BX2 möglich; alle anderen

BX-Proteine konnten aufgrund der geringen Menge nur über  Western Blot

nachgwiesen werden (Grün, 1997). Mögliche Gründe für die geringen

Expressionsraten können die unterschiedliche Codon Usage von Hefen und

Gräsern, sowie der in Gräsern generell höher liegende GC-Gehalt sein (Batard

et al., 2000). Dieses führt zu Schwierigkeiten bei der Translation der mRNA.

Eine Modifikation des 5´-Endes von HlBx3 (3.5.2) und HlBx5 (3.5.4), wie in

obigem Artikel empfohlen, führte dann auch zu einer erhöhten Expressionsrate,

die sich jedoch bezüglich HlBx5 nur an der Aktivität der mikrosomalen

Fraktionen erkennen ließ.

Während im Falle von HlBX2 und HlBX5 die geringe Expressionsrate

als Grund für die geringe Aktivität zu sehen ist, ist die heterologe Expression

von HlBx3e über Western Blot eindeutig nachweisbar. Da die Proteine in den

Western-Gelen unter denaturierenden Bedingungen gefahren werden, sagt das

Vorhandensein einer Bande nichts darüber aus, ob das Protein korrekt gefaltet

ist. Die Stabilität des heterolog exprimierten Proteins scheint jedoch im

Hefesystem für verschiedene  P450-Enzyme stark zu variieren und durch die

Anzuchtbedingungen beeinflußbar zu sein (mündliche Mitteilung, Pompon). So

wird z.B. auf dem Western Blot (3.5.2) deutlich, daß Mikrosomen aus

Hefezellen, die bei niedrigerer Temperatur (20 °C statt 28 °C) induziert

wurden, mehr HlBX3e enthalten. Das Molekulargewicht des nachgewiesenen

Proteins entspricht dabei demjenigen des katalytisch aktiven CYP71C7 aus

Weizen, welches die gleiche Reaktion wie BX3 aus Mais katalysiert (Werck-

Reichardt, unveröffentlichte Ergebnisse).

Generell ist es schwierig zu erklären, warum die heterologe Expression

und Funktionbestimmung der HlBx-cDNAs diese Schwierigkeiten aufwirft,

während das gleiche Expressionssystem bei den homologen Bx-Genen aus

Mais (Frey et al., 1997) und Cyp71c6-Cyp71c8 aus Weizen (Werck-Reichardt

und Grün, unveröffentlichte Ergebnisse) erfolgreich ohne Modifikationen der

5´-Enden der cDNAs eingesetzt werden konnte. Insbesondere ist es schwierig,

eine Erklärung für das Fehlen der Aktivität des heterolog exprimierten HlBx3
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zu finden. Zur Funktionsbestimmung waren beide Enzyme in einander

entsprechenden Mengen eingesetzt worden. HlBX3 ist auf Aminosäureebene

zu 94 % identisch zu CYP71C7 aus Weizen. Der hohe Grad an Identität läßt

Schwierigkeiten bei der heterologen Expression, z.B. im Stadium der

posttranslationalen Modifikationen, als unwahrscheinlich erscheinen. Da aber

schon der Austausch einer Aminosäure bei P450-Enzymen zur Änderung von

Substrat- oder Regiospezifität führen kann (siehe oben), liefert die Homologie

der Proteine keinen eindeutigen Hinweis auf eine Übereinstimmung in der

Funktion. Es stellt sich weiterhin die Frage, ob HlBx3 das zu Bx3 orthologe

Gen darstellt. Da die gescreente, keimlingsspezifische Phagenbank (500.000

cDNA-Klone) mit hoher Wahrscheinlich-keit alle exprimierten Gene

repräsentiert, müßte in diesem Falle das orthologe Gen eine wesentlich

geringere Expressionsrate als die anderen HlBx-Gene aufweisen. Eine weitere

Möglichkeit ist, daß in H. lechleri die Umsetzung von Indolin-2-on nicht durch

ein P450-Enzym katalysiert wird, sondern durch einen anderen Enzymtyp. In

diesem Falle stellte sich dann die Frage nach der Funktion von HlBx3. Da auch

für HlBx2, HlBx4 und HlBx5 der Funktionsnachweis in Hefe äußerst schwierig

war, erscheint es jedoch am wahrscheinlichsten, daß bisher die geeignetsten

Voraussetzungen für die funktionelle Expression von HlBx3 noch nicht

gefunden wurden.

4.4 Klassifizierung der HlBX-Enzyme

Auf Aminosäure-Ebene beträgt der Grad der Identität der HlBX-Sequenzen

untereinander zwischen 47 und 67 %. (3.3.4). Die Identität der HlBX-Enzyme

untereinander ist damit geringer als die Identität der HlBX-Enzyme zu ihren

Homologen aus Zea mays (3.3.4), der zwischen 76 und 81 % liegt. Auf Grund

der hohen Homologie lassen sich nach der 40 % Regel (Nebert u. Nelson,

1991) die HlBx-Gene aus H. lechleri in die CYP71-Familie einordnen. Trotz
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der Regel, daß die Identität der Mitglieder einer Subfamilie auf

Aminosäureebene mindestens 55 % betragen muß (Werck-Reichhardt und

Feiereisen, 2000), wurden die vier Mais P450 Enzyme BX2-BX5 früher als

eine Subfamilie, CYP71C, eingestuft (Kliem, 1994). Da mittlerweile die

CYP83-Familie ebenfalls in die CYP71 Familie aufgenommen wurde, wird

diskutiert, ob CYP71C nicht als eine eigene Familie betrachtet werden sollte

(David Nelson´s Homepage:http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html).

HlBX2-HlBX5 aus H. lechleri würde dann ebenfalls dieser neuen Familie

zugeordnet werden können, wobei sich diese neue Familie in zwei Subfamilien

unterteilen würde: eine bestehend aus BX2 und HlBX2 (80 % Identität

untereinander), die andere bestehend aus BX3-BX5 bzw. HlBX3-HlBX5, deren

Identität zu den beiden erstgenannten nur 45 bis 52 % beträgt (Kliem, 1994 und

Punkt 3.3.4).

4.5 Die Evolution der Benzoxazinoidbiosynthese während der

Phylogenie der Gräser

Die Tatsachen, daß die Identität und Ähnlichkeit der jeweiligen homologen

BX- und HlBX-Proteine zueinander höher sind als der BX- bzw. HlBX-

Proteine untereinander, und sich ihre Funktionen, soweit ermittelt, gleichen,

lassen den Schluß zu, daß die Duplikationsereignisse, welche zu der

Ausbildung der verschiedenen P450-Gene des Benzoxazinoid-Stoffwechsels in

Gräsern führten, schon sehr früh in der Evolution stattgefunden haben müssen,

und der Stoffwechselweg in Gräsern monophyletischen Ursprungs ist.

Mikrosomen aus Roggen (Glawischnig et al., 1998) und aus Weizen (Werck-

Reichardt und Grün, unveröffentlichte Daten) zeigen ebenfalls BX-spezifische

Reaktionen, wobei in Weizen die entsprechenden Gene bereits isoliert sind,

und ebenfalls einen hohen Grad an Homologie zu den Bx-Genen in Mais

aufweisen (Werck-Reichardt, unveröffentlichte Daten). Da diese homologen

Gene in unterschiedlichen Subfamilien gefunden wurden, müssen ihre
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Biosynthesewege schon sehr früh in der Entwicklung der Gräser ausgebildet

worden sein. Lindner (1987) diskutiert die These, daß der letzte gemeinsame

Vorfahre von Reis und Mais vor 66 Millionen Jahren lebte. Da Reis mit den

zur Subfamilie der Pooideae zählenden Getreiden Gerste, Roggen und Weizen

wesentlich näher verwandt ist als mit dem zur Subfamilie Panicoideae

zählenden Mais (Kellogg 1998, und Kellogg, 2001, siehe Abbildung 20 in

Punkt 4.1), wäre es wahrscheinlich, daß der Benzoxazinoid-Biosyntheseweg

schon zu Beginn der Evolution der Gräser vorhanden gewesen sein könnte. In

diesem Falle führte der sekundäre Verlust dieses Biosyntheseweges zur

Entstehung Benzoxazinoid-freier Gattungen, wie z.B. Oryza.

Benzoxazinoide wurden auch in dikotylen Pflanzen gefunden, wie z.B.

innerhalb der Acanthaceae, Ranunculaceae und Scrophulariaceae (Niemeyer,

1988). Da aber noch nichts über die Stoffwechselwege in diesen Pflanzen

bekannt ist, kann nur spekuliert werden, ob diese in dikotylen und monokotylen

Pflanzen gleichen Ursprungs sind.

Bx1 stellt den Verzweigungspunkt zwischen Primärstoffwechsel

(Tryptophan-biosynthese) und DIMBOA-Biosyntheseweg in Zea mays dar

(Frey, et al., 1997, siehe Punkt 1.2). Aus H. lechleri wurde eine zu Bx1

homologe Sequenz, HlBx1, isoliert (Tsai und Frey, unveröffentlichte

Ergebnisse). Das codierte Protein setzt wie BX1 Indolgycerin-3-Phosphat

unabhängig von TSB zu freiem Indol um, und öffnet wahrscheinlich in H.

lechleri den DIBOA-Biosyntheseweg. Bx1 könnte über ein

Genduplikationsereignis aus TSA hervorgegangen sein, so daß die Entwicklung

des DIBOA-Biosyntheseweges in der neuartigen Nutzung eines

Primärstoffwechselgens ihren Anfang nahm (Gierl und Frey 2001). Es

existieren noch weitere Beispiele für die Nutzung eines Gens des

Primärstoffwechsels für Sekundärstoffwechselreaktionen. Zu nennen wären

hier ein Serin-Carboxypeptidase-ähnliches Protein aus A. thaliana, das im

Sekundärstoffwechsel als Acyltransferase fungiert (Lehfeld et al., 2000), und

die Homospermidin-Synthase aus Senecio vernalis, die wahrscheinlich durch

Duplikationsereignisse aus der ubiquitär vorkommenden Deoxyhypusin-
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Synthase hervorgegangen ist (Ober und Hartmann, 1999). Die Homospermidin-

Synthase katalysiert dabei die Bildung der ersten Pyrrolizidin-Biosynthese

spezifischen Substanz. Pyrrolizine spielen ebenfalls ein wichtige Rolle in der

generellen Abwehr. Im Gegensatz zu der Benzoxazinoidbiosynthese in

Gräsern, die monophyletischen Ursprungs zu sein scheint, wird für die

Biosynthese der Pyrrolizidine, die hauptsächlich in vier verschiedenen

Dikotylen-Familien vorkommen, ein polyphyletischer Ursprung diskutiert.

Die Mais-P450-Gene Bx2-Bx5 liegen zusammen mit dem Indolglycerin-

phosphatlyase-Gen Bx1, sowie dem DIBOA / DIMBOA spezifischen Glucosyl-

transferase-Gen Bx8 innerhalb von 6 cM auf dem kurzen Arm von Chromosom

4 und bilden dort ein Gencluster (Gierl und Frey, 2001).

Es ist bislang nicht bekannt, ob die HlBx-Gene in H. lechleri ebenfalls

ein Gencluster bilden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Southern

Blots (siehe 3.6) zeigen, daß die Gene HlBx2-HlBx5 in den Benzoxazinoid-

freien Gerstenlinien H. vulgare tellus, H. vulgare Nade, H. vulgare B87,  H.

spontaneum 150-31, H. spontaneum 160-53, komplett verloren gegangen sein

müssen. Das kann durch ein gekoppeltes Vorliegen dieser Gene erklärt werden,

wobei diese Erklärung jedoch nicht zwingend ist. Auch die Inaktivierung eines

einzigen Gens dieses Biosyntheseweges kann zum Verlust der anderen

beteiligten Gene führen, weil jene in diesem Fall funktionslos geworden sind,

und somit keinem selektiven Druck mehr unterliegen. Bezüglich HlBx1 ist die

Southern-Analyse in diesem Punkt nicht aussagekräftig. Zwar finden sich in

allen untersuchten Gerstenarten zu Bx1 homologe Sequenzen; diese können

aber auch auf das TSA-Gen zurückzuführen sein.
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4.6 Die Beteiligung einer Dioxygenase am DIMBOA-Biosyntheseweg in

Mais

Auch in Mais ist der Benzoxazinoidbiosyntheseweg noch nicht bis zur

Vollständigkeit aufgeklärt. So ist noch nicht bekannt, welche Enzyme an der

Konversion von DIBOA zu DIMBOA beteiligt sind. Es gibt jedoch bereits

erste Hinweise. Maiskeimlinge, die unter Zusatz des Dioxygenasehemmstoffs

Prohexadion angezogen werden, bilden anstelle des gewöhnlich

vorkommenden Benzoxazinoids DIMBOA nur dessen Vorstufe DIBOA – ein

Hinweis, daß die Hydroxylierung der C7-Position nicht eine P450-Enzym

katalysierte, sondern eine Dioxygenase-katalysierte Reaktion darstellt (siehe

3.7). Ein potentielles Kandidatengen, Diox79, kartiert auf dem kurzen Arm von

Chromosom vier,. Es sind momentan Tests in Arbeit, um die vermutete

Funktion dieses Gens in der DIMBOA-Biosynthese zu bestätigen

(unveröffentlichte Ergebnisse).

Dioxygenasen spielen auch in anderen Pflanzen eine wichtige Rolle bei

der Vermittlung von Resistenz gegen Freßfeinde. Ein Beispiel hierfür ist PIOX

(Pathogen Induced Oxygenase) aus Nicotiana attenuata, dessen Transkription

allerdings durch Herbivorenbefall erst  induziert wird (Hermsmeier et al.,

2001).

4.7 Ausblick

Nach wie vor ist die Funktion von HlBx3 nicht erwiesen. Die dringendste Frage

im Kontext dieser Arbeit ist die heterologe Expression des funktionellen

Proteins, bzw. die Klärung der Frage, ob HlBX3 wirklich für die Umsetzung

von Indolin-2-on verantwortlich ist.

Eine grobe Kartierung von HlBx1-HlBx5 im H. lechleri Genom sollte

Aufschluß darüber geben, ob diese ebenfalls als Gencluster vorliegen, um

tiefere Einblicke in die Evolution dieses Biosyntheseweges zu gewinnen. In
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diesem Zusammenhang ist auch die Frage nach der Benzoxazinoid-Biosynthese

in Dikotylen wichtig, um zu klären, ob dieser Stoffwechselweg schon vor der

Entstehung von Mono- und Dikotylen existierte, oder im Pflanzenreich zwei

mal erfunden wurde.

Gramin wird lediglich in zwei Gattungen, Hordeum und Phalaris,

gefunden, die zudem der gleichen Subfamilie, Pooideae, angehören. Es könnte

sich also um einen jüngeren Biosyntheseweg als den der Benzoxazinoide

handeln. Die Biosynthese von Gramin ist immer noch nicht restlos geklärt.

Eine Aufklärung der Evolution dieses Weges könnte Aufschluß über die

Gründe geben, wie und warum neben einem bereits bewährten

Abwehrmechanismus ein weiterer erfunden wurde, der in einigen Arten den

ersteren verdrängt hat.

Die Einführung des DIBOA-Biosyntheseweges in die modernen

Kultivarformen der Gerste und des Reis könnten zu Pflanzen mit einer

erhöhten Resistenz gegen Schädlinge führen, was zu einer Senkung des

Verbrauchs an umweltschädlichen Pflanzenschutzmitteln führen würde.

Hierbei müßte jedoch durch profunde Kenntnisse der Regulationsmechanismen

dieses Stoffwechselweges die zeitliche Koordination der Biosynthese

sichergestellt sein, um Vergiftungserscheinungen beim Konsumenten

auszuschließen. Eine sinnvolle Verwendung DIBOA-produzierender

Sommergersten ist fraglich, da das in den Keimlingen vorhandene

Benzoxazinoid die am Brauprozeß beteiligten Mikroorganismen negativ

beeinflussen könnten. Für die hauptsächlich als Viehfutter eingesetzten

Wintergersten hingegen könnte sich der Einsatz von DIBOA-produzierenden

Sorten als lohnend erweisen.
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Tabelle 11: Zusammenfassung der in dieser Arbeit beantworteten (!)

Fragestellungen  bezüglich Auftreten und Biosynthese der Benzoxazinoide

innerhalb der Gramineen.

Mais

Benzoxazinoid

-haltige

Gerstenarten

Benzoxazinoid

-freie

Gerstenarten

Reis

Benzoxazi-

noide + + - !

Gramin - ! + / - -

Gene*) + ! ! n.d.

Gen-

funktionen*) + ? ! n.d. n.d.

C7-Hydroxy-

lierung ! n.d. n.d. n.d.

*) Gene und Genfunktionen bezüglich der Benzoxazinoid-Biosynthese

n.d. nicht bestimmt, bzw. keine Angaben vorhanden
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Evolution der Benzoxazinoid-Biosynthese in der

Familie der Gräser untersucht.

Durch einen groß angelegten Screen verschiedener Kultivar- Wild- und

Unkraut-Reisarten konnte das Vorkommen von Benzoxazinoiden in der

Gattung Oryza weitgehend ausgeschlossen werden. Ein quantitativer Vergleich

zwischen DIBOA-Gehalt und Gramin-Gehalt Benzoxazinoid-haltiger und -

freier Hordeum-Arten zeigte, daß sie in ähnlichen Mengen in den Keimlingen

verschiedener Arten vorkommen, wobei sie sich gegenseitig ausschließen.

DIBOA und Gramin übernehmen wahrscheinlich ähnliche Funktionen in der

generellen Abwehr.

Aus einer keimlingsspezifischen cDNA-Bank aus der Benzoxazinoid-

haltigen Wildgerste H. lechleri wurden vier Cytochrom P450-Gene, HlBx2 –

HlBx5, isoliert. Die Sequenzanalyse dieser Klone ergab einen hohen Grad von

Homologie zu den an der DIMBOA-Biosynthese beteiligten P450-Genen Bx2 -

Bx5 aus Zea mays. Durch heterologe Expression im Hefesystem konnten die

Funktionen von HlBX2, HlBX4 und HlBX5 verifiziert werden. Diese

entsprechen jenen der jeweiligen BX-Enzyme aus Mais. Diese Ergebnisse

deuten auf einen monophyletischen Ursprung der Benzoxazinoide innerhalb

der Gräser hin, wobei Genduplikationsereignisse eine entscheidende Rolle

gespielt haben müssen. Da Benzoxazinoide in verschiedenen Subfamilien

auftauchen, muß die Entwicklung der Benzoxazinoid-Biosynthese in einem

gemeinsamen Vorläufer erfolgt sein. Das Auftreten Benzoxazinoid-freier

Gräser erklärte sich dann über den sekundären Verlust dieses

Stoffwechselweges. Dieser geht in Benzoxazinoid-freien Arten der Gattung

Hordeum mit dem Verlust aller an der Biosynthese beteiligten P450-Gene

einher. Die Analyse der Genome Benzoxazinoid-haltiger und Benzoxazinoid-

freier Arten dieser Gattung mittels Southern Blots zeigt, daß HlBx2-HlBx5-

homologe Gene in den DIBOA-produzierenden Wildgersten H.

brachyantherum, H. flexuosum, H. lechleri und H. roshevitzii vorkommen,
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während sie in den Benzoxazinoid-freien Arten H. spontaneum (Wildgerste,

zwei untersuchte Linien) sowie H. vulgare (Kultivargerste, zwei untersuchte

Linien) vollständig fehlten.

Inhibierungsversuche an Maiskeimlingen zeigten, daß BX6, ein noch

unidentifiziertes Enzym der DIMBOA-Biosynthese in Zea mays,

verantwortlich für die Hydroxylierungsreaktion an C-7, eine Dioxygenase sein

muß.
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