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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Grundlagen

Mais, Zea mays, ist eine der bedeutendsten Kulturpflanzen der Welt. Die grof3ten
Maisanbaugebiete liegen in seiner urspriinglichen Heimat in Amerika. Uber die
Halfte der Ernte kommt von dort [1]. Aber auch in Deutschland nehmen die
Anbauflachen jahrlich zu. 2014 wurde im Vergleich z7um Vorjahr eine Steigerung
um 3% festgestellt und in den letzten vier Jahren waren stets mehr als 2,5 Mio. ha
mit Mais bepflanzt [2]. Die steigenden Olpreise und das Verlangen der
Weltbevolkerung nach schnell nachwachsenden und billigen Rohstoffen lassen die
ehemalige Futterpflanze auch in Europa in den Focus rutschen. Da sie als C4-

Pflanze aus wenig viel machen kann.

Intensive Zichtungen haben es ermdéglicht, dass der heute meist angebaute
Hybridmais um bis zu 60% gesteigerte Ertrage im Vergleich zu traditionellen Linien
abwirft [3]. Der Weiterentwicklung dieser Kulturpflanze scheinen keine Grenzen
gesetzt, Das 2,3 Mrd. bp umfassende Genom der Maislinie B73 ist vollstandig
entschlusselt. 32000 Gene sind auf zehn Chromosomen angeordnet. 80% des
Genoms besteht aus Transposons, repetetive Sequenzen [3], die durch Stressoren
aktiviert werden kénnen und dann ihre Position im Genom verandern kénnen [4].
Durch diese induzierte Mutationsfreudigkeit ist der Mais sehr anpassungsfahig und
zeigt regional unterschiedlichste Phéanotypische und genotypische Profile zur

Abwehr von Feinden und unginstigen klimatischen Bedingungen [5].

Diese unschatzbare Vielfalt, die anspruchslose Kultivierung und die Tatsache, dass
sowohl ein komplettes Genom als auch ein wirtschaftliches Interesse vorhanden ist,
machen Zea mays zu einem beliebten Modellorganismus in der Biochemie. Ein
spannendes Thema sind die Benzoxazinoide. Sie gehdren zu den
Sekundarmetaboliten und leiten sich von der Hydroxams&ure ab, wie in Abbildung 1
ersichtlich. Ihre Aktivitat ist zuerst in einer Maismutante aufgefallen, die deutlich
weniger DIMBOA-GIc als andere Maislinien produziert. In ihr werden die nétigen
Enzyme fir die Benzoxazinoidbiosynthese nicht exprimiert [6], daher wird sie
benzoxazinless (bx) genannt. Die Enzyme, die mit auf Grund dieser Mutante
entdeckt wurden erhielten die Kennung Bx und wurden dann entlang des
Synthesewegs durchnummeriert. Bx10 wirde also den 10. Zwischenschritt des
Benzoxazinoidwegs katalysieren. Dieser Zwischenschritt ist die Methylierung der

OH-Gruppe am Stickstoff der DIMBOA-GIc. Dazu wird ein Donor der Methylgruppe
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benotigt, diese Aufgabe Ubernimmt S-Adenosilmethionin. Als Produkt entsteht
HDMBOA-GIc, diese Verbindung ist instabiler, als die in Vakuolen gespeicherte
DIMBOA-GIc, aber zu gleich auch toxischer und somit wirksamer bei
Schéadlingsbefall [5].

Rz
R1 R2 R3 Kurzel
Ry 0 O\ H H H DIBOA
Ry H H Glc DIBOA-Glc
CH,0 H H DIMBOA
CH,0 H Gle DIMBOA-Glc
N o CH,0 CH,0 H DIM,BOA-Glc
CH,0 CH,0 Glc DIM,BOA-Glc
OH H H TRIMBOA
OH OH H Gle TRIMBOA-Glc

Abb. 1: Benzoxazinoide Grundstruktur
Hydroxamséaurederivate mit Substituenten an Position 3, 7 und 8

1.2 Zielstellung

Im Genom von B73 wurde eine Reihe von Sequenzen aufgespurt, die aufgrund ihrer
Homologien als Bx10 DIMBOA O-Methyltransferasen in Frage kommen kdnnten.
Fur Bx10a, Bx10b und Bx10d ist diese Funktion bereits nachgewiesen [5]. Ein Ziel
dieser Arbeit soll die heterologe Expression von Bx10e, Bx10f und Bx10g mit

anschlieBender Uberprifung der Aktivitat als DIMBOA O-Methyltransferase.

GRMZM2G099297 - Bx10e 100; GRMZM2G100754

GRMZM2G106172 - Bx10g GRMZM2G097297
) GRMZM2G093092 - Bx10f 72 GRMZM2G023152
A2 GRMZM2G127418 - Bx10d GRMZM2G124799

99 GRMZM2G 102863
GRMZM2G 141026
GRMZM2G 140996
GRMZM2G041866

A | GRMZM2G311036 > Bxi0a
I A A, | GRMzM2G336824 > Bx10b

HMBOA-Glc " DIBOA-Glc I

BX6,7
NP_001105689 (Z/p4
g0 v Glut/Glu2 oot 00088 (0D
ot Dbl /\ P 4o, L MO0 O _OH
(4-;:_'-) <_ [w-e- \ijfl CC( &» GRMZM2G099297
i o GRMZM2G106172
DIM2BOA-Glc |° DIMBOA-Glc DIMBOA & e aniin
i i O-methyltransferase GRMZM2G127418
oon¥ v GRMZM2G023325
e Moo oo oo oo MO0
) J\j\ /: \@ e ﬁ\ 99]r GRMZM2G311036
¥ Ao o "I NN, ») 100" GRMZM2G336824
dom, oy dowy NP_001120719 (Bx7-CI31A)
HDM2BOA-Glc HDMBOA-Glc HDMBOA

GRMZM2G408458
GRMZM2G059465
97 r GRMZM2G104730

100l GRMZM2G 104710
GRMZM2G177424
GRMZM2G091774
GRMZM2G349791

GRMZM2G 147491
84 GRMZM2G085924

100

HM242244 (Aamif)
L HM242248 (Omt8)

0.5

Abb. 2: Bx10 - Einordnung in Syntheseweg und Phylogenetischer Baum
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Es gibt Bemihungen zu erforschen, ob DIMBOA, die aktive Form als Phytohormon
wirksam wird und eventuell nach der Freisetzung regulatorisch in die Genexpression
oder den Phytohormonhaushalt der Pflanze eingreift, wie es von der Jasmonséaure
bekannt ist [7]. Dazu wurde ein Induktionsexperiment durchgefuihrt, in dem B73
Keimlinge, einer Verletzung und zusatzlich Jasmonsaure bzw. DIMBOA ausgesetzt
waren. Mittels LC/MS/MS wurden Phytohormon- und Benzoxazinoidlevel gemessen
und ausgewertet. Um einen moglichen Einfluss auf die Genregulation zu prifen
wurde eine gRT-PCR fir die bekannten Bx10s und die im Klonierungsexperiment

untersuchten Homologen durchgefihrt.
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2.1 Gerate

Geréat Hersteller
Agarosegel-Elektrophorese-System Mupid-One ADVANCE
API 3000 LC/MS/MS-System ABSCIEX
API 5000 LC/MS/MS-System ABSCIEX
Brutschrank B6120 Heraeus
Chromatographiesaule

SUPELCOSIL LC-18-D8-SEMI-PREP Sigma Aldrich
(25 cm x 10 mm;5 pm)

Chromatographiesaule :
XDB-C18 (4,6 x 50 mm; 1,8 um) Agilent
Fraktionssammler SF2110 ADVANTEC
Geldokumentationssystem Gene Genius SYNGENE

Homogenisator Vortex-Genie 2

HPLC Chromatographiesystem 1100 series
HPLC Chromatographiesystem 1200 Infinity
Inkubationsschuttelschrank CERTOMAT BS-1-B
Inkubator Heraeus helvitront

lon Trap MS Esquire 6000

Klimatisierter Inkubator/Schuttler Innova 4230
Laborzentrifuge Avanti J-20 XP

Laborzentrifuge Aventis J25

Mikrowelle

pH-Meter pH 526 Multical

Photometer Septronic 20 Genesys
Prazisionswaage BP 3109

Real-Time PCR-System MX3000P
Rotationsverdampfer R-114/B-480
Spectrophotometer pegLab Nanodrop 2000G
Thermocycler peqStar 2x Gradient
Thermocycler Primus 96 plus

Tischzentrifuge 5415R

Tischzentrifuge Pico Fuge

Tischzentrifuge Spectrofuge mini
Tischzentrifuge5810

Tissue lyser MM300

Trockentemperiersystem vapotherm
Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD 2070 mit
Mikrospitze MS 72

Vakuumpumpe CVC2

Wachstumskammer
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Synthesis A10
Wasserbad

Scientific Industries
HEWLETT PACKARD
Agilent

Braun Biotech
Heraeus

BRUKER

New Brunswick
Beckmann Couller
Beckmann Couller
BOMANN

WTW

Spectronic Instruments
Sarturius
STRATAGENE

Buichi

Thermo Fisher Scientific
Peglab
MWG-BIOTECH
Eppendorf
STRATAGENE
Cabnet

Eppendorf

Retsch

Barkey

Bandelin

Vaccubrand
Convinon
Millipore
GFL

10
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2.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
2-Mercaptoethanol 99% Sigma
Acetonitril VWR
Agar-Agar Roth
Agarose Roth
Ameisensaure 0,5% Roth
Bromphenolblau Roth
Carbenicillin Roth

DTT 99% Merck
EDTA 99% Roth
Eisessig Roth
Ethanol, vergallt 96% Roth
Ethidiumbromid Sigma
Glycerol Roth

HCI Toth
Imidazol Roth
Methanol Merck
NaCl Roth
LB-Medium Invitrogen
SAM NEB
SDS Roth
SOC-Medium Gibco
Stickstoff Linde
Tris Roth
Tween 20 Sigma Aldrich

2.3 Fertigsysteme

Fertigsystem Hersteller

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Berkeley

DyEx 2.0 Spin Kit Qiagen

GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
Konzentratorrohrchen Vivaspin 4 Sartorius

Ni-NTA Spin columns Qiagen

Nucleo Spin Plasmid MACHEREY-Nagel
PageRuler prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific

QIA quick PCR Purification Kit Qiagen
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Roti-Blue Kolloidale Coomassie-Farbung

RNeasy Plant Mini Kit

SDS Gele Mini PROTEAN TGX 15 well

SYBR Green Ill fast

Roth
Qiagen
Bio-Rad
Agilent

2.4 Enzyme
Enzym Klasse Hersteller
Bsa | Restriktionsendonuklease NEB
DNAse | Endonuklease NEB
GoTaq DNA Polymerase Promega
Hind 111 Restriktionsendonuklease NEB
Nco | Restriktionsendonuklease NEB
Phusion DNA Polymerase NEB
Super Script 1l Reverse Transkiptase Invitrogen
T4-Ligase DNA Ligase NEB

2.5 Primer

Primer Sequenz 5 > 3

Primer fir DNA-Amplifikation und Sequenzierung:

Bx!0e-synt_pASK-37.fwd

Bx!0e-synt_pASK-37.rev

Bx!0f-synt_pASK-37.fwd

Bx!0f-synt_pASK-37.rev

Bx!0g-synt_pASK-37.fwd

Bx!0g-synt_pASK-37.rev

Primer fur Kolonie-PCR:

pASK IBA.fwd
pASK IBA.rev

ATGGTAGGTCTCAGCGCATGGC
CTTACTCGGGGAATACTC
ATGGTAGGTCTCATATCAATTCG
GGTACAGTTCGATGATAGA
ATGGTAGGTCTCAGCGCATGG
CCCTGTCAACGCAAGACC
ATGGTAGGTCTCATATCACGGA
TAGACCTCAATCACCGATA
ATGGTAGGTCTCAGCGCATGGC
GTTTACGGAAGAGAGTTC
ATGGTAGGTCTCATATCAGGGATA
GACCTCAATCACAGACA

GAGTTATTTTACCACTCCCT
CGCAGTAGCGGTAAACG

12
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Primer fir gRT-PCR:
BX10aGRMZM2G311036.fwd
BX10aGRMZM2G311036.fwd
BX10bGRMZM2G336824.fwd
BX10bGRMZM2G336824.rev
Bx10d_GRMZM2G127418.fwd
Bx10d_GRMZM2G127418.rev
Bx10e_GRMZM2G099297.fwd
Bx10e_GRMZM2G099297.rev
Bx10f GRMZM2G093092.fwd
Bx10f_GRMZM2G093092.rev
Bx10g_GRMZM2G106172.fwd
Bx10g_GRMZM2G106172.rev

CAGCAGGTGGTGGTGATAAT
AGCGCCAGACTCACAAAGG
CAGCAGGTGGTGGTGATAAT
AGCGCCAGACTCACAAAGG
GAAAGCCGCTTCTTGATGCC
GGAACATATTGCCCGCAACG
TCATGCCGATCGTGCTGAGG
TGTCACCGGCAACGTACTGG
GCCCACCCAAGTAAGCTTCG
AGAGACAGCGATAGGATGGA
CGCAGGCGACATGTTTCAGA
GCTCAGCCCCATTGACCATC

2.6 Klonierungsvektor, Bakterienstamm und Maislinie

System Hersteller
Vektor pASK-IBA37plus IBA
Kompetente E.coli Zellen NEB10f NEB

Maislinie B73

13
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3.1. Klonierung der synthetisierten DNA-Sequenzen in E.coli

Es lagen cDNA-Sequenzen, welche die drei potentiellen O-Methyltransferasen
Bx10e, Bx10f und Bx10g kodieren. Diese wurden zur Synthese und Optimierung fur
das Expressionssystem E.coli gegeben. Ziel war es, die Sequenzen in den
Klonierungsvektor pASK-IBA37plus einzubringen und den kompetenten Stamm
NEB 108 zu transformieren, um eine induzierbare Proteinbiosynthese der

Zielproteine zu ermdglichen.

3.1.1 Amplifikation der cDNA

In einer Polymerasekettenreaktion wurde die erhaltene cDNA exponentiell vermehrt.
Die DNA Polymerase Phusion kam bei der Amplifikation zur Anwendung, da sie sich
durch Schnelligkeit, Genauigkeit und Zuverlassigkeit auszeichnet. Diese
Eigenschaften sind bei der cDNA-Amplifikation von grol3er Bedeutung, da die
erzeugten PCR-Produkte Uberdurchschnittlich lang sind und fiir eine spéatere
Funktionalitat der Proteine das Vermeiden von Mutationen entscheidend ist. Die
erhaltenen Produkte wurden mit dem QIA quick PCR Purification Kit aufgereinigt.
Reinheit und Konzentrationen der drei PCR-Produkte sowie der Leerkontrolle
wurden am Spectrophotometer bestimmt. Die Konzentration der Proben wurde mit
ddH,0 auf 120 ng/ul eingestellit.

Tab. 1: cDNA-PCR-Programm Tab. 2: cDNA-PCR-Ansatz
Initiale Denaturierung 98 °C 30s Komponente Vinul
Denaturierung 98 °C 10s ddH,O 32
35 x | Primer-Hybridisierung 60 °C 10s HF-Puffer 10
Elongation 72 °C 45s Fwd-Primer 2,5
Terminale Elongation 72°C 5min Rev-Primer 2,5
Lagerung 4°C o dNTP-Lsg. 1
Phusion 1
Template-DNA 1
Gesamt 50

14
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3.1.2 Enzymverdau und Ligation von pASK-IBA37plus und den PCR-Produkten

5000 ng des Vektors pASK-IBA37plus (10 pl) wurden in 10 pl FD-Puffer mit 1,5 ul
Bsa | vorverdaut und mit Nucleo Spin Plasmid Saulchen aufgereinigt. AnschlieRend

wurden Vektor und PCR-Produkt gemeinsam mit Bsa | verdaut.

Tab. 3: Verdau-Ansatz Tab. 4: Verdau im Thermocycler
Komponente Vinul Inkubation ‘ 37°C 15h
ddH,O 12 Inaktivierung von Bsa | ‘ 65°C 5 min
FD-Puffer 2
Bsa |
pASK-IBA37plus 1
PCR-Produkt 1
Gesamt 17

Dem Verdau-Ansatz aus Tab. 3 wurden 1 pl T4-Ligase und 1ul ATP-Lsg. (10 mM)

zugesetzt und 30 min bei RT inkubiert.

3.1.3 Transformation der NEB 108 Kultur mit den Klonierungsvektoren

10 pl des inkubierten Ligationsansatzes wurden zu 25 ul NEB 108 gegeben und fur
20 min zur Aufnahme der Plasmide auf Eis inkubiert. Im Wasserbad erfolgte fir 45 s
bei 42 °C ein Hitzeschock, der dafir sorgte, die Durchlassigkeit der
Bakterienmembranen deutlich zu senken. Nach der Zugabe von 100 ul SOC-
Medium verblieben die Kulturen fur 1 h im Inkubationsschittelschrank bei 37 °C.
AnschlieBend erfolgte das Ausplattieren der Kulturen auf LB-Medium, das zur
Unterdrickung nichttransformierten Zellen 60 pg/ml Carbenicillin enthielt. Die

Platten lagerten Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

3.1.4 Selektion der positiven Kolonien mittels Kolonie-PCR

Je 16 ausgewahlte Kolonien fir Bx10f und Bx10g, sowie 14 Kolonien fur Bx10e,
kamen Uber sterile Stdbchen in die 25 pl Kolonie-PCR-Ansétze und spezifische

PCR-Produkte konnten mit Vektorprimern amplifiziert werden.
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Die Auftrennung der erhaltenen DNA-Fragmente erfolgte auf einem 1% (w/v)
Agarose-Gel. Fur 16 min bei 135 V. mit GeneRuler als Massenstandard. Das
erhaltene Gelbild findet sich in Anhang 1.

Tab. 5: Kolonie-PCR-Programm Tab. 6: Kolonie-PCR-Ansatz

Initiale Denaturierung  95°C 10 min | 50 x 25 pl Mastermix
Denaturierung 95 °C 50 s Komponente Vinul
35 x | Primer-Hybridisierung 55 °C 30s ddH,0O 910
Elongation 72 °C 90s GoTag-Puffer 250
Terminale Elongation 72 °C 5 min Fwd-Primer 25
Lagerung 4°C © Rev-Primer 25
dNTP-Lsg. 25
GoTaq 15
Gesamt 1250

+ gepickte Kolonie

3.1.5 Kontrollverdau und Sequenzierung der positiven Kolonien

Jeweils vier positive Kolonien wurden in 4 ml LB-60Carb-Medium bei 37 °C im
Inkubationsschuttelschrank tber Nacht kultiviert. 1 pl jeder Kultur wurde fur den
Sequenzierungsansatz entnommen. Der Rest der Kulturen wurde mit Nucleo Spin
Plasmid Saulchen aufgearbeitet. Die DNA-Konzentration wurde bestimmt und ein
Kontrollverdau mit Hind Il und Nco | fir Bx10e und Bx10f, sowie Pst | fur Bx10g fur
30 min bei 37 °C angesetzt. Die erhaltenen Fragmente sind als Gelbild in Anhang 2

zu finden.

Die Sequenzierung nach Sanger wurde mit einer PCR vorbereitet und das mit
DyeEx 2.0 aufgereinigte Produkt zur Sequenzierung gegeben. Das Ergebnis war

positiv.
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Tab. 7: Plasmid-PCR-Programm Tab. 8: Plasmid-PCR-Ansatz
Initiale Denaturierung 96 °C 5 min Komponente Vin

Denaturierung 96 °C 10s ddH,0O 14

35 x | Primer-Hybridisierung 50 °C 20s BigDye-Puffer 2

Elongation 60 °C 4 min Fwd-Primer 1

Lagerung 4°C o0 Rev-Primer 1

BigDye 2

Flussigkultur 1

Gesamt 21

3.1.6 Lagerung der gentechnisch veranderten Organismen
1 ml der Flussigkultur wurde durch Zugabe von 0,5 ml Glycerol kalteunempfindlich

bei -80 °C eingefroren und somit konserviert.

3.2 Induzierte Expression der Zielproteine

Im Flussigkulturansatz von 100 ml LB-60Carb-Medium vermehrten sich die Zellen
bei 37 °C im Klimatisierter Inkubator/Schiittler bis zu einer OD von 0,8, was am
Photometer Uberwacht werden konnte. Sobald die gewiinschte optische Dichte
erreicht war, wurde mit 2mg/pl Anhydrotetracyclin-Lsg. (10 pl) die Expression
eingeleitet und das System auf 18 °C abgekihlt, um weiteres Wachstum zu

verringern.

3.3 Aufreinigung der Zielproteine

3.3.1 Zellaufschluss

Durch zentrifugieren der Fluissigkultur fir 5 min bei 5000 x g und 4 °C konnte ein
Pellet gebildet werden, das schlie8lich in 4 ml Extraktionspuffer (Anhang 3)
resuspendiert und mit Ultraschall in 4 unterschiedlichen Tiefen fur je 20 s bei einer
Intensitat von 60% zur Lyse der Zellen behandelt wurde. Nach 20 min in der
Zentrifuge bei 16000 x g und 4 °C konnte der Uberstand Uberfihrt und als

Proteinrohextrakt bei -20 °C eingefroren werden.
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3. Methoden

3.3.2 Aufreinigung Uber Ni-NTA-S&aulchen

Die Verwendung der Ni-NTA-Saulchen wird durch die Markierung der Zielproteine
mit einem 6 x His-Tag ermdoglicht, der auf pASK-IBA37plus codiert ist. Die

Aufreinigung erfolgte nach Protokoll, die beiden Elutionsfraktionen wurden vereint.

3.3.3 Umpuffern und Aufkonzentrieren

Der hohe Salzgehalt im Elutionspuffer stort die Aktivitat der aufgereinigten Proteine
in den anschlieBenden Aktivititsassays, so dass diese in Konzentratorrohrchen

umgepuffert und bei der Gelegenheit etwas aufkonzentriert werden.

3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ein Mini PROTEAN TGX 15 well SDS-Gel wurde mit Proteinrohextrakt,
aufgereinigtem Protein und konzentriertem Protein beladen. Zum Beurteilen der
Banden wurde mit PageRuler ein Marker aufgetragen. Das Gel lief 30 min bei 140 V

und wurde mit Roti-Blue nach Anweisung eingefarbt.

3.5 Uberprufung der Zielproteine auf enzymatische Aktivitat

3.5.1 Aufreinigung des Substrats DIMBOA-GIc mittels praparativer HPLC

Ein vom Betreuer Dbereitgestelltes Maisrohextrakt wurde  Uber die
Chromatographiesaule SUPELCOSIL LC-18-D8-SEMI-PREP aufgereinigt, da es
sowohl das Substrat, als auch das erwartete Produkt des Aktivitatsassys enthielt.
Als Ldsungsmittel wurden 0,05% Ameisensaure in ddH,O und Methanol verwendet.
Methanol wurde gegeniber Acetonitril bevorzugt, da es durch ein geringeres
Elutionsvermdgen die Auftrennung der Peaks unterstiitzt. Das System stand unter
einem Druck von 400 bar und bei einer Flussrate von 4 ml/min wurden 100 pl in die
25 °C warme Saule injiziert. In TestlAufen wurde die Auftrennung am lon Trap
Massenspektrometer tUberwacht. Die Falle war auf 60 m/z bis 1000 m/z eingestellt,
wobei die Zielmasse bei 400 m/z lag. Ein UV-Chromatogramm der Wellenlange 270
nm wurde parallel aufgezeichnet. Durch den kombinierten Einsatz der

Detektionsmethoden gelang es den DIMBOA-GIc-Peak aufzuspuren.
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3. Methoden

Durch Variationen am LOsungsmittelgradienten, sowie dem Injektionsvolumen
konnte eine zufriedenstellende Auflosung der Peaks bei vertretbarem zeitlichem
Aufwand erreicht werden.

1 ]
00 \ |
75

50 —_— ®—0,05% Ameisensaure

I } 100%Methanol

25 I
O T T T T T T T lﬁ_ﬁ

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Abb. 3: Losungsmittelgradient der praparativen HPLC
x-Achse: t in min; y-Achse: prozentualer Anteil der Lésungsmittel

Abbildung 3 zeigt den Gradienten der der in der Methode Verwendung fand und die
in Anhang 3 dargestellte Auftrennung der Fraktionen ermdglichte. DIMBOA-GIc war
bei einer Retentionszeit von 10 min bis 10,21 min zu erwarten. Diese Fraktion wurde
gesammelt, im Rotationsverdampfer eingeengt und im Stickstoffstrom getrocknet,
bis die Masse bei 3,19 mg stabil war. In ddH,O gel6ést wurde eine Stammisg. Von

2,5 mg/ml hergestellt, die im Aktivitatsassay eingesetzt werden konnte.

3.5.2 Enzym-Substrat-Reaktion als Aktivitatsessays
Es wurde Uberpriift, ob die expremierten Proteine DIMBOA-GIlc zu HDMBOA-GIc

methylieren. Dazu wurden 30 pl aufkonzentrierte Protein-Lsg mit 10 pl DIMBOA-GIc
0,5 mg/ml, 10 ul DTT 20 mM und 10 pl SAM 4 mM versetzt. DIMBOA-GIc diente als
Substrat und SAM stellte die Methylgruppe. Nach 6 h Inkubationszeit bei 25 °C
folgten das Abstoppen der Reaktion mit 2,5 pl Ameisensdure 99% und
Abzentrifugieren der denaturierten Proteine fir 15 min bei 16000 x g. Der Uberstand

wurde in LC-Vials mit Insert Gberfihrt und bei -20 °C bis zur Vermessung gelagert.

3.5.3 Messung der Substrat/Produkt-Konzentrationen tber LC-MS/MS

Uber Chromatographie konnte das Stoffgemisch des inkubierten Assayansatzes
durch spezifische Wechselwirkungen der Bestandteile mit mobiler und stationérer

Phase aufgetrennt werden.



3. Methoden

Die Proben passierten eine 25 °C warme XDB-C18-Séaule. Elutionsmittel waren
0,05% Ameisensdure und Acetonitrii mit nichtlinearem Gradienten bei einer
Flussrate von 0,8 ml/min und einem Injektionsvolumen von 5 pl. Neben dem selbst
durchgefuhrten Aktivitatsassay wurde auch eine Enzym-Substrat-Reaktion
vermessen, bei der Kaempferol als Substrat diente. Die Gradienten der beiden
Methoden sind in Abbildung 4 dargestellt.

50 \ 9—0,05% Ameisensaure
25 1 } Acetonitril
0 T T T l T T
0 2 4 6 8 10
100
4\’_.

75 % Al

50 A ®—0,05% Ameisensaure
25 \ | Acetonitril

Abb. 4: Lésungsmittelgradienten der HPLC
x-Achse: t in min; y-Achse: prozentualer Anteil der Lésungsmittel
oben: Gradient fir Kaempferol/methyliertes Kaempferol
unten: Gradient fur DIMBOA-GIc/HDMBOA-GIc

Bei der an die HPLC gekoppelten Tandem-MS bewirken in Reihe geschaltene
Quadrupole die Erzeugung von Fragmenten, die spezifisch fir bekannte
Verbindungen sind. Es ist daher moglich, definierte Ubergange zu detektieren und
so Substanzen in der Losung nach zu weisen. Dieser sogenannte MRM-Scan wurde

fur die gesuchten Substrate und Produkte durchgefihrt.

Tab. 9: Ubergénge und Geréteeinstellung der MRM-Messung

Substanz RT[min] Ubergang DP[V] EP[V] CE[V] CXP[V]
DIMBOA-

2,606 418/372 -22 -4 -8 -5
Glc
HDMBOA-
2,966 407/356 -15 -8 -15 -4
Glc
Kae 7,055 287/153 -31 -10 -40 -16

Meth. Kae 5,850 301/258 -31 -10 -40 -16
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3.6 Induktionsexperiment

In diesem Experiment wurden B73 Maispflanzen kultiviert und schlief3lich
Entzindungsmediatoren und DIMBOA ausgesetzt. Dann wurden Phytohormone und
Glucoside extrahiert und vermessen. Aul3erdem wurde eine Genexpressionsanalyse
mit den gewonnenen Proben durchgefihrt, um mogliche Transkriptions-

akkumulationen aufzuzeigen.

3.6.1 Kultivierung der B73-Maiskeimlinge

Einzelsamen wurden 1,5 cm tief in 200 cm?® T6pfe mit Pflanzensubstrat gepflanzt. In
der Wachstumskammer wurden sie 16 h am Tag mit 75% Intensitat bei 24 °C am
Tag und 20 °C in der Nacht beleuchtet. Sie verblieben so fiir 2 wochen und wurden

bei Bedarf von unten gewassert.

3.6.2 Induktion mit Jasmonséaure und DIMBOA

6 Pflanzen verblieben in der Erde und bildeten die Kontrollgruppe Erde. 18 Pflanzen

wurden abgeschnitten und in 10 ml Wasser gestellt mit den folgenden Zusatzen:

- 6 x 200 pul Ethanol als Kontrollgruppe Kontrolle
- 6 x 200 ul 100 mM Jasmonsaure in Ethanol als Gruppe Jasmonsaure
- 6 x200 pl 100 uM DIMBOA in Ethanol als Gruppe DIMBOA

Die Pflanzen wurden 12 h bei gleicher Beleuchtung inkubiert.

3.6.3 Aufbereitung und Lagerung der Pflanzenproben

Die Pflanzen wurden entnommen bzw. abgeschnitten und sofort gewogen, in
Alufolie eingepackt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden

unter flissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemorsert und bei -80 °C gelagert.
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3.6.4 Extraktion der Glukoside

Ein Rohextrakt aus 50 mg Pulver wurde in 1 ml MethOH/ddH,O/Ameisensaure-
Gemisch (50%-49,5%-0,5%) mit 5 Glasperlen im Tissue lyser bei 30 Hz fir 3 min
gewonnen. Bei 14000 x g wurde fir 3 min das Pflanzenmaterial abzentrifugiert und
der Uberstand fiir die Messungen in LC Vials mit Insert tiberfuhrt und bei -20 °C

gelagert.

3.6.5 Extraktion der Phytohormone

50 mg Pflanzenmaterial wurden mit 250 ul Methanol, in dem 7 pl interne Standards
fir Salicylsaure, Jasmonsaure, Jasmonsaureisoleucin und weitere Phytohormone
enthalten waren, mit 5 Glasperlen bei 30 Hz fir 3 min im Tissue lyser extrahiert. Bei
14000 x g fur 3 min bildete sich ein Pellet aus Pflanzenresten und der Uberstand

wurde Uberfuhrt und in Reagenzglasern mit 5 ml Methanol verdinnt.

HR-XC Material diente als Kationen-Austauscher. Es wurde mit 1 ml Methanol
eingestellt und mit 1 ml ddH,O equilibriert. 5 x 1 ml Rohextrakt wurde aufgeladen
und schlieBlich mit 900 pl Acetonitril eluiert und aufgefangen. Nach jedem Schritt
wurde fir 5 min bei 10 x g zentrifugiert. Das Eluat wurde im Stickstoffstrom
getrocknet und fur die Chromotographie in 200 ul MethOH/ddH,O/Ameisenséaure-
Gemisch (50%-49,5%-0,5%) resuspendiert und in LC-Vials mit Insert tGberfihrt.

3.6.6 Messung und Auswertung der Phytohormone Glucoside tiber LC-MS/MS

Die Messungen unterschieden sich nur in der Methode von denen der
Aktivitatsassays, die bereits besprochen sind. Die Ubergange sind das

entscheidende und kénnen Nachgeschlagen werden.

3.6.7 Auswertung der Messergebnisse mit Analyst 1.6 und Excel

Fur die Auswertung wurde mit Analyst 1.6 (Applied Biosystems) eine
Quantifizierungsmethode erstellt, Die an Hand der Retentionszeiten und m/z-Werte
die Peakflachen errechnet und den Flacheninhalt widergibt. Dieser Wert konnte in
Excel (Microsoft) exportiert werden, wo unter Berlcksichtigung der internen
Standards oder Retentionsfaktoren (Rf) Die Formel zur Berechnung der

Konzentration in ng/g(FW) sieht fir interne Standards wie folgt aus:
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[ ng Pf Probe [counts] = c(int.Standard) = kleinste Pf eines int.Standards
c —

g(Fw)Hl — Pf int.Standard

kleinste Pf eines int.Standards *FW

Pf=Peakflache; FW=Frischwaage

3.7 Ermittlung der Transkriptionsakkumulation tber gRT-PCR

Uber gRT-PCR sollte die Ansammlung von RNA der untersuchten Gene und der
bekannten DIMBOA-GIc O-Methyltransferasen in dem induzierten Pflanzenmaterial
untersucht werden. Dazu musste aus der RNA cDNA synthetisiert werden und diese

in einer quantitativen Realtime PCR zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden.

3.7.1 RNA-Extraktion, DNAse-Verdau und cDNA-Synthese

Die RNA der Proben wurden mit dem RNeasy Plant Mini Kit nach Anleitung
extrahiert, am Spectrophotometer wurde die RNA-Konzentration der Proben
ermittelt um die erforderten 0,75 pg einsetzen zu kénnen. Dazu wurde 1 pl DNAse
Puffer und 1 ul DNAse | und mit RNAse-freiem Wasser auf 10 ul aufgefillt. Die
Proben wurden 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlie3end wurde DNAse | mit 1 pl
EDTA fur 10 min bei 65 °C inaktiviert. Fir die cDNA Synthese wurde 1 pul oligo-dt
Primer und 1 pl dNTP-Lsg. zugegeben und 5 min bei 65 °C inkubiert. Anschliel3end
wird mit 1 pl der reversen Transkriptase Super Script I, 4 pl first strand buffer, 1 pl
DTT und 1 pl RNAse out die cDNA-Synthese im Thermocycler ermdglicht.

Tab. 10: cDNA-Synthese

Inkubation
25°C 5 min
50 °C 1lh
70°C | 15 min

4°C o0
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3.7.2 gRT-PCR

Die Realtime PCR wurde mit dem SYBR Green Il fast Fertigsystem durchgefihrt.
Die Polymerasekettenreaktion und Fluoreszenzmessung erfolgte im Real-Time
PCR-System MX3000P.

3.8 Statistischer Test zur Bewertung der Ergebnisse — one way ANOVA

Da mehrere, voneinander unabhéngige Datenreihen gegeneinander verglichen
werden sollten, bot sich die one way ANOVA an. Das Programm der Wahl war
SigmaPlot 11.0 (Systat Software). Der angebotene Test untersuchte die Messreihen
zuerst auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk und teste auf Gleichheit der
Varianzen. Daraufhin wurde ein paarweiser Vergleich der Proben durchgefihrt und

dem Nutzer prasentiert.
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4. Ergebnisse und Auswertung

4.1 Bx10e, Bx10f und Bx10g als Bande im SDS-Gel

i ir
te@sr

’

-

Abb. 5: SDS-Page der Zielproteine
Von links nach rechts: Marker; Rohextrakt leerer Vektor; Rohextrakt Bx10e; Rohextrak
Bx10f; Rohextrakt Bx10g; Marker; Aufgereinigt leerer Vektor; aufgereinigt Bx10e;
Aufgereinigt Bx10f; Aufgereinigt Bx10g; Marker; Aufkonzentriert leerer Vektor;
Aufkonzentriert Bx10e; Aufkonzentriert Bx10f; Aufkonzentriert Bx10g

Das Gel zeigt sehr schon, dass der Versuch die synthetisierten cDNA-Sequenzen

der potentiellen DIMBOA O-Methyltransferasen Uber den Klonierungsvektor pASK-

IBA37plus in den Bakterienstamm NEB 103 ein zu bringen. Diese wurden dann

durch Anhydrotetracyclin expremiert und Proteine wurden synthetisiert.

4.2 Negatives Aktivitdtsassay DIMBOA-GIc/HDMBOA-GIc

Die Auswertung des Aktivitdtsassays zeigt nicht das gewlnschte Bild. Wie in der

nachsten Abbildung zu erkennen ist wurde DIMBOA-GIc lediglich von der
Positivkontrolle Bx10d zu HDMBOA-GIc umgesetzt. Die potentiellen DIMBOA O-
Methyltransferasen Bx10e Bx10f und Bx10g zeigten wie der leere Vektor keinerlei

Aktivitat.
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100 QIMBOA-Glc 100
75 75
50 50
25 25
Il |
0,0 1,0 20 3.0 4,0 5,0 0,0 1,0 20 30 4,0 50

Leerer Vektor - kein HDMBOA-GIc gebildet > keine Aktivitat

100 DIMBOA-GIlc 100
75 75
50 50
DMBOA-Glc
25 25
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 0,0 1,0 20 30 4,0 5,0

Bx10d (Positiv-Kontrolle) > HDMBOA-GIc gebildet - Aktivitéat

100 DIMBOA-Glc 10Q
75 75
50 50
25 25
L
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 0,0 1,0 20 30 4,0 50

Bx10e, Bx10f und Bx10g > kein HDMBOA-GIc g ebildet > keine Aktivitat
Abb. 6: Aktivitatsassay DIMBOA-GIc/HDMBOA-Glc

DIMBO-GIc bei der erwarteten Retentionszeit von 2,6 min; HDMBOA-GIc nur bei der Positiv-
Kontrolle zur erwarteten Retentionszeit von 3 min
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4.3 Positives Aktivitatsassay Kaempferol/methyliertes Kaempferol

100

75

50

25

Kaempferol 100

75

50

25

0,00

100

75

50

25

1T 5050 40 50 60 7080 66160 000 T80 3030 40 E0 8070 80 85160

Leerer Vektor > kein Kaempferol methyliert > keine Aktivitét

Kaempferol 100
75
50
25
»

0,00

100

75

50

25

1,0 2,0 30 40 50 6,0 7,0 80 90 100 000 10 2,0 30 40 50 6,0 7,0 80 9,0 10,0

Bx10d > kein Kaempferol methyliert > keine Aktivitat

Kaempferol 100

75

50

25

-

0,00

1,0 2,0 30 40 506,0 70 80 90100 000 10 20 3,0 40 50 6,0 7,0 80 9,0 10,0

Bx10e - kaum Kaempferol methyliert = fast keine Aktivitat
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100 100 Methyliertes Kaempferol
75 75
50 50
25 25
Kaempferol

0,00 10 20 30 40 50 6,0 7,080 90100 000 10 20 30 4,0 5060 7,080 90 10,0

Bx10f > Kaempferol komplett methyliert - sehr hohe Aktivitat

100 100
Methyliertes Kaempferol
75 75
Kaempferol
50 50
25 25

0,00 1,0 2,0 3,0 40 50 6,0 7,0 80 90 10,0 000 1,020 3,040 50 6,0 7,0 80 9,0 10,0

Bx10g > Kaempferol methyliert > Aktivitat

Abb. 7: Aktivitatsassay Kaempferol/Methyliertes Kaempferol

Kaempferol bei der erwarteten Retentionszeit von 7 min; Methyliertes Kaempferol bei Bx10f
und Bx10g; mit Retentionszeit zwischen 6 min 6,5 min etwas nach der erwarteten

Retentionszeit von 5,85

Kaempferol wurde als Substrat von Bx10f und Bx10g angenommen. Bx10f hat das
Substrat beinahe vollstandig zu einer methylierten Form umgesetzt. Bx10e
hingegen zeigte eine so schwache Aktivitat, dass eine substratspezifische Reaktion
in diesem Fall unwahrscheinlich erscheint. Wichtig ist auch, dass in Anwesenheit
von Bx10d Kaempferol nicht umgesetzt wurde, da dies die Bildung eines

spezifischen Enzym-substrat-Komplexes bei Bx10f und Bx10g aufzeigt.
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4 .4 Induzierbarkeit des Glucosidstoffwechsels bei B73

DIBOA-GIc mg/g(FW) DIMBOA-GIc mg/g(FW)
0,15 3 1,50
da
0,10 I 3 a 1,00 a - c -
I
0,05 +— T — | 0,50 T 1 -
I 1
0,00 T T T 1 0,00 T T T 1
Erde Kontrolle JA DIMBOA Erde Kontrolle JA DIMBOA
HDMBOA-GIc mg/g(FW) DIM,BOA-Glc mg/g(FW)
0,30 b 0,04 b
. b b b I
0,20
. a 1 0,02 - 1 -
F I a
0,10 i :
0,00 = . . . | 0,00
Erde Kontrolle JA DIMBOA Erde Kontrolle JA DIMBOA

Abb. 8: Balkendiagramm der festgestellten Glucosid-Konzentrationen in mg/g(FW)

Die graphische Darstellung der Glucosidkonzentration in mg/g(FW) zeigt eine
Induzierbarkeit der HDMBOA-GIc-Bildung durch Jasmonsaure, wie auch durch
DIMBOA, was nicht verwundert, da Jasmonsdure als Vorstufe von
Jasmonsaureisoleucin Einfluss auf die Abwehrmechanismen der Maispflanzen
nimmt. Die Konzentration der anderen aufgefiihrten Glucoside wird von der
Behandlung mit Jasmonsaure und DIMBOA nicht merklich beeinflusst. Dies kénnte
seine Ursache darin haben, dass DIBOA-GIc als Vorstufe rasch umgesetzt wird und
auch DIMBOA-GlIc, wenn es vermehrt gebildet wurde doch schon als HDMBOA-Glc

vorliegt.
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4.5 Autoinduktion von Phytohormonen durch Jasmonsaure bzw. DIMBOA

Jasmonsaure ng/g(FW) Salicylsaure ng/g(FW)
60 3 3 300 ] 3
40 1 < — 200 - I b b
20 - 100 +— x =
0 T T 1 0 T T T 1
Erde Kontrolle DIMBOA Erde Kontrolle JA DIMBOA
JA-lle ng/g(FW) OPDA ng/g(FW)
a
40 = 300 I =
I 200
20 b b 1 b
b 100 +— = I —
a - T
O = T T T 1 0 T T T 1
Erde Kontrolle JA DIMBOA Erde Kontrolle JA DIMBOA

Abb. 9: Balkendiagramm der Phytohormon-Konzentrationen in mg/g(FW)

Eine Autoinduktion durch DIMBOA konnte nur bei der Jasmonsaurekonzentration
festgestellt werden. Salicylsdure-Konzentrationen und auch OPDA-Konzentrationen
sind unter Einfluss von DIMBOA eher zuriickgegangen. Bei der Betrachtung von
Jasmonsaureisoleucin fallt auf, dass die Konzentration bei Anwesenheit von

Jasmonsaure stark zunimmt, was nicht verwundert, da das Isoleucin die aktivierte

Form der Jasmonséaure ist.
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4.6 Transkriptakkumulationen in induziertem Pflanzenmaterial

ct Bx10a ct Bx10b
a
4 ]: 40 a
2 20 b ab I
b T
I = 1
0 0
Kontrolle DIMBOA JA Kontrolle DIMBOA JA
ct Bx10d ct Bx10e
400 a 0,03 a
I 0,02 2 |
200 I | a
0,01 —— =
b b
0 0
Kontrolle DIMBOA JA Kontrolle DIMBOA JA
ct Bx10f ct Bx10g
60 0,01 a
a a
40
f 0,005 T {
20 | a
b b
O = = O =
Kontrolle DIMBOA JA Kontrolle DIMBOA JA

Die Balkendiagramme zeigen deutlich, dass DIMBOA nicht in der Lage ist, in die
Genregulation einzugreifen. Keines der aufgeflihrten Gene wird in seiner Gegenwart
deutlich starker ausgelesen. Bx10e kénnte moglicherweise von DIMBOA beeinflusst
werden, jedoch ist der Fehler der Messwerte zu grol3, um eine sichere Aussage zu
treffen. Im Gegensatz dazu, scheint Jasmonséure einen Einfluss auf alle bekannten
DIMBOA O-Methyltransferasen zu haben, In den Zellen findet sich jeweils unter
Einfluss von Jasmonsaure deutlich mehr O-Methyltransferase kodierende RNA.

Auch Bx10f, das sehr starke Aktivitdt bei der Methylierung von Kaempferol zeigte,

potentiellen DIMBOA O-Methyltransferasen

wird deutlich haufiger in Anwesenheit von Jasmonséure abgelesen.

Abb. 10: Balkendiagramm der Transkriptakkumulation fir die bekannten und
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5 Einbettung ins System

5 Einbettung ins System

GRMZM2G099297 (Bx10e), GRMZM2G093092 (Bx10f) und GRMZM2G106172
(Bx10g) konnten in E.coli exprimiert werden. Sie zeigten jedoch keine Aktivitat als
DIMBOA O-Methyltransferase, sodass sie wohl nicht langer als Bx10s bezeichnet
werden sollten. Jedoch konnte fir Bx10f und Bx10g eine Aktivitdt als O-
Methyltransferase am Kaempferol nachgewiesen werden. Damit wurde deutlich,
dass die im B73 Genom gefundenen Sequenzen in diesen beiden Féallen mit
Sicherheit Enzyme kodieren und mdéglicherweise eine evolutionare Briicke zwischen
den Flavonoiden und den Benzoxazinoide schlagen konnten. Das methylierte
Kaempferol ist noch nicht charakterisiert, sodass in dieser Hinsicht auch wieder eine
neue Tir gedffnet wurde und ein neues Forschungsgebiet erschlossen werden
kann.

Im Induktionsexperiment wurde gezeigt, dass DIMBOA bei den hier geschaffenen
Bedingungen weder einen nennenswerten Einfluss auf den Phytohormonspiegel

und Benzoxazinoidspiegel noch die Genexpression der Bx10s hat.
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