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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche l16slichen, phenolischen
Sekundédrmetabolite unter einem akuten Ozonstress verstirkt oder neu in der ozonsensitiven
Tabakvarietdt Nicotiana tabacum L. cv Bel W3 gebildet werden. Allgemein wurde fiir
phenolische Substanzen bisher sowohl eine Rolle in der durch einen akuten Ozonstress
hervorgerufenen antioxidativen Abwehr als auch in der ozoninduzierten Pathogenabwehr
diskutiert. Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrte detaillierte Analyse der induzierten
Metabolite, sollte eine klarere Definition der mdglichen Funktion von 16slichen, induzierten

phenolischen Sekunddrmetaboliten in der Antwort auf einen Ozonstress erzielt werden.

Fiir die Ermittlung der ozoninduzierten Metabolite wurden zunichst eine Probenvorbereitung
und eine LC-ESI-MS-Methode mit der Ionenfalle im Full Scan fiir typische Vertreter der
phenolischen Substanzen entwickelt. Nach Messungen mit der LC-ESI-MS-Methode wurden,
mit Unterstiitzung des Algorithmus CODA der Software ACD/MS Manager (ACD/Labs,
Toronto, Canada), durch vergleichende Analyse der Chromatogramme von ozonbehandelten

Proben und den entsprechenden Kontrollproben 25 ozoninduzierte Substanzen ermittelt.

Mit Fragmentierungsreaktionen in der lonenfalle wurden anschliefend 14 ozoninduzierte
phenolische Substanzen anhand ihrer Fragmentspektren strukturell aufgekldrt. Eine
Absicherung der Strukturaufkldrung erfolgte unter anderem durch die Ermittlung der
Summenformeln der jeweiligen Sekundidrmetabolite anhand der durch FTICR-MS-

Messungen ermittelten akkuraten Massen.

Bei zwei der strukturell aufgekliarten Substanzen handelt es sich um Salicylsdure (SA) und
Salicylsdure-B-D-glucopyranosid (SA-G), deren Induktion unter einem akuten Ozonstress
damit bestdtigt wurde. Die weiteren strukturell aufgekldrten Metabolite wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmals unter einem akuten Ozonstress als induziert beschrieben. Bei
diesen  Substanzen handelt es sich um  E-/Z-5-Feruloylchinasdure (FQA),
E-/Z-4-p-Coumaroylchinasdure (CoQA), E-/Z-5-p-CoQA, E-/Z-3-p-Comaroylshikimisdure

(CoShiA) sowie vier Isomere des Feruloyltyramins (FT).



Zusammenfassung

Fiir die Durchfiihrung einer relativen Quantifizierung der ozoninduzierten Metabolite wurde
eine Multiple Reaction Monitoring- (MRM-) Methode mit einem Triple Quadrupol
entwickelt. Mit dieser MRM-Methode wurden zunidchst die =zeitlichen Verldufe der
ozoninduzierten Metabolite 10 h sowie 30 h nach Beginn der Ozonexposition ermittelt. Dabei
wurde als einzige Substanz mit einem transienten Verhalten die SA bestimmt, so dass
vermutlich keine weiteren phenolischen Substanzen unter einem akuten Ozonstress eine Rolle
als Signalsubstanz spielen. Alle anderen ozoninduzierten Metabolite zeigten eine
Akkumulation im zeitlichen Verlauf, weswegen diese Substanzen wahrscheinlicher eine Rolle

in der Pflanzenabwehr spielen kdnnten.

Um Hinweise zu erhalten, welcher Pflanzenabwehr die ozoninduzierten Metabolite
vermutlich zugeordnet werden konnen, wurden Blétter von N. tabacum L. cv Bel W3 mit
einer anderen Art eines oxidativen Stresses durch eine Behandlung mit Paraquat® (PQ) in
Konzentrationen von 10 und 100 pM 1" behandelt. Des Weiteren wurde in Blittern von
N. tabacum L. cv Bel W3 ein Pathogenstress durch eine Infektion mit dem avirulenten
Bakterium Pseudomonas syringae pv syringae (Pss) hervorgerufen. Durch eine relative
Quantifizierung der ozoninduzierten Metabolite der mit PQ und PSS behandelten Blitter
sowie der entsprechenden Kontrollen mit der entwickelten MRM-Methode wurde gezeigt,
dass alle 25 ozoninduzierten Metabolite auch unter dem Pathogenstress mit PSS induziert
werden. Unter einem oxidativen Stress, wie er unter der Behandlung mit PQ in einer
Konzentration von 10 pM I"" auftritt, wurde dagegen nur einer der ozoninduzierten Metabolite
induziert, so dass alle anderen ozoninduzierten Metabolite vermutlich iiberwiegend der
Pathogenabwehr zugeordnet werden konnen. So konnten z. B. die strukturell aufgeklirten
FT-Isomere durch eine Vernetzung mit Lignin zu einer Verstdrkung der Zellwand beitragen.
Des Weiteren konnten sie zugleich auch antimikrobiell wirksam sein. Die p-CoShiA- und
p-CoQA-Isomere sind wichtige Zwischenprodukte der Phenylpropanoidbiosynthese und
spielen auch eine wichtige Rolle in der Synthese der Ligninmonomerbausteine. Diese
l6slichen, phenolischen Sekunddrmetabolite konnten somit in der ozoninduzierten
Pathogenabwehr zu einer Verstirkung der Zellwédnde fithren. Insgesamt weisen die
Ergebnisse auf eine Umprogrammierung im Ligninstoffwechsel, sowohl in Folge der
Reaktion auf einen akuten Ozonstress als auch in Folge der Reaktion auf einen

Pathogenbefall, hin.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Eigenschaften und Vorkommen von Ozon

Ozon ist ein blduliches Gas mit einem charakteristischen, siiBlichen Geruch, dessen Name
sich von dem griechischen Wort ozein (riechen) ableitet. Aufgrund des hohen
Redoxpotentials mit + 2,07 eV ist Ozon eines der stirksten bekannten Oxidationsmittel
(Iriti & Faoro 2008). Bei einer Aufnahme von Ozon durch einen Organismus weist das Gas in
Abhingigkeit von der Dosis eine hohe Toxizitit auf, da es zu einem oxidativen Stress auf
zelluldrer Ebene durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fithren kann
(Rao et al. 2000a). Fiir Ozon werden die Einheiten nl 1" und pg m™ verwendet, wobei bei

20 °C und 1013 mbar 1 nl I'" ungefihr 2 ug m™ entspricht (Elstner 1984).

In der Atmosphére kommt das Ozon sowohl in der Stratosphére als auch in der Troposphére
vor. In der Stratosphére absorbiert die Ozonschicht schidliche UV-B- und UV-C-Strahlung
und schiitzt somit die Organismen. In der Troposphére dagegen fungiert Ozon als oxidativ
wirksamer Bestandteil des Sommersmogs. Das Ozon ist in der Troposphire ein sekundirer
Luftschadstoff, der nicht direkt emittiert wird, sondern erst durch photochemische Reaktionen
in der Atmosphire gebildet wird. Das Ozon entsteht dabei durch komplexe photochemische
Reaktionen der priméren, anthropogenen Luftschadstoffe unter Einwirkung von Sonnenlicht.
Bei den priméren, anthropogenen Luftschadstoffen handelt es sich um Stickstoffoxide (NOy),
Kohlenmonooxid und fliichtige organische Verbindungen (Kley et al. 1999; Iriti & Faoro
2008). Ozon sammelt sich somit insbesondere an sonnigen Tagen in der Troposphére in
Bereichen mit hohen Gehalten an primdren Luftschadstoffen an. Unter entsprechenden
Wetterbedingungen kann das Ozon in Bereiche mit geringerer Luftverschmutzung, wie
beispielsweise in ldndliche Gebiete, verlagert werden und dort Schiden an Wild- und
Kulturpflanzen hervorrufen (Iriti & Faoro 2008). In diesen ldndlichen Gebieten sowie in
Vorstddten liegt das Ozon dann hiufig in hoheren Konzentrationen und {iber einen ldngeren
Zeitraum vor als in GroBstiddten. In den ldndlichen Gebieten und Vorstiddten wird das Ozon
viel schlechter abgebaut, da fiir den Ozonabbau Stickstoffmonoxid erforderlich ist, das in den
Stadten aufgrund der stdrkeren anthropogenen Belastung in wesentlich hdheren
Konzentrationen vorliegt (Klumpp et al. 2006). In der 33. Bundes-Immissionsschutz-

Verordnung vom 13.7.2004 wurde fiir Ozon zum Schutz der menschlichen Gesundheit ein



1 Einleitung

Informationsschwellenwert von 180 pg m™ (90 nl 1) und ein Alarmschwellenwert von
240 pg m> (120 nl I'") als 1-Stunden-Mittelwerte festgelegt. Im Jahr 2007 wurden der
Informationsschwellenwert an 13 und der Alarmschwellenwert an einem Tag tiberschritten
(Umweltbundesamt 2007). Dies deutet darauf hin, dass die in den letzten Jahren getroffenen
MaBnahmen zu einer erfolgreichen Verringerung des Gehalts an bodennahem Ozon in
Deutschland gefiihrt haben. Sowohl in Europa als auch in Nordamerika wurde eine Abnahme
der Ozongehalte festgestellt, jedoch kommt es in anderen Regionen der Welt, insbesondere in
Asien, zu einer schnellen Zunahme der Ozonkonzentrationen in der Troposphére (Ashmore
2005). Da bei Pflanzen bereits geringere bodennahe Ozonkonzentrationen zu Schiden fiihren
konnen als beim Menschen, wurden Zielwerte zum Schutz der Vegetation sowie der Wilder
festgelegt. Bei den Zielwerten handelt es sich um kumulative Dosen, bei der die Summe aller
1-Stundenmittelwerte, die oberhalb einer Konzentration von 40 nl I {iber einen Zeitraum von
Mai bis Juli (Vegetation) bzw. von April bis September (Wilder) berechnet werden
(AOT 40 = accumulated dose over a threshold of 40 nl I'"). Zum Schutz der Vegetation wurde
ein AOT 40 von 18000 pg m™ (9000 nl I'") und zum Schutz der Wilder ein AOT 40 von
20000 pg m™ (10000 nl I'") festgelegt. Im Jahr 2007 wurde der Zielwert zum Schutz der
Vegetation an 16 % und der Zielwert zum Schutz der Wélder an 57 % der Stationen
tiberschritten (Umweltbundesamt 2007). Diese Werte machen deutlich, dass die Abnahme der

Ozongehalte in Deutschland noch nicht weit genug fortgeschritten ist.

1.2 Wirkung von Ozon auf Pflanzen

1951 wurden erstmals punktférmige Flecken auf den Bléittern von Tabakpflanzen im
Connecticut Valley, USA festgestellt. Die Tabakblitter waren fiir die Herstellung der
Deckblitter von Zigarren vorgesehen, so dass sie fiir diesen Zweck unbrauchbar wurden. Das
Auftreten dieser punktformigen Flecken fiithrte auch noch in den darauf folgenden Jahren zu
groBBen ErnteeinbuBlen. Als Verursacher fiir die so genannten ,,Wetterflecken* wurden 1959
erhohte Ozonkonzentrationen ermittelt. In den Untersuchungen wurde festgestellt, dass es
sich bei der Ausbildung der ,,Wetterflecken® um ein erbliches Merkmal handelt und somit
bestimmte Arten und Varietiten betroffen waren. Fiir die Zucht von ozontoleranten Pflanzen
wurden  Ziichtungsstudien  durchgefiihrt. Durch einen  Vergleich  verschiedener
Standardvarietiten wurden Pflanzen der Varietit W3 ausgewihlt, die eine besonders starke

Auspragung der ,,Wetterflecken* zeigten und damit eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber
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Ozon aufwiesen. Des Weiteren wurden fiir die Zucht ozontoleranter Pflanzen aus der
Varietit B Pflanzen mit einer hohen Ozontoleranz ausgewihlt. Aus den
Nachkommenschaften dieser Pflanzen wurden jeweils die Varietdten Nicotiana tabacum L. cv
Bel W3 (ozonempfindlich) und N. tabacum L. cv Bel B (ozontolerant) entwickelt. Das Bel im
Namen der Varietdten leitet sich von dem Ort der Studien, Beltsville, ab (Heggestad 1991).
Nicotiana tabacum L. cv Bel W3 entwickelt bereits bei niedrigen Ozonbelastungen
(> 60 nl I'") schwache, jedoch charakteristische Ozonschidigungen in Form von
punktformigen Nekrosen (Klumpp et al. 2004). Aufgrund der hohen Ozonempfindlichkeit
wird diese Pflanze auch als biologischer Indikator fiir erhohte Ozongehalte in der
Troposphire, die zu einem phytotoxischen Effekt fithren, eingesetzt. Eine Anwendung von
N. tabacum L. cv Bel W3 als Bioindikator findet sowohl in Europa (Klumpp et al. 2006;
Laffray et al. 2007; Calatayud et al. 2007) und Nordamerika (Heggestad 1991) als auch in
Stidamerika (Sant' Anna et al. 2008) statt. Bei der Phytotoxizitdt von Ozon wird zwischen
chronischen und akuten Ozonexpositionen unterschieden, die zu unterschiedlichen
Auswirkungen bei den Pflanzen fithren (Schraudner et al. 1997). Durch Bioindikatoren
werden chronische und akute Auswirkungen eines Ozonstresses sichtbar (Klumpp et al.
2004). Ein chronischer Ozonstress wird hervorgerufen, wenn die Pflanzen iiber einen
langeren Zeitraum einer schwach erhohten Ozonkonzentration ausgesetzt sind.
Ozonempfindliche Pflanzen reagieren darauf mit einer Reduktion der Photosyntheserate,
welche wiederum zu einer Verminderung des Wachstums fiihrt. Eine weitere hdufige Folge
einer chronischen Ozonexposition ist eine frithzeitige Blattseneszenz. Diese Auswirkungen
fiihren direkt zu verminderten Ernteertrigen und koénnen indirekt, durch eine verringerte
Toleranz gegeniiber Pathogenen und anderen moglichen 6kologischen Verdnderungen, zu
weiteren Ernteeinbuflen fithren (Schraudner et al. 1997; Heath & Taylor 1997; Kangasjérvi et
al. 2005). Bei einem akuten Ozonstress sind die Pflanzen iiber einen kurzen Zeitraum einer
hohen Ozonkonzentration ausgesetzt, wie sie auch in der Natur bei sehr starker
Ozonbelastung auftreten kann. In der vorliegenden Arbeit wurde beispielsweise die
ozonsensitive Tabakvarietit L. cv Bel W3 mit einer Ozonkonzentration von 170 nl I"' 5 h lang
exponiert. Im Gegensatz zu den schleichenden Auswirkungen des chronischen Ozonstresses
fiihrt ein akuter Ozonstress zu schnell sichtbaren Symptomen in Form von punktférmigen
Nekrosen auf den Bléttern der exponierten Pflanzen. Die Auswirkungen eines akuten

Ozonstresses werden im Folgenden ndher erldutert.
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1.3 Auswirkungen eines akuten Ozonstresses

Das Ozon gelangt iiber die gedffneten Stomata in den Apoplasten des Blattes. Ein Eintreten
des Ozons iiber die Kutikula ist dagegen vernachléssigbar, da die Kutikula fiir Ozon eine
aulerordentlich geringe Permeabilitit aufweist (Kerstiens & Lendzian 1989). Im Apoplasten
des Blattes wird das Ozon schnell zu reaktiven Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid
(H,0,), Superoxidanionen (O,”), Hydroxylradikalen (OH) und Perhydroxylradikalen (OOH)
(Grimes et al. 1983) abgebaut. Entsprechend ist die Ozonkonzentration innerhalb des Blattes
wihrend der Ozonexposition bereits fast null (Laisk et al. 1989). Ublicherweise treten keine
erheblichen Schidden durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Apoplasten
der Pflanze auf, da der Pegel an ROS durch die im Apoplasten enthaltenen Antioxidantien
unter einem kritischen Grenzwert gehalten wird. Wenn jedoch unter einem akuten Ozonstress
aufgrund des starken Zustroms an Ozon und dem damit verbundenen erhdhten ROS-Spiegel
die Kapazitit der Antioxidantien {iberschritten wird, kann es zu einer Stérung des zelluldren
Redoxgleichgewichts kommen, wodurch ein oxidativer Stress in der Pflanze ausgelost wird
(Kangasjarvi et al. 2005; Jaspers et al. 2005). Der oxidative Stress kann, insbesondere durch
die hochreaktiven OH', zu einer Schadigung der Membranlipide durch Lipidperoxidation
sowie zu einer Schiddigung der Nukleinsduren, Proteine und der Chlorophylle fiihren
(Iritt & Faoro 2008). Des Weiteren werden durch das eindringende Ozon und den damit
einhergehenden erhohten ROS-Spiegel in ozonsensitiven Pflanzen vermutlich Signalkaskaden
induziert, wie sie normalerweise bei der Wahrnehmung eines avirulenten Pathogens von der
Pflanze als Pathogenabwehr hervorgerufen werden. Ein avirulentes Pathogen in einer
inkompatiblen Interaktion infiziert zwar die Pflanze, jedoch wird das Pathogen vor der
Auspragung von Symptomen durch Pathogenabwehrreaktionen im Wachstum gehemmt oder
abgetotet. Typische Pathogenabwehrreaktionen sind dabei z. B. die Bildung von
Pathogenabwehr assoziierten (PR) Proteinen und die Ausbildung einer hypersensitiven
Reaktion (HR). Solche Reaktionen werden auch unter einem akuten Ozonstress bei
ozonempfindlichen Pflanzen ausgelost (Kangasjarvi et al. 2005; Jaspers et al. 2005). Die
ozonbedingte HR wird unter anderem mit der Ausbildung eines oxidativen Bursts mit einem
biphasischen Verlauf im Apoplasten assoziiert. Der oxidative Burst fiithrt zu einer
Akkumulation von ROS im Apoplasten, bei denen es sich in Nicotiana um H,O; handelt,
wohingegen z. B. in Arabidopsis (Ackerschmalwand) eine Akkumulation von O,  sowie
H,0; erfolgt (Wohlgemuth et al. 2002). Die erste Phase des oxidativen Bursts erfolgt wahrend

der Ozonexposition mit einem Peakmaximum 2-3 h nach Beginn der Ozonexposition.
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Die zweite Phase des oxidativen Bursts dufert sich in einer stirker und linger andauernden
Akkumulation, die tiblicherweise erst nach Beendigung der Ozonbehandlung beginnt und ein
Peakmaximum 5-10 h nach Beendigung der Ozonbehandlung aufweist (Schraudner et al.
1998). Die zweite Phase des oxidativen Bursts ist dabei ein unerlédsslicher Faktor fiir die
Ausbildung eines programmierten Zelltods (PCD) in der HR, an der auBerdem die
Phytohormone SA und Ethylen beteiligt sind. Im PCD wird ein kontrolliertes Absterben von
zueinander benachbarten Zellen eingeleitet, wodurch die Ausbildung der typischen
punktformigen Nekrosen unter einem akuten Ozonstress erfolgt. Ein iibermdBig starkes
Ausbreiten des PCDs wird durch die Induktion der Jasmonsdure (JA) verhindert, die dem

Prozess als Antagonist entgegenwirkt (Kangasjarvi et al. 2005; Jaspers et al. 2005).

1.4 Induktion der PAL und von phenolischen Sekundirmetaboliten
unter einem akuten Ozonstress

Neben der Induktion der HR und der Bildung von PR Proteinen wird in ozonsensitiven
Pflanzen unter einem akuten Ozonstress auch das Eingangsenzym  der
Phenylpropanoidbiosynthese, die Phenylalaninammoniumlyase (PAL), auf der Ebene der
Transkription sowie der Translation induziert (Langebartels et al. 2002). Die PAL katalysiert
die Bildung der Zimtsdure aus L-Phenylalanin, aus der sich in der
Phenylpropanoidbiosynthese viele der Polyphenole ableiten. Bei den Polyphenolen handelt es
sich um sekundire Metabolite, die im Pflanzenreich weit verbreitet sind, wobei die
vorkommenden Verbindungen und deren Gehalte in Pflanzen verschiedener Familien und
Varietiten stark variieren konnen (Dixon et al. 2002). Anhand ihrer Struktur werden die
Polyphenole in Klassen unterteilt, wie beispielsweise die Klasse der Phenolcarbonséuren, der
Hydroxyzimtsdurederivate (HCA), der Flavonoide und der Lignine. In der Pflanze spielen die
phenolischen Sekundidrmetabolite in der Reaktion auf eine sich verdndernde biotische oder
abiotische Umwelt eine wichtige Rolle in der Verteidigung sowie in der morphologischen und
biochemischen Anpassung der Pflanze (Boudet 2007). In einer Studie von Pasqualini et al.
(2003) wurde auch nach einer akuten Ozonexposition von N. tabacum L. cv Bel W3,
aufgrund der erhohten Aktivitit der PAL, eine signifikante Erhohung des
Gesamtphenolgehalts in den behandelten Bléttern gegeniiber den Kontrollblittern ermittelt.
Des Weiteren wurden auch signifikant erhdhte Gehalte an phenolischen Sekundédrmetaboliten

nach einem akuten Ozonstress in den Bldttern von Sojabohnen (Glycine max)
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(Booker & Miller 1998) und in den Bléttern einer ozonempfindlichen Varietit des weillen
Klees (Trifolium repens) (Severino et al. 2007; Francini et al. 2007) ermittelt. Die Funktion
der induzierten Metabolite bleibt jedoch unklar. Sie konnen sowohl eine Rolle in der
antioxidativen Abwehr als auch in der unter einem Ozonstress induzierten Pathogenabwehr in
der Pflanze spielen (Langebartels et al. 2002). In der antioxidativen Abwehr konnten
Substanzen mit einer hohen antioxidativen Kapazitit als Radikalfanger fungieren und damit
die unter einem Ozonstress gebildeten ROS abfangen (Grace & Logan 2000). In der
Pathogenabwehr konnten die ozoninduzierten phenolischen Substanzen als Phytoalexine
fungieren oder auch in die Ligninbiosynthese und damit in die Verstirkung der Zellwénde
involviert sein (Kangasjirvi et al. 1994; Sandermann et al. 1998). Viele Polyphenole kdnnten
prinzipiell beide Funktionen erfiillen, ihre spezifische Funktion ist bisher jedoch noch nicht
aufgeklért. In N. tabacum L. cv Bel W3 wurden bisher SA und Salicylsdureglucosid (SA-G)
als induzierte phenolische Metabolite unter einem akuten Ozonstress ermittelt (Pasqualini et
al. 2002; Janzik et al. 2005). Bei beiden Substanzen handelt es sich um Metabolite, die auch
unter einem Pathogenstress in der Pflanze gebildet werden, wobei die SA als Signalsubstanz
in der HR fungiert. Beide Metabolite sind somit unter einem akuten Ozonstress vermutlich
aufgrund der Pathogenabwehr induziert. Weitere 16sliche ozoninduzierte Metabolite sind in

N. tabacum L. cv Bel W3 bisher noch nicht bekannt.

1.5 Untersuchung der Verianderungen des Metabolitenprofils

Die Primdr- und Sekundidrmetabolite sind die Produkte zelluldrer Regulationsprozesse.
Verianderungen dieser Metabolite sind damit die letzte Reaktion eines biologischen Systems
auf Umwelteinfliisse, wie beispielsweise einen akuten Ozonstress, oder genetische
Verdnderungen. Diese Reaktion des biologischen Systems kann durch die Untersuchung der
Verdnderungen des Metabolitenprofils im biologischen System untersucht werden (Fiehn
2002). Ziel dieser Untersuchungen ist es, ein besseres Verstindnis der molekularen

Biochemie des zu untersuchenden Systems zu erhalten (Seger & Sturm 2007).

Dabei wird zwischen verschiedenen Vorgehensweisen unterschieden. Bei den Metabolomics-
Untersuchungen ist das Ziel, die Gesamtheit aller enthaltenen Metabolite eines biologischen
Systems, das Metabolom, zu ermitteln und zu quantifizieren. (Dunn & Ellis 2005). Ein

weiterer Ansatz ist das Metabolite Profiling. Bei diesem Ansatz wird die Verdnderung des
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Metabolitenprofils beziiglich solcher Substanzen untersucht, die sich von einem bestimmten
Stoffwechsel ableiten oder einer bestimmten Substanzklasse angehoren (Fiehn 2002). Ziel
dieser Untersuchungen ist es, ein besseres Verstindnis iiber die Ursachen der verstirkten
Bildung einzelner Substanzen unter einer Verdnderung der Umwelt oder genetischer
Verdanderungen zu erhalten (Dunn et al. 2005). Im Metabolite Profiling kann nach der
Ermittlung von Metaboliten, die aufgrund einer Verdnderung verstirkt oder neu gebildet
werden, sowohl eine Identifizierung als auch eine relative Quantifizierung dieser Metabolite
erfolgen. Dabei wird eine relative Quantifizierung durchgefiihrt, da die Ermittlung von
signifikanten Unterschieden der Peakfldchen der einzelnen Metabolite in den behandelten
Proben gegeniiber den entsprechenden Kontrollen der wichtigste Ansatz dieser Untersuchung
ist. Eine absolute Quantifizierung ist damit nicht unbedingt erforderlich (Fernie et al. 2004).
Im Metabolite Profiling wird {iblicherweise eine Probenvorbereitung ohne aufwéndige
Aufreinigungsschritte  durchgefithrt. Nach der Probenvorbereitung erfolgt eine
chromatographische Trennung der Substanzen, bei deren anschlieBender Detektion am
hdufigsten ein Massenspektrometer (MS) angewendet wird (Dunn et al. 2005). Die
chromatographische Trennung kann dabei sowohl mittels HPLC als auch GC erfolgen.
Aufgrund der Massenselektivitit des MS ist eine Detektion von co-eluierenden Substanzen
unterschiedlicher Masse moglich, so dass die Ermittlung einer groBen Anzahl von
Metaboliten in einer komplexen Probe nach einer chromatographischen Trennung und

anschlieBender MS-Detektion mdglich ist (Villas-Boas et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit kann somit das Metabolite Profiling fiir die Ermittlung,
Identifizierung und relative Quantifizierung der unter einem akuten Ozonstress induzierten
phenolischen Substanzen angewendet werden. Fiir die chromatographische Trennung und
anschlieBende Detektion dieser Metabolite ist die LC-MS-Analytik die Methode der Wahl (de
Rijke et al. 2006). Bei den Polyphenolen handelt es sich um polare, nicht fliichtige sowie
thermisch instabile Substanzen (Sanchez-Rabaneda et al. 2004). Bei einer GC-MS-Analyse
wire somit eine Derivatisierung der phenolischen Substanzen erforderlich. Durch die
Derivatisierung konnen aus einem Metaboliten mehrere Derivate entstehen, wodurch die
anschliefende Ermittlung von ozoninduzierten Metaboliten erschwert wird (de Rijke et al.
2006). Des Weiteren werden aufgrund der Derivatisierung komplexere Fragmentspektren
erhalten, wodurch auch die strukturelle Aufklarung der ozoninduzierten Metabolite erschwert

sein kann (Villas-Boas et al. 2005).
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Fiir die Ermittlung der ozoninduzierten phenolischen Substanzen ist dagegen die LC-MS-
Analytik mit Elektrosprayionisation (ESI) sehr gut geeignet. Der ESI-Prozess ist sehr
schonend. Die wahrend des lonisierungsprozesses gebildeten Ionen weisen nur geringe innere
Energien auf, so dass eine lonisierung der intakten Molekiile ohne Fragmentierung moglich
ist (Parejo et al. 2004; Stobiecki et al. 2006). Fiir die Analytik von phenolischen Substanzen
wird die LC-ESI-MS daher hiufig angewendet (Parejo et al. 2004; Sanchez-Rabaneda et al.
2004; Papagiannopoulos et al. 2004; Clifford et al. 2007). Durch gezielte
Fragmentierungsreaktionen konnen Metabolite mit LC-ESI-MS/MS  strukturell aufgeklart
werden bzw. deren Identitdt bestétigt werden (Villas-Boas et al. 2005). Mit der LC-ESI-
MS/MS-Technik im Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus ist der Nachweis von
Analyten in geringen Konzentrationen in einer komplexen Matrix mdglich, da dieser Modus

eine hohe Empfindlichkeit und Selektivitit aufweist (Hernando et al. 2007).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die schddigende Wirkung von Ozon bei akuter oder chronischer Exposition ist seit iiber 50
Jahren bekannt. Allerdings sind viele der biochemischen Reaktionen von ozonsensitiven
Pflanzen auf einen Ozonstress noch nicht vollstindig gekldrt und daher immer noch
Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen (Severino et al. 2007; Francini et al. 2007).
Unter einem akuten Ozonstress flihrt die verstdrkte Aktivitdt der PAL auf der Ebene der
Transkripte sowie der Enzyme zu einem erhohten Gehalt an phenolischen
Sekunddrmetaboliten in den Bléttern der ozonbehandelten Pflanzen gegeniiber den
entsprechenden Kontrollen (Pasqualini et al. 2003; Janzik et al. 2005). Bisher sind jedoch nur
wenige dieser ozoninduzierten Substanzen bekannt. Des Weiteren ist es bisher noch nicht
gekért, ob die phenolischen Substanzen unter einem akuten Ozonstress eine Rolle in der
antioxidativen Abwehr (Grace & Logan 2000) oder in der ozoninduzierten Pathogenabwehr

(Kangasjarvi et al. 1994; Langebartels et al. 2002) spielen.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher das Metabolite Profiling angewandt werden, um ein
besseres Verstdndnis liber die moglichen Funktionen der phenolischen Substanzen aus dem
Phenylpropanoidstoffwechsel zu erhalten, die unter einem akuten, hochkonzentrierten
Ozonpuls in den ozonempfindlichen Tabakpflanzen der Varietit L cv. Bel W3 verstirkt oder

neu gebildet werden. Fiir diese Untersuchungen sollte zunéchst eine Probenvorbereitung
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entwickelt sowie das geeignete Blattalter fir die LC-ESI-MS- und LC-ESI-MS/MS-
Untersuchungen festgelegt werden. Fiir die Ermittlung der 16slichen, ozoninduzierten
phenolischen Metabolite in den ozonbehandelten Bléttern von N. tabacum L. cv Bel W3 sollte
danach eine LC-ESI-MS-Methode mit der lonenfalle entwickelt und optimiert werden.
Anschliefend  sollten moglichst viele der ozoninduzierten Metabolite durch
Fragmentierungsreaktionen durch LC-ESI-MS/MS-Untersuchungen mit der Ionenfalle
strukturell aufgeklart werden. Anhand der Strukturen der aufgekliarten Substanzen konnten
wichtige Riickschliisse auf ihre méglichen Funktionen gezogen werden. Des Weiteren sollte
in Abhéngigkeit von der Zeit eine relative Quantifizierung der ozoninduzierten, phenolischen
Substanzen in den Bléttern der ozonbehandelten Pflanzen im Vergleich zu den Bléttern der
Kontrollpflanzen durchgefiihrt werden. Dafiir sollte eine LC-ESI-MS/MS-Methode mit dem
Triple Quadrupol im Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus (MRM-Methode)
entwickelt werden. Mit der MRM-Methode sollte das Verhalten der ozoninduzierten
Metabolite im zeitlichen Verlauf, 10 h und 30 h nach Behandlungsbeginn, in den
ozonbehandelten Proben im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen untersucht werden. Das
Verhalten der Metabolite konnte Hinweise darauf geben, ob es sich bei dem jeweiligen
Metaboliten wahrscheinlicher um eine Abwehrsubstanz oder eine Signalsubstanz handelt. Um
Hinweise zu erhalten, ob die ozoninduzierten Substanzen wahrscheinlicher eine Rolle in der
antioxidativen Abwehr oder in der ozoninduzierten Pathogenabwehr spielen, sollten
Tabakpflanzen der Varietit L. cv Bel W3 einem anderen oxidativen Stressor als Ozon sowie
einem Pathogenstress ausgesetzt werden. Mit der entwickelten MRM-Methode sollte
anschlieBend ermittelt werden, welche der ozoninduzierten Metabolite auch unter einem
anderen oxidativen Stressor als Ozon oder einem Pathogenstress im Vergleich zu den jeweils

entsprechenden Kontrollen induziert werden.

Die so erzielten Ergebnisse sollten das Wissen um die Art der ozoninduzierten, lslichen
phenolischen Metabolite signifikant erweitern und zu einem Verstdndnis ihrer Funktion im

pflanzlichen Metabolismus beitragen.
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2.1 Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit verwendete Chemikalien sind in Tab. 2.1 aufgefiihrt.

TABELLE 2.1: Verwendete Chemikalien

Substanz

Hersteller

Acetonitril, LC-MS-Qualitit

Agarose

Ameisenséure fiir die Massenspektrometrie
Bromphenolblau
5-Caffeoylchinasiure

Catechin

CDP-Star®

Chinaséure

p-Coumarsaure

DIG Easy Hyb

DIG Wash und Block Puffer Set
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ferulaséure

Formaldehyd

Formamid

Glucose

Glycerin

Hefeextrakt

Methanol, LC-MS-Qualitét
Methylenblau

3-Methylsalicylséure
3-Morpholino-1-propansulfonsdure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumcarbonat, zur Analyse
Natriumhydroxid

Rutin

Shikimisdure

Siliciumcarbid, 300 mesh

SSC 20 x

Trizol®

Biosolve BV, Valkenswaard, Niederlande
Bio-Rad, Miinchen

Fluka, Buchs, Schweiz

Bio-Rad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

KMF Laborchemie Handels GmbH, Leipzig
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Biosolve BV, Valkenswaard, Niederlande
SERVA, Heidelberg

Acros Organics, Geel, Belgien

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Tautkirchen

Eppendorf, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

10
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L-Tryptophan Sigma, Taufkirchen

L-Tyrosin Sigma, Taufkirchen

Wasser, deionisiert Hergestellt mit Milli Q Anlage (Millipore Ltd., Watford, GB)
Wasserstoffperoxidlosung (3 %) KMF Laborchemie Handels GmbH, Leipzig

Xylen Cyanol FF Bio-Rad, Miinchen

Salicylsdureglucosid wurde von Prof. Dr. H. Kneifel, Jiilich nach der Synthesevorschrift von
Grynkiewicz et al. (1993) hergestellt. Die Z-Isomere der Hydroxyzimtsdurederivate wurden
durch Exposition mit UV-Licht aus den entsprechenden E-Isomeren erhalten. Die Bildung der
4- und 3-Caffeoylchinasdure (CQA) aus einem 5-CQA-Standard durch Isomerisierung in

einer wassrigen Natriumcarbonatlésung wird in Kap. 2.10 vorgestellt.

2.2 Pflanzenmaterial

Fiir alle Experimente wurde der Virginische Tabak Nicotiana tabacum L. cv Bel W3, der der
Familie der Solanaceaen angehort, verwendet. Die Samen wurden von der LAP Forchheim,

Rheinstetten bezogen.

Die Anzucht der Tabakpflanzen erfolgte in einem Anzuchtraum bei einer Temperatur von
25 °C, einer relativen Luftfeuchte von 40 % und einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Zyklus
(8.00-20.00 Uhr Licht mit einer Intensitdt von 250-300 pmol m? s"). Die Samen wurden auf
Einheitserde® ED 73 (Ferdinand Irnich GmbH und Co. KG, lJiilich) ausgesit, nach zwei
Wochen wurden die Pflanzen pikiert und zwei Wochen spéter wurden die Einzelpflanzen in
Topfe mit einer GroBe von 11x11x12 cm umgetopft. Die Pflanzen wurden tiglich mit
deionisiertem Wasser von unten gegossen. Die im Folgenden vorgestellten Behandlungen der

Tabakpflanzen erfolgten etwa acht Wochen nach Aussaat.

23 Ozonbehandlung

Fir die Ozonexpositionsexperimente wurden die acht Wochen alten Tabakpflanzen in
Ozonexpositionskammern mit einem Gesamtvolumen von 630 1 iiberfiihrt. Der Luftstrom
wurde in den Kammern auf 30 1 min™' eingestellt. Die Erzeugung des Ozons erfolgte in einer
Glaszelle durch die Photolyse von Sauerstoff unter UV-Licht (Double Bore Lamp, Jelight

Company, CA, USA). Wihrend der Ozonexposition wurde der in die Kammer einstromende
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Luftstrom vor dem Eintritt in die Kammer mit dem vom Ozongenerator kommenden
Luftstrom, der das Ozon enthilt, vermischt. Die Ozonkonzentration in der Kammer wurde
dabei konstant gehalten, indem die Ozonkonzentration durch einen Ozonanalysator (Ozone
Monitor 450, Advanced Pollution Instrumentation, San Diego, USA) bestimmt wurde. Die
Parameter der Temperatur, der Lichtbedingungen sowie der relativen Luftfeuchte in der

Ozonexpositionskammer wiesen vergleichbare Werte wie im Anzuchtraum auf.

Die Tabakpflanzen wurden einer fiinfstiindigen Ozonexposition bei einer Ozonkonzentration
von durchschnittlich 150 nl I ausgesetzt (9.00-14.00 Uhr) und anschlieBend im Anzuchtraum
weiterkultiviert. Eine Ernte der Blétter 4 der ozonbehandelten Pflanzen sowie der unter
denselben Bedingungen angezogenen Kontrollpflanzen erfolgte 10 h bzw. 30 h nach
Behandlungsbeginn. Bei einer Versuchsreihe wurden zusitzlich zu den Bléttern 4 auch die
Blitter 3 und 5 geerntet. Festgelegt als Blatt 1 wurde jeweils das erste, vom Sprossscheitel aus
gezéhlte, Blatt, das von der Blattspitze bis zum Blattgrund ldnger als 8 cm ist. Fiir die
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden Poolproben, bestehend aus acht Blittern 4
von ozonbehandelten Pflanzen sowie den entsprechenden Kontrollpoolproben, und

Einzelblattproben geerntet.

24 Behandlung mit Bakterien und Viren

2.4.1 Behandlung mit Bakterien

Stammkulturen von Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) wurden von der Deutschen

Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig erhalten.

Zur Vermehrung der Bakterien wurde ein DSMZ-Medium 54 (20 g Glucose, 10 g Hefeextrakt
in 1 1 deionisiertem Wasser) mit den entsprechenden Bakterien angeimpft und anschlieend
bei einer Temperatur von 28 °C bis zu einer optischen Dichte (600 nm) zwischen 0,6 und 0,8
in einem Schiittler kultiviert. Fiir die bakterielle Infiltration wurde die Bakteriensuspension
abzentrifugiert und das erhaltene Bakterienpellet zweimal mit 100 mM MgCl, gewaschen und
in 100 mM MgCl, resuspendiert. AnschlieBend erfolgte eine Verdiinnung der
Bakteriensuspension mit 100 mM MgCl, bis zum Erreichen der Konzentration von

1 x 10" colony forming units (cfu) ml". Eine Infiltration der Bakteriensuspension in die
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Blitter 4 der acht Wochen alten Tabakpflanzen erfolgte mit einer Kunststoffspritze (V=1 ml)
ohne Nadel. Bei den Kontrollpflanzen wurde auf die gleiche Weise eine Mock-Infiltration mit
MgCl, durchgefiihrt. Die Infiltration der Blatter erfolgte um 9.00 Uhr und eine Ernte der
Blitter erfolgte 30 h spéter.

2.4.2 Behandlung mit Tabakmosaikviren

Eine Stammloésung von Tabakmosaikvirus (TMV) mit einer Konzentration an
TMV-Hiillprotein von 9,5 mg ml™" in Phosphatpuffer (pH 7) wurde von Prof. Dr. U. Conrath,
Aachen zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Behandlung der acht Wochen alten Tabakbldtter mit TMV wurde die Stammldsung
1:100 mit Phosphatpuffer verdiinnt (=Infektionslosung). Auf die Blétter 4 wurde auf die
Oberseite Siliciumcarbid gestreut. AnschlieBend wurde ein Wattebausch mit 5 ml der
Infektionslosung getridnkt und damit sanft iiber das Blatt gestrichen. Nach 20 min wurde das
Blatt mit Leitungswasser abgewaschen und im Anzuchtraum bis zur Ernte weiter kultiviert.
Die Kontrollblétter 4 wurden anstelle der Infektionslosung mit dem reinen Phosphatpuffer auf
die gleiche Weise behandelt wie die mit TMV behandelten Blitter. Die Behandlung wurde
um 9.00 Uhr begonnen und eine Ernte der Blitter erfolgte, nach Ausbildung von Symptomen,

1 Woche nach Behandlungsbeginn.

2.5 Behandlung mit Paraquat

Eine Behandlung mit Paraquat® (Methylviologen) erfolgte in Konzentrationen von 10 uM 1!
und 100 uM I''. Das Paraquat (PQ) wurde dafiir in deionisiertem Wasser gelost und
anschliefend in den entsprechenden Konzentrationen auf die Ober- und Unterseite der
Blitter 4 der acht Wochen alten Tabakpflanzen gespriiht. Die Blétter 4 der Kontrollpflanzen
wurden anstelle der PQ-Losung mit deionisiertem Wasser bespriiht. Die Behandlung der
Pflanzen erfolgte um 9.00 Uhr und eine Ernte der Blitter 4 erfolgte 30 h nach
Behandlungsbeginn.

2.6 Probenvorbereitung

Nach der Erte der Blétter wurden diese direkt in fliissigem Stickstoff (N;) eingefroren und

bis zur weiteren Aufbereitung bei -80 °C gelagert. Das Zerkleinern der Blattproben erfolgte in
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einem Mdrser unter fliissigem N». Die Blattproben wurden dabei so lange unter fliissigem N>
gemorsert bis die Proben eine moglichst kleine Partikelgrole sowie eine homogene
PartikelgroBenverteilung aufwiesen. Die Autbewahrung der pulverisierten Proben erfolgte bei
-80 °C. Fiir die Extraktion des Pflanzenmaterials wurden 200 mg des gefrorenen
Probenmaterials mit 100 mg gereinigtem Seesand in einem gekiihlten Moérser (T=4 °C) mit
1,2 ml eines gekiihlten (T=4 °C) Extraktionslosungsmittels (60 % MeOH mit 0,1 %
Ameisensdure und 20 pg 100 ml" des internen Standards 3-Methylsalicylsiure) fiir die Dauer
von 2 min kréftig gemorsert. In einem weiteren Arbeitsschritt wurde der Morser mit 0,8 ml
Extraktionslosungsmittel gespiilt. Nach Vereinigung der beiden Losungen wurde der Extrakt
bei einer Temperatur von 4 °C und einer Umdrehung von 14000 rpm fiir die Dauer von 5 min
zentrifugiert (Centrifuge 5417 C, Standardrotor F 45-30-11, Eppendorf, Hamburg). Der
Extrakt wurde durch einen Spritzenvorsatzfilter mit GHP-Membran und einer Porengréf3e von
0,45 pum (Pall Acrodisc, VWR, Darmstadt) filtriert und anschlieBend mit dem
Extraktionslosungsmittel in einem Messkolben auf 2,0 ml aufgefiillt. Fiir die HPLC- und
LC-MS-Untersuchungen wurden die Proben vor der Analyse 1:1 mit deionisiertem Wasser

verdiinnt.

2.7 HPLC-DAD: Gerite und Parameter

2.7.1 Methode fiir die Auswahl der stationiren und mobilen Phase

Fiir die Auswahl der stationdren und mobilen Phase wurde eine HPLC-DAD-Anlage von

Waters, Eschborn verwendet (Tab. 2.2).

TABELLE 2.2: Geriteteile der HPLC-DAD-Anlage von Waters, Eschborn:

Pumpe 2225 Binary Gradient Module
Autosampler 2767 Sample Manager
Detektor 2996 Diode Array Detector
Software MassLynx

In der vorliegenden Arbeit wurden Séulen beziiglich ihrer chromatographischen
Trenneigenschaften von phenolischen Substanzen untersucht. Alle Sdulen wiesen eine Léinge
von 150 mm und einen Durchmesser von 4,6 mm auf. Die Sdulen Prontosil C18 H, Prontosil

C18 SH, Prontosil C8 SH sowie Prontosil C18 ace EPS (Bischoff Chromatographiservice,
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Leonberg) hatten alle eine Partikelgro8e von 3um. Die Sdule Monochrom 5 p MS (Varian,
Darmstadt) wies eine PartikelgroBe von 5 um auf. Als mobile Phasen wurde als Eluent A
Wasser mit 0,1 % Ameisensdure (HCOOH) verwendet. Als Eluent B wurden sowohl
Acetonitril mit 0,1 % HCOOH als auch Methanol mit 0,1 % HCOOH beziiglich ihrer Eignung
fiir die Trennung der phenolischen Substanzen untersucht. In Tabelle 2.3 sind weitere
Parameter der chromatographischen Trennung flir die Auswahl der stationdren und mobilen

Phase aufgefiihrt.

TABELLE 2.3: Weitere Parameter der HPLC-Methode fur die Auswahl der stationdren und

mobilen Phase

Injektionsvolumen 40 pul

Wellenlidngen 190-400 nm, 279 nm, 320 nm

Flussrate 1,5 ml min™

Gradient 0 min 5 % B; 4 min 5 % B; 24 min 95 % B; 30 min

95 % B; 31 min 5 % B; 35 min 5 % B.

2.7.2  HPLC-Methode fiir die Entwicklung der Extraktionsmethode:

Fir die Entwicklung der Extraktionsmethode wurde eine HPLC-DAD-Anlage von
Merck-Hitachi, Darmstadt verwendet. Die Geriteteile der Merck-Hitachi-Anlage sowie die

Parameter der entwickelten HPLC-Methode sind in Tab. 2.4 aufgefiihrt.

TABELLE 2.4: Geriteteile der HPLC-DAD-Anlage von Merck-Hitachi, Darmstadt und
Parameter der entwickelten HPLC-Methode

Interface D-6000 Interface

Pumpe L-6220 Intelligent Pump

Injektion Rheodyne-Ventil

Detektor L-4500A Diode Array Detector

Saule Prontosil 120-3-C8 SH, 150 x 4,6mm, PartikelgroBe: 3 um
Injektionsvolumen 40 pl

Detektionswellenlédngen 190-400 nm, 320 nm

Flussrate 1,5 ml min™

Gradient 0O min 1 % B; 4 min 1 % B; 24 min 20 % B; 30 min 40 % B; 31 min

99 % B; 37 min 99 % B; 38 min 1 % B; 44 min 1 % B.
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2.8 LC-MS: Geriate und Parameter

Bei den LC-ESI-MS- und LC-ESI-MS/MS-Untersuchungen erfolgte die chromatographische
Trennung mit einer HPLC 1100 (Agilent, Waldbronn). Als Massenspektrometer (MS) wurde
eine QTrap 4000® (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Dabei handelt es sich um ein
Hybrid-Massenspektrometer, das als Massenanalysator sowohl einen Triple Quadrupol als
auch eine lineare Ionenfalle enthilt. Bei der Anwendung der Ionenfalle fungiert der dritte

Quadrupol als lineare Ionenfalle. In Tab. 2.5 wird das LC-ESI-MS-System vorgestellt.

TABELLE 2.5: Aufbau des LC-ESI-MS-Systems

HPLC 1100 (Agilent, Waldbronn):

Degasser G1379A Degasser

Pumpe G1312A Quarternary Pump

Autosampler G1367B HIP-ALS Autosampler

Autosampler Thermostat G1330B Autosampler Thermostat

Séulenofen G1316A Column Oven

Detektor G1315B Diode Array Detector

Hybridmassenspektrometer QTrap 4000® (Applied Biosystems, Darmstadt):

Ionenquelle Elektrosprayionisation (ESI) mit TurbolonSpray®-lonenquelle
Massenanalysatoren Triple Quadrupol und Lineare Ionenfalle

Software Analyst 1.4.1 und 1.4.2

2.8.1 Chromatographische Trennung

Fir die chromatographische Trennung der Tabakblattextrakte wurde fiir die LC-MS-
Kopplung eine Methode entwickelt, die fiir alle LC-ESI-MS- und LC-ESI-MS/MS-
Messungen angewendet wurde. Die Parameter der HPLC-Methode fiir die LC-MS-Kopplung
sind in Tab. 2.6 aufgefiihrt.
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TABELLE 2.6: Parameter der HPLC-Methode fiir die LC-MS-Kopplung

Séule Prontosil 120-3-C8 SH, 150 x 2,0 mm, Partikelgrofe: 3 pm
Saulenofentemperatur 20 °C

Temperatur des Autosamplers 4 °C

Injektionsvolumen 40 pl, nach 1:1-Verdiinnung mit deionisiertem Wasser

Eluent A 0,1 % HCOOH

Eluent B ACN mit 0,1 % HCOOH

Flussrate 300 pl min™

Gradient O min 5 % B; 2 min 5 % B, 35 min 55 % B; 40 min 95 % B, 46 min 95 % B;

47 min 5 % B; 57 min 5 % B.
Detektoren Diodenarraydetektor (A=190-400nm) und Massenspektrometer

2.8.2 EMS-Methode fiir die Ermittlung der ozoninduzierten Metabolite

Fiir die Ermittlung der ozoninduzierten Metabolite wurde eine LC-ESI-MS-Methode im Full
Scan mit der linearen lonenfalle (EMS-Modus) entwickelt. Die optimierten Parameter der
Elektrosprayionisation sowie des lonentransfers sind in Tab. 2.7 aufgefiihrt. Die Parameter
der Elektrosprayionisation wurden fiir die im Folgenden vorgestellten MRM-Methoden

beibehalten, da diese weitgehend unabhingig von den zu bestimmenden Metaboliten sind.

TABELLE 2.7: Parameter der EMS-Methode

Declustering Potential -60 V

Parameter der Elektrosprayionisation:

Ionspray Voltage -3,9kV

Nebulizer Gas 50 Einheiten
Auxiliary Gas 20 Einheiten
Curtain Gas 14 Einheiten

Parameter des Ionentransfers:

Eingangspotential 8V
Kollisionsenergie 8V
Q3-Entry Barrier 3V
CAD Gas Einstellung: Medium
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2.8.3 MRM-Methoden fiir die relative Quantifizierung von phenolischen

Sekundirmetaboliten

Im Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus wird der Triple Quadrupol als
Massenanalysator eingesetzt. Fiir die vorliegende Arbeit wurden zwei MRM-Methoden

entwickelt.

Zunichst wurde eine MRM-Methode fiir die relative Quantifizierung von Tryptophan (TRP),
Salicylsaureglucosid (SA-G) und 3-Methylsalicylsdure entwickelt. Die MRM-Methode wurde
in zwei Perioden mit unterschiedlicher Polaritit eingeteilt, wobei die Periode 1 von 0-8 min
im positiven Modus und die Periode 2 von 8-57 min im negativen Modus gewahlt wurde. Die
Parameter der Elektrosprayionisation der EMS-Methode (Kap. 2.8.2) wurden fiir Periode 1
und 2 beibehalten. Fiir die Periode 1 wurde allerdings fiir den Parameter der
Elektrosprayionisation der lonspray Voltage ein Wert von + 3,9 kV gewihlt. Fiir die Dwell
Time wurde fiir beide Perioden ein Wert von 100 msec festgelegt. Die fiir die jeweilige
Substanz optimierten Parameter des Declustering Potentials (DP), des Eingangspotentials
(EP), der Kollisionsenergie (CE) und des Collision Exit Potentials (CXP) sowie der
entsprechenden Uberginge der MRM-Methode sind in Tab. 3.5 des Kap. 3.3.2 aufgefiihrt.

Fir die relative Quantifizierung der 25 ozoninduzierten Metabolite sowie sieben der
Metabolite, die eine hohe antioxidative Kapazitit aufweisen, jedoch nicht unter einem akuten
Ozonstress induziert werden, wurde eine weitere MRM-Methode entwickelt. Fiir die
MRM-Methode wurde eine Dwell Time von 100 msec festgelegt. Die Parameter der
Elektrosprayionisation der EMS-Methode wurden beibehalten. In Tab. 3.6 des Kap. 3.3.3 sind
die entsprechenden Uberginge sowie die jeweils fiir einen bestimmten Metaboliten

optimierten Parameter des DPs, des EPs, der CE und des CXPs aufgefiihrt.

Eine relative Quantifizierung der Metabolite erfolgte durch den Vergleich der ermittelten
Peakflichen des jeweiligen Metaboliten in der ozonbehandelten Probe im Vergleich zur
Kontrollprobe. Jede biologisch unabhidngige Probe wurde dabei in einer Doppelbestimmung

untersucht.
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2.8.4 Fragmentierung der ermittelten ozoninduzierten Metabolite

Die Fragmentierung der Metabolite erfolgte mit dem Enhanced Product Ion (EPI) Scan. Eine
Optimierung des Fragmentierungsparameters der Kollisionsenergie (CE) erfolgte fiir jeden
der zu bestimmenden Metabolite aus einer ozonbehandelten Tabakprobe. Die ermittelten CE
fiir die strukturell aufgeklarten Metabolite sowie die jeweils erhaltenen Fragmentspektren sind

in Tab. 4.1 des Kap. 4.2 aufgefiihrt.

2.9 Messungen der akkuraten Masse

Messungen der akkuraten Masse wurden an einem LTQ-FT Ultra mit ESI (Thermo Fisher,
Bremen) durchgefiihrt. Die chromatographische Trennung des Pflanzenextrakts erfolgte dabei
unter den in Kap. 2.8.1 beschriebenen Bedingungen an einer HPLC 1200 (Agilent
Waldbronn). Eine Optimierung der Parameter des FTICR-MS erfolgte mit dem Standard
E-5-Caffeoylchinasdure. Die Messungen am FTICR-MS wurden in Zusammenarbeit mit

Frau Dr. B. Santiago-Schiibel, ZCH/BioSpec, Forschungszentrum Jiilich durchgefiihrt.

2.10 Isomerisierung der 5-FQA und der 5-CQA

In wissriger Natriumcarbonat-Losung erfolgt eine Isomerisierung von 5-Isomeren der
Hydroxyzimtsdurederivate zunéchst in die 4- und danach in die 3-Isomere (Kiehne 1996). Fiir
die Isomerisierung der in der Probe enthaltenen 5-Feruloylchinasdure (5-FQA) wurden acht
Extrakte einer ozoninduzierten Mischprobe durch Festphasenextraktion auf C18-Material
(Chromabond C18, 500 mg, 3 ml, Macherey-Nagel, Diiren) aufkonzentriert. Die
Festphasenextraktion erfolgte mit dem Festphasensystem SPE 12-G (J. T. Baker, Griesheim),
das an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen wurde. Nach Konditionierung des
Festphasenmaterials mit 15 ml Methanol und anschlieBendem Waschen mit 15 ml Wasser
wurden die mit Wasser 1:50 verdiinnten Proben aufgetragen. Anschlieend erfolgte ein
weiterer Waschschritt mit 15 ml Wasser bevor die Analyten mit 1,0 ml 50 %igem MeOH in
Wasser eluiert wurden. Nach dem Einengen des Eluats in einer Vakuumzentrifuge
(Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg) wurde der Riickstand in 100 pl Wasser
aufgenommen. Eine Messung der Proben mit LC-ESI-MS/MS erfolgte im EPI-Modus 0 min,
5 min und 30 min nach der Zugabe von 30 pl wissriger Natriumcarbonatlosung (2g 1) zu

30 ul des wissrigen Probenextrakts.
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Fiir die Isomerisierung der 5-CQA wurden jeweils zu 30 pl einer Standardlésung der 5-CQA
in Wasser (5 mg 100 ml™) 30 pl der wissrigen Natriumcarbonatldsung gegeben. Die Proben
wurden anschliefend 0 min, 5 min und 30 min nach Zugabe der Natriumcarbonatlésung mit

der LC-ESI-MS im EPI-Modus gemessen.

2.11 Standardadditionsverfahren

Das Standardadditionsverfahren wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die absolute
Quantifizierung von SA, SA-G und E-5-CQA in einer ozonbehandelten Poolprobe sowie in
einer Kontrollpoolprobe angewandt. Fiir die Ermittlung der Grofenordnung der Gehalte an
SA, SA-G und E-5-CQA wurde zunichst eine externe Kalibrierung durchgefiihrt. Anhand
dieser GroBenordnungen wurden die Konzentrationen der Standardzusétze fiir die jeweiligen
Substanzen ausgewdhlt. Eine absolute Quantifizierung erfolgte durch das Dotieren der
Standardldsungen in bekannten, abgestuften Konzentrationen jeweils zu einem konstanten
Gesamtvolumen der matrixbelasteten Probe. Aus den erhaltenen Kalibrierdaten wurden die
jeweiligen linearen Kalibrierfunktionen ermittelt und daraus die Konzentrationen an SA,

SA-G und E-5-CQA in den matrixbelasteten Proben bestimmt.

2.12  Northern Analyse

2.12.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus 400 mg tiefgefrorenem Pflanzenmaterial erfolgte mit
Trizol® (Invitrogen, Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellerprotokolls. Die Gesamt-
RNA wurde in 100 pl deionisiertem Wasser resuspendiert. Bis zur weiteren Verwendung

erfolgte die Lagerung bei -80 °C.

2.12.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit einem Photometer (Uvikony;, Bio-Tek
Instruments, Neufahm) in Quarzkiivetten bei einer Wellenldnge von 260 nm nach Sambrook
und Russel (2001). Die Reinheit der Pripérationen wurde durch den Quotienten der
Extinktionen (E) E 260 nm/E 280 nm bestimmt.
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2.12.3 Denaturierende RNA-Agarosegelelektroporese

Fiir die Gelelektrophorese und das Northern Blotting wurden vor Gebrauch Glasgerite 2-3 h
bei 200 °C gebacken, Losungen wurden autoklaviert und sonstige Gerdte, wie Gelkammern,

Wannen und Pinzetten, in einer 3 %igen Wasserstoffperoxidldsung sterilisiert.

Folgende Losungen wurden verwendet:

10 x MOPS: 200 mM Morpholin-3-propansulfonsidure/Natriumhydroxid (MOPS-
Puffer, pH 7,0), 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA

RNA-Ladepuffer: 50 % Glycerin, 1 mM EDTA (pH 8.,0), 0,25 % Bromphenolblau,
0,25 % Xylene Cyanol FF

Vor dem Gelauftrag wurden je Probe 6 pg Gesamt-RNA in Losepuffer (x ul RNA-Losung
(entsprechend 6 pg RNA), (5,5-x pl) deionisiertes Wasser, 1 pul 10 x MOPS, 3,5 ul
Formaldehyd, 10 pl Formamid) 15 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert und anschlieBend
direkt auf Eis gestellt. Nach ca. 2 min wurden die Proben kurz abzentrifugiert (Centrifuge
5417 C, Standardrotor F 45-30-11, Eppendorf, Hamburg) und anschliefend 2 ul Ladepuffer
hinzugegeben. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem Agarose-Formaldehyd-
Gel (3 g Agarose, 146 ml deionisiertes Wasser, 20 ml 10 x MOPS, 34 ml 37 %ige
Formaldehydlsung) in 1x MOPS als Laufpuffer fiir 4 h bei 3 V em™.

2.12.4 Northern Blotting

Zur Untersuchung der Gen-Expression wurden Northern Blot-Analysen nach Sambrook und
Russel (2001) durchgefiihrt. Dafiir wurde nach der denaturierenden Gelelektrophorese das Gel
mit deionisiertem Wasser gewaschen und anschlieend in 20 x SSC (3 M NaCl, 300 mM
Tri-natriumcitrat-dihydrat, pH 7) inkubiert. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA {iber Nacht
bei Raumtemperatur von der Gelmatrix iiber Kapillarkrifte auf eine Nylonmembran
(Hybond N', Roche Diagnostics, Mannheim) unter Verwendung des Turboblotters
(Schleicher & Schuell, BioScience, Dassel) transferiert. Als Transferpuffer wurde dabei
20 x SSC verwendet. Nach dem Transfer wurde die RNA durch UV-Bestrahlung (Stratalinker
1800, Stratgene, Heidelberg) mit der Membran quervernetzt und bis zur Weiterverarbeitung

bei -20 °C gelagert.
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2.12.5 Markierung von Sonden

Die Digoxigenin (DIG)-markierten Sonden fiir die Detektion der basischen B-1,3-Glucanase
wurden durch eine Poymerasekettenreaktion (PCR) (Robocycler® Gradient 96, Stratagene,
Heidelberg) mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Karlsruhe) nach
Herstellerangaben aus 10 ng cDNA hergestellt. Folgende Primer wurden fiir die Herstellung
der Sonden verwendet: Als 5'-Primer SNTGLC (TGGGAATGAAATCAGCCCTG) und als
3"-Primer 3ANTGLC (TGTCCCAAACACCACCAGAGA). Die Bedingungen der PCR sind in
Tab. 2.8 aufgefiihrt.

TABELLE 2.8: Bedingungen der PCR

Temperatur (°C) Dauer (min) Anzahl der Zyklen
Denaturierung 94 5 1x
Denaturierung 94 1 35x
Annealing 56 1
Amplifikation 72 1
Amplifikation 72 5 I x

2.12.6 Methylenblaufirbung

Zur Priifung, ob die verwendeten RNA-Mengen vergleichbar waren, wurde ein
Methylenblaufarbung der RNA auf der Membran nach Herrin und Schmidt (1988)
durchgefiihrt. Die erhaltene Farbung wurde durch Einscannen dokumentiert und die Membran

anschlieBend durch Wasser entférbt.

2.12.7 Northern-Hybridisierung und Immunodetektion

Der RNA-Nachweis erfolgte {iber eine Immunodetektion mit den DIG-markierten Sonden.
Hybridisierung und Immunodetektion wurde mit dem DIG Easy Hyb, dem DIG Wash und
Block Set sowie CDP-Star® (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefiihrt. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellerprotokolls.

Eine Prihybridisierung erfolgte durch die Behandlung der Membran mit DIG-Easy-Hyb

(Roche Diagnostics, Mannheim). Die anschlieBende Hybridisierung mit den DIG-markierten
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Transkriptsonden erfolgte mit 40 ng Sonde pro ml DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics,

Mannheim).

Eine Lokalisierung und Quantifizierung der DIG-markierten Sonden erfolgt durch einen
gegen das DIG gerichteten Antikorper, an den eine alkalische Phosphatase gekoppelt ist.
Dafiir wurde die Membran mit dem DIG Wash und Block Set (Roche Diagnostics,
Mannheim) entsprechend den Herstellerangaben behandelt. Wahrend der Inkubation des
hybridisierten Blots mit dem Lumineszenz-Reagenz Substrat CDP-Star® (Roche Diagnostics,
Mannheim) katalysiert die an den Antikorper gekoppelte alkalische Phosphatase eine
Umsetzung des Lumineszenz-Reagenz, wodurch dieses eine Chemilumineszenz emittiert. Die
dadurch erhaltenen Hybridisierungssignale wurden in einem Luminiscent Image Analyser

(LAS-3000, Raytest, Straubenhardt) aufgenommen.

213  TOSC-Assay

Mit dem Total Oxidant Scavenging Capacity (TOSC) Assay wurde die antioxidative
Kapazitit der Tabakblattextrakte sowie der HPLC-Fraktionen gegen Peroxylradikale

ermittelt.

Fiir die Untersuchungen mit dem TOSC Assay wurden jeweils 20 pl von je zwei Extrakten
einer ozoninduzierten Mischprobe sowie einer Kontrollmischprobe verwendet. Zusétzlich
wurden von allen 4 Extrakten mit der HPLC-Methode der LC-MS-Messungen
(Injektionsvolumen 20 pl) das HPLC-Eluat im Zeitfenster von 9-30 min aufgefangen und fiir
den TOSC Assay eingesetzt. Alle Proben wurden vor der Analyse gefriergetrocknet und
anschliefend in 500 pl deionisiertem Wasser aufgenommen, so dass fiir alle Proben ein
Verdiinnungsfaktor von 25 vorlag. Die Proben wurden mit dem TOSC Assay in einer

Doppelbestimmung untersucht.

Der TOSC-Assay wurde von Frau Dr. R. B. Rodrigues und Frau T. Dimmer im Arbeitskreis
von Herrn PD Dr. F. Marx, Institut fiir Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften, Bereich
Lebensmittelchemie I, Universitit Bonn, durchgefiihrt. Die Bestimmung der TOSC-Werte
erfolgte dabei mit der von Lichtenthéler et al. (2003 und 2005) sowie von Rodrigues et al.
(2006) entwickelten Methode.
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2.14 Dekonvolution der EMS-Rohdaten

Eine Dekonvolution der EMS-Rohdaten wurde mit dem Component Detection Algorithm
(CODA) der Software ACD/MS Manager (ACD/Labs, Toronto, Canada) durchgefiihrt. Die
Totalionenchromatogramme  der  komplexen  Blattextrakte  weisen ein  hohes
Hintergrundrauschen auf, so dass fiir die Ermittlung von ozoninduzierten phenolischen

Sekundirmetaboliten eine Dekonvolution dieser EMS-Rohdaten erforderlich war.

Eine Dekonvolution der Daten erfolgt mit dem ACD/MS Manager durch die Anwendung
eines Algorithmus, der einen Ahnlichkeitsindex zwischen jedem urspriinglichen
Massenchromatogramm und dem entsprechenden Chromatogramm nach Smoothing und
Mean-Subtracting ermittelt. Massenchromatogramme weisen eine hohe Qualitét auf, wenn die
berechnete, modifizierte Version einen hohen Ahnlichkeitsindex gegeniiber dem
urspriinglichen Massenchromatogramm aufweist. Mit Hilfe von CODA koénnen daher
Massenchromatogramme mit einem niedrigen Hintergrundrauschen ausgewihlt werden, ohne
dabei wichtige chemische Informationen zu verlieren (Windig et al. 1996). Nach der
Dekonvolution der Rohdaten wird durch die Software ACD/MS Manager ein reduziertes
Totalionenchromatogramm generiert, das Massenchromatogramme hoher Qualitdt enthélt.
Des Weiteren wird eine Tabelle aller Massenchromatogramme mit dem jeweiligen
berechneten Massenchromatogrammaqualitits-Index (MCQ) angegeben. Die Liste der
Massenchromatogramme ermoglichte eine vergleichende Analyse der
EMS-Chromatogramme der ozonbehandelten Proben im Vergleich zu den Kontrollproben.
Dabei wurden Massenchromatogramme beriicksichtigt, die mindestens einen MCQ von 0,85
aufwiesen. Fiir die Dekonvolution der Daten wurde eine Smoothing Window Width von 3

gewihlt.

2.15  Statistik

In der vorliegenden Arbeit sind die Diagramme jeweils mit den Mittelwerten + Standardfehler
biologisch unabhédngiger Proben aufgefiihrt. Fiir den Vergleich von zwei Mittelwerten
unabhingiger Stichproben wurde ein t-Test (P < 0,05) durchgefiihrt. Fiir den Vergleich von
mehr als zwei Mittelwerten unabhéngiger Stichproben wurde eine ANOVA und anschlie3end
ein Multipler Mittelwertsvergleich mit dem Bonferroni-Test (P < 0,05) durchgefiihrt. Daten,

die mit einem Stern (") gekennzeichnet sind, wurden vor dem t-Test bzw. der ANOVA
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logarithmisch transformiert, da ihre Varianzen nicht homogen waren und/oder die Daten
keine Normalverteilung aufwiesen. Fiir die statistischen Analysen wurde die Software

SigmaStat 2.03 (SPSS, Chicago, USA) angewendet.
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3 Entwicklung und Optimierung der analytischen Methoden

Fiir das Metabolite Profiling der phenolischen Substanzen in ozonbehandelten Tabakproben
war es erforderlich, verschiedene LC-ESI-MS- und LC-ESI-MS/MS-Methoden zu
entwickeln. Als Massenspektrometer wurde eine QTrap 4000® (Applied Biosystems,
Darmstadt) angewendet. Dabei handelt es sich um ein Hybrid-Massenspektrometer, das
sowohl Messungen mit einer linearen Ionenfalle als auch mit einem Triple Quadrupol
ermdglicht. Fiir die Untersuchungen der ozoninduzierten, phenolischen Sekunddrmetabolite
wurden beide Massenanalysatoren eingesetzt. Um eine moglichst hohe Empfindlichkeit und
Reproduzierbarkeit der LC-ESI-MS- und LC-ESI-MS/MS-Methoden zu erhalten, war die

Auswahl und Optimierung vieler Parameter notwendig, die im Folgenden vorgestellt werden.

3.1 HPLC-Methode: Vorversuche mit einer HPLC-DAD-Anlage

3.1.1 Auswahl der stationiren Phase und mobilen Phase

Die HPLC-Methode der LC-ESI-MS-Messungen hat einen groen FEinfluss auf die
Empfindlichkeit, Selektivitit und Reproduzierbarkeit der gesamten Methode. Diese drei
Parameter werden durch die Wahl der stationdren Phase, der mobilen Phase und des

Modifiers beeinflusst.

Die Wahl der stationdren und mobilen Phase sowie des Modifiers wurde in Vorversuchen an
einer HPLC-DAD-Anlage mit einem Standardgemisch aus phenolischen Substanzen, von
denen bereits bekannt ist, dass sie in Bléattern von N. tabacum L. cv. Bel W3 vorkommen
(Pasqualini et al. 2003; Janzik et al. 2005), durchgefiihrt. Die Standards gehorten aullerdem
unterschiedlichen Klassen der phenolischen Substanzen an: Catechin (Flavan-3-ole), Rutin
(Flavonole), E-5-Caffeoylchinasdure (Hydroxyzimtsdurederivate), Salicylsdure und
Salicylsdureglucosid (Phenolcarbonsduren). Als Vertreter des primidren Metabolismus der
Pflanze waren L-Tryptophan und L-Tyrosin (aromatische Aminosduren) enthalten. Durch
Exposition des Standards mit UV-Licht wurde des Weiteren die Z-5-Caffeoylchinasédure als

weitere Standardsubstanz erhalten.
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Fir die Analytik von phenolischen Substanzen werden in der Literatur iiblicherweise
Umkehrphasen-Materialien mit einem bindren wéssrigen Gradientensystem verwendet.
Hierbei kommen als stationdre Phase insbesondere C18- und C8-Phasen mit hydrophobem
Endcapping (Swatsitang et al. 2000; Ye et al. 2005; Obied et al. 2005; Clifford et al. 2006)
sowie C18- oder C8-Phasen mit einer polar eingebundenen Gruppe (Euerby & Petersson
2005) oder mit hydrophilem Endcapping (Schiitz et al. 2004; Papagiannopoulos et al. 2004)
zum Einsatz. In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tab. 3.1 aufgelisteten Séulen

beziiglich ihrer Eignung zur Trennung von phenolischen Substanzen untersucht.

TABELLE 3.1: Verwendete Siulen

Saule Eigenschaften der stationdren Phase Dimension

Prontosil 120-3-C18 H C18-Phase mit hydrophobem Endcapping Korngréfe 3um, 150 x 4,6 mm
(Bischoft)

Prontosil 120-3-C18 SH C18-Phase mit maximaler Belegungsdichte ~Korngrofe 3um, 150 x 4,6 mm
(Bischoff) und hydrophobem Endcapping

Prontosil 120-3-C8 SH C8-Phase mit maximaler Belegungsdichte =~ Korngrofe 3um, 150 x 4,6 mm
(Bischoft) und hydrophobem Endcapping

Prontosil 120-3-C18 ace EPS ~ C18-Phase mit polar eingebundener Korngréfie 3um, 150 x 4,6 mm
(Bischoff) Gruppe und hydrophobem Encapping

Monochrom 5 p MS Pentafluorphenylphase mit hydrophobem Korngréfie 5 pm, 150 x 4,6 mm
(Varian) Endcapping

Alle Séulen wurden unter denselben chromatographischen Bedingungen mit einem
Standardgemisch aus phenolischen Substanzen (s. oben) an einer HPLC-DAD-Anlage
(Waters, Eschborn) getestet. Es zeigte sich, dass insbesondere bei der Sdule Prontosil
120-3-C8 SH die phenolischen Substanzen schmale, symmetrische und basisliniengetrennte
Peaks aufwiesen. Bei den Sdulen Prontosil C18 H und Prontosil C18 SH konnten zwar auch
schmale, symmetrische Peaks erhalten werden, jedoch waren nicht alle Substanzen
basisliniengetrennt. Ein Vergleich der C18 SH-Phase mit maximaler Belegungsdichte
gegeniiber der C18 H-Phase zeigte, dass die hohere Belegungsdichte zu einer besseren
Selektivitat fiihrt. Die Sdulen Prontosil 120-3-C18 ace EPS und Monochrom 5 u MS wiesen
unter den gewdhlten Gradientenbedingungen ein deutliches Peaktailing auf, so dass eine
weitere Optimierung der Trennbedingungen mit der Séule Prontosil 120-3-C8 SH
durchgefiihrt wurde. In Abb. 3.1 ist ein Chromatogramm dargestellt, das mit der Saule
Prontosil 120-3-C8 SH erhalten wurde.
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ABBILDUNG 3.1: Trennung eines phenolischen Standardgemisches auf einer
Prontosil 120-3-C8 SH mit einer HPLC-DAD-Anlage.

In der Literatur werden als wéssrige bindre Gradientensyteme fiir die Analytik von
phenolischen Substanzen mit Umkehrphasen-Chromatographie mobile Phasen aus
Wasser/MeOH (Olsson et al. 1998; Justesen 2000) oder Wasser/ACN (Papagiannopoulos et
al. 2004; Almela et al. 2006; Lai et al. 2007) eingesetzt. Als Modifier werden Sduren wie
Ameisensdure (HCOOH) (Justesen 2000; Almela et al. 2006; Lai et al. 2007), Essigsdure
(Papagiannopoulos et al. 2004) oder Phosphorsdure (Olsson et al. 1998) verwendet. Der
Zusatz einer Sdure zur mobilen Phase hat einen positiven Einfluss auf die Peakform und die
Retentionszeit der Metabolite, da aufgrund des niedrigen pH-Werts die phenolischen
Substanzen in ihrer undissoziierten Form vorliegen (Cuyckens & Claeys 2002).
Phosphorsédure eignet sich nicht fiir die massenspektrometrische Detektion, da sie schwer
verdamptbar ist. Eine Verwendung von Phosphorsdure wiirde daher zu unerwiinschten

Ablagerungen in der ESI-Quelle fiihren (de Rijke et al. 2006).

Neben ACN/Wasser mit jeweils 0,1 % HCOOH wurde auch getestet ob MeOH/Wasser mit
jeweils 0,1 % HCOOH als mobile Phase bessere Trenneigenschaften beziiglich der
Chromatographie der phenolischen Substanzen auf der Sédule Prontosil RP 8 SH zeigt. Es
wurden beide mobilen Phasen unter denselben chromatographischen Bedingungen mit dem
Standardgemisch an phenolischen Substanzen an der HPLC-DAD-Anlage angewendet. Im
Gegensatz zur mobilen Phase mit ACN/Wasser, lagen mit MeOH/Wasser nicht alle Peaks

basisliniengetrennt vor, so dass eine Chromatographie mit MeOH/Wasser unter den hier
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angewendeten Bedingungen eine schlechtere Selektivitit aufwies. Daher wurde fiir die
Optimierung der Extraktion der phenolischen Substanzen aus Tabakblittern eine
HPLC-DAD-Gradientenmethode mit ACN/Wasser und 0,1 % HCOOH als Modifier auf einer
Prontosil 120-3-C8 SH an einer HPLC-DAD-Anlage (Merck-Hitachi, Darmstadt) entwickelt.
Die Auswahl von 0,1 % HCOOH als Modifierzusatz wird unter 3.2.2 erlautert.

3.1.2 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung setzt sich aus folgenden Einzelschritten zusammen: Die Behandlung
der Blattproben nach der Ernte, das Zerkleinern der Blattproben, die Lagerung der
Blattproben und die Extraktion der l6slichen phenolischen Sekunddrmetabolite aus den
Blattproben. Die gesamte Probenvorbereitung sollte unter moglichst schonenden
Bedingungen erfolgen, um einer Oxidation, einem thermischen Abbau oder anderen
biochemischen oder chemischen Verdnderungen der zu untersuchenden phenolischen
Substanzen entgegenzuwirken (Antolovich et al. 2000). Die Blattproben sollten daher
wihrend der gesamten Probenvorbereitung moglichst kurzen Behandlungszeiten unterliegen
und vor starker Lichteinstrahlung geschiitzt werden. Des Weiteren sollten alle Schritte der

Probenvorbereitung bei moglichst niedrigen Temperaturen erfolgen (Long et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Tabakblitter unmittelbar nach der Ernte in fliissigem
Stickstoff (N») eingefroren und bis zu einer weiteren Aufarbeitung bei -80 °C gelagert, um
einen mdglichen enzymatischen Abbau von phenolischen Sekundidrmetaboliten zu verhindern

(Escribano-Bailon & Santos-Buelga 2003).

Das Zerkleinern der Blattproben erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit einem Mdrser unter
fliissigem N,. Die Blattproben wurden so lange unter fliissigem N, gemorsert, bis die Proben
eine moglichst kleine PartikelgroBe sowie eine homogene PartikelgroBenverteilung
aufwiesen. Eine geringe PartikelgroBBe verbessert den Extraktionsprozess und flihrt somit zu
hoheren Extraktionsausbeuten. Durch die geringe PartikelgroBe sowie die homogene
PartikelgroBenverteilung werden aulerdem homogene und damit repriasentative Einzelproben
erhalten (Escribano-Bailon & Santos-Buelga 2003). Die fein pulverisierten Proben wurden bis

zu ihrer weiteren Aufbereitung bei -80 °C gelagert.

29



3 Entwicklung und Optimierung der analytischen Techniken

Ziel der Extraktion der Tabakblitter war es, die in den Vakuolen lokalisierten 16slichen
phenolischen Sekundidrmetabolite moglichst vollstédndig freizusetzen. Fiir die Extraktion der
loslichen phenolischen Sekundédrmetaboliten aus pflanzlichen Materialien werden als
Extraktionslosungsmittel hdufig MeOH, Ethanol und Aceton mit variierenden Anteilen an
Wasser verwendet (Tura & Robards 2002; Bedgood et al. 2005), wobei MeOH/Wasser-
Gemische besonders hdufig benutzt werden (Escribano-Bailon & Santos-Buelga 2003). Die
organischen Losungsmittel fithren zu einer Inaktivierung der Enzyme (Bedgood et al. 2005),
so dass nach Zugabe des organischen Ldsungsmittels ein enzymatischer Abbau der
phenolischen Sekundidrmetabolite nicht mehr erfolgen kann. Die Extraktion der Probe wird
beispielsweise im Ultraschallbad, durch Schiitteln mit einem Schiittler oder durch Mdrsern
durchgefiihrt (Tura & Robards 2002; Bedgood et al. 2005; Janzik et al. 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurde zundchst mit 60 % MeOH gearbeitet, um festzustellen, mit
welchem der genannten Extraktionsverfahren die hochsten Ausbeuten fiir die E-5-CQA im
UV-Chromatogramm (A=320 nm) mit einer HPLC-DAD-Anlage (Kap. 3.1.1) erhalten
werden. Da fiir die LC-MS-Analytik nur ein geringes Probenvolumen bendétigt wird, wurden
Extraktionsverfahren ausgewdhlt, bei denen es mdglich war mit einem geringen
Losungsmittelvolumen zu arbeiten, um den Verbrauch an Probenmaterial und Losungsmittel
moglichst gering zu halten. Bei den Extraktionen wurde mit einem Ldsungsmittelvolumen
von 1,0 ml und einer Probenmenge von 200 mg gearbeitet. Alle Extraktionen wurden
zweifach durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass eine Extraktion mit einem Schiittler (t=1 h)
bei 4 °C zu den geringsten Extraktionsausbeuten fiihrte. Eine Extraktion der Proben im
Ultraschallbad mit Eiswasser (t=15 min) fiihrte zu besseren Ergebnissen. Die hochsten
Extraktionsausbeuten wurden jedoch durch das Morsern der Pflanzenproben in einem
gekiihlten Morser (T=4 °C) mit 100 mg gereinigtem Seesand (t=2 min) erhalten. Die hdheren
Extraktionsausbeuten konnten darauf zuriickzufiihren sein, dass durch das Morsern mit
Seesand eine weitere Verringerung der PartikelgroBBe und damit eine groBere Oberfldche des
Probenmaterials erreicht wurde. Da die Proben wihrend des Morserns auBerdem den
kiirzesten Behandlungszeiten bei einer niedrigen Temperatur ausgesetzt waren, wurde dieses
Extraktionsverfahren in der vorliegenden Arbeit angewendet. Die hochsten Verluste beim
Extrahieren mit dem Morser wurden durch die Riickstinde im Mdrser nach der Extraktion
verursacht. Ein Spiilen des Modrsers fiihrte zu deutlich geringeren Verlusten der
Extraktionsausbeute, so dass nach Beendigung des Extrahierens der Morser mit

Extraktionslosungsmittel gespiilt wurde und anschlieBend die Spiillosung mit der
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Extraktionslosung vor Zentrifugation und Filtration vereinigt wurde. Unter diesen
Extraktionsbedingungen wurde anschlieBend untersucht, welches der oben genannten
Extraktionsldsungsmittel (mit Anteilen an den organischen Lésungsmitteln von 50 %, 60 %,
70 % und 80 %) die besten Extraktionsausbeuten fiir die Idslichen phenolischen
Sekundédrmetabolite zeigt. Dabei wies 60 % MeOH mit einem Zusatz von 0,1 % HCOOH die
hochsten Extraktionsausbeuten auf, so dass dieses Extraktionslosungsmittel in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

3.2 Entwicklung einer HPLC-MS-Methode mit der Ionenfalle im
EMS-Modus als Ubersichtsscan

3.2.1 EMS-Modus
Im Enhanced MS-Modus (EMS-Modus) wird der dritte Quadrupol als lineare Ionenfalle

verwendet. Die Ionen werden von der ESI-Quelle direkt in den dritten Quadrupol tiberfiihrt,
dort gesammelt und anschlieBend ausgelesen. Durch das Sammeln der Ionen in der Ionenfalle
wird eine hohere Empfindlichkeit im Full Scan erreicht als durch einen Quadrupol Full Scan,

bei dem ein Sammeln der Ionen nicht moglich ist.

Ziel war es, eine EMS-Methode zu entwickeln, die es ermdglicht die phenolischen
Sekundédrmetabolite zu ermitteln, die im Vergleich zu Kontrolltabakblittern durch einen
akuten Ozonpuls (c=170 nl I, t=5 h) verstirkt oder neu gebildet werden. Dafiir sollte eine
EMS-Methode im iiblichen Massenbereich von m/z 100-1000 als Ubersichtsscan entwickelt
werden. Durch die Auswahl der Parametereinstellungen sollte der Ubersichtsscan so optimiert
werden, dass eine hohe Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit erhalten wird. Dabei ist ein
stabiles Spray besonders wichtig, da dann die lonisierung sehr gleichmifBig und damit
reproduzierbar erfolgt und aulerdem eine hohe Ionisationsausbeute erreicht wird. Einen
groflen Einfluss auf die Ionisationsausbeute hat des Weiteren die Wahl der Polaritit der
Ionisierung. In anderen Arbeiten (Fang et al. 2002; Sanchez-Rabaneda et al. 2003; Lin &
Harnly 2007) wurde festgestellt, dass phenolische Substanzen im negativen Modus eine
hohere lonisationsausbeute sowie ein besseres Signal/Rausch (S/N) -Verhiltnis zeigen als im
positiven Modus, so dass fiir die Entwicklung der EMS-Methode zur Ermittlung der

ozoninduzierten Sekundidrmetabolite insbesondere der negative Modus berticksichtigt wurde.
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Fiir eine hohe Reproduzierbarkeit und Ionisationsausbeute der Methode war es zundchst
erforderlich, die Sdulendimension sowie die mobile Phase der HPLC-DAD-Methode an die
Anforderungen des Massenspektrometers anzupassen. Des Weiteren mussten die ESI-
spezifischen sowie die substanzspezifischen Parameter der massenspektrometrischen

Detektion optimiert werden.

3.2.2 Anpassung der Siulendimension und der mobilen Phase an die Anforderungen

der massenspektrometrischen Detektion

In der LC-MS-Analytik werden iiblicherweise Fliisse bis maximal 500 ul min"' angewendet,
da bei hoheren Flussraten die Ionisationsausbeute deutlich verringert ist. Dies ist insbesondere
dann der Fall, wenn ein hoher Wasseranteil in der mobilen Phase vorhanden ist. Wasser weist
eine groBere Verdampfungsenthalpie und Oberflichenspannung auf als die in der
LC-MS-Analytik verwendeten organischen Losungsmittel ACN und MeOH. Die hohere
Verdampfungsenthalpie und die hohe Oberflaichenspannung stehen einer effizienten
Vernebelung der mobilen Phase in der ESI-Quelle und damit einer effektiven Ionisierung

entgegen.

Daher wurde die Sdulendimension der Prontosil 120-3-C8 SH an die deutlich niedrigeren
Flussraten der LC-MS-Methode gegeniiber der HPLC-DAD-Methode angepasst. Bei der
HPLC-DAD-Methode wurde bei einer Flussrate von 1,5 ml min eine Siule mit einem
Durchmesser von 4,6 mm verwendet. Fiir die LC-MS-Methode wurde der Sdulendurchmesser
mit 2,0 mm der geringeren Flussrate angepasst. Eine Flussrate von 1,5 ml min™ auf einer
Saule mit 4,6 mm im Durchmesser entspricht einer Flussrate von 0,28 ml min™ auf einer
Sédule mit einem Durchmesser von 2,0 mm, so dass fiir die LC-MS-Methode eine Flussrate

von 0,3 ml min™ gewihlt wurde.

Neben der Wahl des Sdulendurchmessers war es erforderlich die PartikelgroBe der stationdren
Phase sowie die Linge der Sdule festzulegen. Aufgrund des kleineren Partikeldurchmessers
weist eine Sdule mit einer PartikelgroBe von 3 um eine hohere Leistungsfahigkeit beziiglich
ihrer Trenneigenschaften auf als eine Sdule mit einer Partikelgrofe von 5 um, da bei gleicher
Séulenldnge eine hohere Anzahl an theoretischen Bdden vorliegt (Marston 2007). So wird bei

der Verwendung einer stationdren Phase mit einer Partikelgroe von 3 um bei kiirzerer
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Saulenldnge eine vergleichbare Bodenhohe H erhalten wie bei einer stationdren Phase mit
einer PartikelgroBe von 5 um. Dies fiihrt zu einer Verkiirzung der Dauer der Chromatographie
sowie zu einem geringeren Verbrauch an mobiler Phase. Bei der Prontosil 120-3-C8 SH-
Sédule fiir die LC-MS-Methode wurde folglich eine Partikelgrof3e der stationdren Phase von

3 um und eine Séulenldnge von 150 mm gewéhlt.

Die Wahl der mobilen Phase hat bei LC-MS-Messungen einen starken Einfluss auf die
Ionisationsausbeute in der ESI-Quelle. In einer Studie von Chuyckens und Claeys (2002)
wurde gezeigt, dass Flavonoidglycoside mit Wasser/ACN eine hohere Ionisationsausbeute im
negativen ESI-Modus aufweisen als mit einer mobilen Phase bestehend aus Wasser/MeOH.
Die bei der HPLC-DAD-Methode verwendete mobile Phase mit Wasser/ACN war somit auch
gut geeignet fir die LC-MS-Messungen der zu untersuchenden Substanzen im negativen

ESI-Modus.

Neben dem bereits erwidhnten positiven Effekt des Modifiers in der mobilen Phase auf die
chromatographische Trennung der phenolischen Substanzen, hat auch der Modifier selbst
Auswirkungen auf die lonisationsausbeute der Substanzen in der ESI-Quelle. Bei der
Untersuchung von Cuyckens und Claeys (2002) wurde festgestellt, dass fiir Rutin die hochste
Ionisationsausbeute im negativen ESI-Modus mit einer mobilen Phase von 50 % ACN
erhalten wird, die eine Konzentration an HCOOH als Modifierzusatz von 0,1 % aufweist.
Hohere Konzentrationen an HCOOH fiihren dagegen zu einer niedrigeren ESI-MS-
Empfindlichkeit. Die leichter fliichtige HCOOH weist aullerdem deutlich hohere
Ionisationsausbeuten auf als Essigsdure. Auch Rauha et al. (2001) zeigte, dass mit
0,1 % HCOOH in der wassrigen Phase die hochste Ionisationsausbeute fiir Catechin im
negativen Modus erreicht wird. Ebenfalls wurde von Sanchez-Rabaneda et al. (2003)
festgestellt, dass im negativem Modus fiir phenolische Substanzen eine Konzentration an
0,1 % HCOOH in der mobilen Phase zu einer hdheren Ionisationsausbeute fiihrt als
Essigsdure oder hohere Konzentrationen an HCOOH. Die genannten Untersuchungen wurden
an LC-MS-Geridten von unterschiedlichen Herstellern durchgefiihrt, so dass davon
ausgegangen werden konnte, dass HCOOH als Modifierzusatz in einer Konzentration von
0,1 % generell sehr gut geeignet ist. Fiir den zu entwickelnden Gradienten fiir die HPLC-
DAD-Methode und die LC-MS-Methode wurde daher ein Modifierzusatz von 0,1 % HCOOH
gewdhlt.
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3.2.3 HPLC-Methode fiir die LC-MS-Kopplung

Nach der Anpassung der Sdulendimension sowie der Auswahl der mobilen Phase und des
Modifiers wurde mit einem Standardgemisch ein Gradient fiir die LC-MS-Messung mit Hilfe
des DADs entwickelt. Eine direkte Ubertragung der HPLC-DAD-Gradientenmethode der
HPLC-Anlage von Merck (Kap. 3.1.1) war nicht moglich, stattdessen wurde ausgehend von
dieser Gradientenmethode ein geeigneter Gradient fiir die HPLC-Anlage von Agilent
entwickelt. Mit diesem Gradienten wurde auch das optimale Injektionsvolumen fiir die
Probenextrakte ermittelt. Die Probenextrakte wiesen mit etwa 50 % MeOH einen deutlich
hoheren Gehalt an organischem Losungsmittel gegeniiber den chromatographischen
Anfangsbedingungen mit einem ACN-Gehalt von 5 % auf. Der MeOH-Gehalt der
Probenextrakte wurde daher durch eine 1:1-Verdiinnung mit deionisiertem Wasser verringert.
Bei einem Injektionsvolumen des verdiinnten Probenextrakts von 40 pl wurden fiir die in den
Probenextrakten enthaltenen Chlorogensduren schmale, symmetrische Peaks erhalten. Hohere
Injektionsvolumina fiihrten dagegen zu einer deutlichen Peakverbreiterung. In Tab. 3.2 sind

die Methodenparameter der HPLC-Methode fiir die LC-MS-Kopplung aufgefiihrt.

TABELLE 3.2: Methodenparameter der HPLC-Methode fiir die LC-MS-Kopplung

Saule Prontosil 120-3-C8 SH, 150 x 2,0 mm, Partikelgréfe: 3 pm
Saulenofentemperatur 20 °C

Temperatur des Autosamplers 4 °C

Injektionsvolumen 40 pl, nach 1:1-Verdiinnung mit deionisiertem Wasser

Eluent A 0,1 % HCOOH

Eluent B ACN mit 0,1 % HCOOH

Detektoren DAD und MS

Flussrate 300 pl min™

Gradient 0 min 5 % B; 2 min 5 % B, 35 min 55 % B; 40 min 95 % B, 46 min 95 % B;

47 min 5 % B; 57 min 5 % B.

3.2.4 Optimierung der massenspektrometrischen Detektion

Fir die Optimierung der massenspektrometrischen Detektion wurden phenolische
Sekundédrmetabolite verschiedener Substanzgruppen eingesetzt (s. Kap 1.1), von denen bereits
bekannt ist, dass sie in Tabak vorkommen (Pasqualini et al. 2003; Janzik et al. 2005).
AuBerdem wurde als weiterer Standard 3-Methylsalicylsdure verwendet. Diese Substanz

dhnelt strukturell der Salicylsdure, sie kommt allerdings in Pflanzen nicht vor, so dass die
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3-Methylsalicylsdure als interner Standard fiir die EMS-Methode angewendet werden konnte.
Die Substanzen wurden in 25 % wéssrigem ACN mit 0,1 % HCOOH geldst, da dies im Mittel
den chromatographischen Bedingungen entspricht, bei denen die Substanzen von der Saule

eluieren und in die ESI-Quelle eintreten.

Bei den zu optimierenden Parametern im EMS-Modus kann zwischen Parametern
unterschieden werden, die die Ionisierung der Analyten in der ESI-Quelle beeinflussen und
solchen, die den Transfer der Ionen im Massenspektrometer beeinflussen. Diese
geritespezifischen Parameter werden in den Kapiteln 3.2.4.1 und 3.2.4.2 aufgefiihrt und es

wird erldutert, warum eine Optimierung des jeweiligen Parameters erforderlich ist.

3.2.4.1 Optimierung des Declustering Potentials

Das Declustering Potential (DP) ist ein Parameter, der substanzspezifisch ist. Mit dem
Parameter des DPs wird die Potentialdifferenz zwischen dem Einlass ins Massenspektrometer
und dem Quadrupol O kontrolliert. Dieser Parameter hat einen grofen Einfluss auf die
Ionenintensitdt der zu bestimmenden Analyten und die Reproduzierbarkeit der Messungen. Er
minimiert die Anzahl der verbliebenen Analytionen-Losungsmittelcluster und transferiert die
bereits gebildeten lonen in Richtung des Massenspektrometers. Je hoher das DP gewiéhlt wird,
desto geringer ist der Anteil an Analytionen-Losungsmittelclustern, ein zu hohes DP fiihrt

allerdings bereits zu einer Fragmentierung der quasimolekularen Analytionen.

Eine Optimierung dieses Parameters erfolgte manuell fiir alle Standards im negativen sowie
im positiven Modus mit einer Spritzenpumpe im Tuning-Modus im Full Scan mit dem
Quadrupol 1. Der Massenbereich wurde dem jeweiligen Standard angepasst. Anhand der
Ionenintensitdt des Standards wurde damit der jeweilige optimale Wert fiir das DP ermittelt.
Hierbei wurde, iibereinstimmend mit anderen Arbeiten (Fang et al. 2002; Sanchez-Rabaneda
et al. 2003; Lin & Harnly 2007), festgestellt, dass im negativen Modus héhere lonenausbeuten
erreicht werden als im positiven Modus. Eine Optimierung der weiteren EMS-Parameter
erfolgte daher im negativen Modus. Fiir das DP wurde fiir die Optimierung der anderen
EMS-Parameter ein Wert gewdhlt, der fiir alle Standardsubstanzen eine gute und
reproduzierbare lonisierung lieferte. Dabei musste letztendlich ein Kompromiss gefunden

werden zwischen Analyten, die bereits einen geringen Anteil an Fragmentierung ihrer

35



3 Entwicklung und Optimierung der analytischen Techniken

quasimolekularen Ionen aufwiesen, da sie Bindungen mit geringer Bindungsstirke enthalten
sowie Analyten, die weiterhin einen gewissen Anteil an Analytionen-Losungsmittelcluster
aufwiesen. SA wies z. B. -45 V als optimales DP auf, wohingegen E-5-CQA und SA-G ein
optimales DP von -70 V aufwiesen. Als DP fiir die EMS-Methode wurde letztendlich ein
Wert von -60 V gewihlt.

3.2.4.2 Optimierung der ESI-Parameter

Die zu optimierenden ESI-Parameter sind im Gegensatz zum DP weitgehend unabhingig von
den zu bestimmenden Standardsubstanzen. Allerdings sind sie abhidngig von der Flussrate und
FlieBmittelzusammensetzung der in die ESI-Quelle eintretenden mobilen Phase. Die
Optimierung dieser ESI-Parameter musste daher unter den chromatographischen
Bedingungen erfolgen, die dem nachher in der Methode verwendeten Gradienten moglichst
entsprechen. Die Flussrate selbst hat auch einen Einfluss auf die Ionisationsausbeute der
Methode. Ein zu hoher chromatographischer Fluss fithrt zu einem instabilen Spray
insbesondere bei einem hohen Anteil an Wasser aufgrund der hdoheren
Verdampfungsenthalpie und der hohen Oberflichenspannung des Wassers gegeniiber ACN.
Ein stabiles Spray wurde mit einer Flussrate von 300 ul min™ erhalten. Zur Optimierung der
ESI-Parameter wurde mit der Flussrate von 300 pl min™ mit 25 % wissrigem ACN und 0,1 %
HCOOH als mobile Phase gearbeitet, da im Mittel zu diesen chromatographischen

Bedingungen die Standardsubstanzen von der Séule eluieren.

Die Ermittlung der optimierten ESI-Parameter erfolgte mit einer FlieBinjektionsanalyse (FIA)
im negativen Modus mit einem QI Multiple Ion Scan, in dem ausschlieBlich die
quasimolekularen Massen [M-H] der zu optimierenden Standardsubstanzen im Quadrupol 1
selektiert und anschlieend detektiert werden. Bei der FIA wird die HPLC-Anlage verwendet,
um mit der erforderlichen Flussrate von 300 ul min™ arbeiten zu kénnen. Dabei wird nach
jeder Injektion der Standardlosung durch den Autosampler jeweils einer der zu optimierenden
ESI-Parameter variiert und die unter diesen Bedingungen erhaltenen Ionenintensititen der
einzelnen Standards im Q1 Multiple Ion Scan ermittelt. Die Optimierung der einzelnen
Parameter wurde hierbei am Computermonitor verfolgt, um zu iiberpriifen, ob die jeweiligen

Ionenintensititsmaxima der jeweiligen Parameter von der Software richtig gewéhlt wurden.
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Anhand der Ionenintensititen wurde dann entschieden, welcher Wert des jeweiligen

ESI-Parameters eine mdglichst hohe Ionenausbeute fiir alle Standardsubstanzen ergibt.

Folgende ESI-Parameter wurden optimiert: Neben der Flussrate der chromatographischen
Trennung sowie der Polaritit der Ionisierung wurden anschlieBend mit der FIA die
Einstellungen der lonspray Voltage, der Stickstoffstrome sowie die Temperatur des
Hilfsgases optimiert. Bei der lonspray Voltage handelt es sich um die Spannung, die an die
Nadel der ESI-Quelle angelegt wird. Sie beeinflusst die Ionenausbeute sowie die
Spraystabilitit. Bei den Stickstoffstromen handelt es sich um das Nebulizer Gas, das Hilfsgas
sowie das Curtain Gas. Das Nebulizer Gas unterstiitzt die Uberfiihrung der mobilen Phase mit
dem Analyten in feine Tropfchen, wodurch es die Empfindlichkeit und Stabilitit des
Ionensprays beeinflusst. Des Weiteren wurde der Parameter des Hilfsgases sowie dessen
Temperatur optimiert. Die Temperatur des Hilfsgases wurde hierbei optimiert, indem die
Temperatur der Heizelemente der ESI-Quelle verdndert wurde. Das erhitzte Hilfsgas
unterstiitzt die Evaporation des Losungsmittels und damit die Bildung von Ionen in der
Gasphase. Dariiber hinaus verhindert das erhitzte Gas, dass Losungsmittel in das
Massenspektrometer gelangt. Das auflerdem optimierte Curtain Gas strdomt zwischen der
Curtain Plate und dem Einlass ins Massenspektrometer und verhindert das Eintreten von
Losungsmitteltropfchen in  das Massenspektrometer und schiitzt somit vor einem
Verschmutzen der Ionenoptik. Die gewéhlten ESI-Parameter fiir die EMS-Methode sind in
Tab. 3.3 aufgefiihrt.

3.2.4.3 Optimierung der Bedingungen des Ionentransfers

Beim Eingangspotential (EP), der Kollisionsenergie (CE), der Q3-Entry Barrier und dem
CAD Gas handelt es sich um substanzspezifische Parameter, die die Bedingungen des
Ionentransfers von dem Eintritt ins Massenspektrometer bis zur Detektion beeinflussen. Eine
Optimierung der Parameter ist hierbei nicht unter Chromatographiebedingungen erforderlich,
da sie ausschlieBlich von den zu analysierenden Analyten abhéngen. Eine Optimierung der
Parameter erfolgte daher manuell mit einer Spritzenpumpe bei einem Fluss von 10 pl min™ im

Tuning-Modus.
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Das EP leitet und fokussiert den lonenstrom durch den Quadrupol 0. Bei der Anwendung des
Quadrupols 3 als lineare Ionenfalle im Full Scan haben die CE und das CAD Gas andere
Funktionen als {iblich. Fiir den EMS-Modus werden die Parameter fiir CE und CAD Gas sehr
niedrig eingestellt, so dass ihre iibliche Funktion, ndmlich das Fragmentieren der Analytionen,
moglichst nicht auftritt. Mit Hilfe der Optimierung dieser Parameter in niedrigen
Einstellungen soll stattdessen dafiir gesorgt werden, dass die Ionen durch die CE, sowie auch
durch die Q3-Entry Barrier, im Ionenstrom geleitet und fokussiert werden. Mit der
Optimierung des Parameters des CAD Gases in niedrigerer Einstellung wird dafiir gesorgt,
dass die Ionen vor dem Eintritt in die Ionenfalle fokussiert und abgebremst werden, da
ansonsten die lonen zu viel Energie aufweisen wiirden und somit in der Ionenfalle
fragmentieren wiirden. Beim Optimieren dieser Parameter musste folglich sehr stark darauf
geachtet werden, dass die Einstellungen nicht zu hoch gewéhlt wurden, da ansonsten, bei den
hier zur Optimierung herangezogenen Standards, das Salicylsdureglucosid bereits
fragmentierte. Eine zu niedrige Einstellung fiihrte dagegen zu einer schlechteren
Ionenausbeute, da dabei dann die Ionen im Ionenstrom nicht ausreichend fokussiert und
stabilisiert wurden. Hierbei musste somit ein Kompromiss eingegangen werden. Die
gewdhlten Werte der EMS-Methode fiir die Parameter, die den Ionentransfer beeinflussen,

sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt.

TABELLE 3.3: Optimierte Parameter fiir die EMS-Methode:

Flussrate 300 pl min
Declustering Potential -60 V

Ionspray Voltage -3,9kV

Nebulizer Gas 50 Einheiten
Aucxiliary Gas 20 Einheiten

Curtain Gas 14 Einheiten
Eingangspotential -8V
Kollisionsenergie 8V

Q3-Entry Barrier 3V

CAD Gas Einstellung: Medium
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3.3 Entwicklung von zwei HPLC-MS/MS-Methoden mit dem Triple

Quadrupol im MRM Modus zur relativen Quantifizierung

3.3.1 MRM-Modus

Im Multiple Reaction Monitoring (MRM) Modus wird das Massenspektrometer als Triple
Quadrupol Gerit genutzt. Dieser Modus dient der quantitativen Bestimmung von bestimmten,
der Methode angepassten Analyten. Hierbei werden im Quadrupol 1 die Masse zu Ladungs-
Verhéltnisse (m/z) der zu quantifizierenden Analyten selektiert. AnschlieBend werden dann
ausschlieflich diese m/z im Quadrupol 2 unter fiir den jeweiligen Analyten bestimmten
Bedingungen fragmentiert. Die entstandenen Fragmente werden dann im Quadrupol 3
selektiert, wobei eine anschlieBende Detektion eines bestimmten Fragments stattfindet, wenn
dieses Fragment (=Produktion) sowie das zuvor im Quadrupol 1 selektierte quasimolekulare
Ion (=Vorlduferion) spezifisch ist fiir einen der zu quantifizierenden Analyten. Es findet somit
nur eine Detektion eines Analyten statt, wenn im MRM-Modus der zuvor spezifizierte
Ubergang von Vorlduferion zu Produktion bestimmt werden konnte. Durch diese
Funktionsweise weist der MRM Modus eine hohe Selektivitdt auf. Aufgrund der hohen
Selektivitdt dieses Messmodus wird das S/N-Verhéltnis der Messungen enorm gesteigert,
wodurch eine hohe Nachweisempfindlichkeit und Reproduzierbarkeit fiir die zu

analysierenden Substanzen erhalten wird (Hernando et al. 2007).

Ziel hierbei war es, die hohe Selektivitit, Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit des MRM-
Modus zu nutzen, um eine relative Quantifizierung der phenolischen Sekundirmetabolite in
ozonexponierten Pflanzen im Vergleich zu Kontrollpflanzen durchzufiihren. Beim Metabolite
Profiling wird sehr hdufig mit einer relativen Quantifizierung gearbeitet, indem die
Peakflichen der zu bestimmenden Metaboliten in den behandelten Proben mit den
entsprechenden Peakfldchen der unter denselben Bedingungen kultivierten Kontrollproben
des gleichen Gewebes ins Verhiltnis gesetzt werden (Fernie et al. 2004). Eine Kalibrierung
tiber Standards kann in vielen Féllen nicht durchgefiihrt werden, da fiir viele der strukturell
aufgeklarten Substanzen keine Standards zur Verfiigung stehen und auferdem fiir viele der
ermittelten Metaboliten im Metabolite Profiling die Struktur noch unbekannt ist (Hall 2006).

In Kap. 3.3.4 wird auf die relative Quantifizierung ndher eingegangen.
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Im MRM-Modus wurde fiir zwei Fragestellungen jeweils eine Methode entwickelt, deren
Optimierung im Folgenden vorgestellt wird. Die fiir die EMS-Methode entwickelten
ESI-Parameter sind weitgehend unabhédngig von den zu bestimmenden Analyten, so dass
diese ermittelten Parameter sowie die chromatographischen Bedingungen beibehalten
wurden. Eine Optimierung erfolgte fiir das DP sowie die substanzspezifischen Parameter, die
fiir jeden zu bestimmenden Analyten in diesem Modus individuell angewihlt werden konnen.
Dies trdgt zu einer hoheren Empfindlichkeit der MRM-Methode bei, da keine
Kompromisslosungen fiir mehrere Analyten getroffen werden miissen, sondern jeder Analyt
unter den fiir ihn optimalen Bedingungen transferiert, fragmentiert und detektiert werden

kann.

Fiir die MRM-Methoden wurden fiir jeden Analyten die Parameter des DPs, des EPs, der CE
und des Collision Cell Exit Potentials (CXP) optimiert.

Fiir die Optimierung der Parameter des EPs und insbesondere des DPs, die die Ionenintensitit
der Vorlauferionen beeinflussen, wurden Messungen im Full Scan mit dem Quadrupol 1
durchgefiihrt. Ziel war es, eine moglichst hohe Ionenausbeute an den Vorlduferionen zu
erhalten, die sich wiederum im MRM-Modus letztendlich mit einer héheren Ionenausbeute an
den Produktionen zeigt, die fiir die zu entwickelnden MRM-Methoden zunidchst noch

festgelegt werden mussten.

Die Wahl der Produktionen sowie die Optimierung der Parameter, die die Ionenintensitét der
Produktionen beeinflussen, wurde mit Product Ion Scans durchgefiihrt. Beim Product Ion
Scan handelt es sich um einen MS/MS-Scan, bei dem im Quadrupol 1 ein bestimmtes
Vorléduferion selektiert wird, das im Quadrupol 2 in der Kollisionskammer fragmentiert wird
und dessen Produktionen im Quadrupol 3 ausgelesen werden. Im Product Ion Scan werden
somit alle Produktionen ermittelt, die unter bestimmten Parameterbedingungen aus einem
Vorlduferion gebildet werden. Die Ionenintensitit der Produktionen héngt insbesondere von
der Auswahl des entsprechenden Produktions sowie von den Parametern der CE und der CXP
ab. Bei dem Parameter der CE handelt es sich um die Potentialdifferenz zwischen
Quadrupol 1 und Quadrupol 2. Dieser Parameter kontrolliert die Kollisionsenergie, die die
Vorlduferionen in die Kollisionszelle des Quadrupols 2 beschleunigen, in der sie mit

Stickstoffmolekiilen kollidieren. Je nach Kollisionsenergie fiihrt die durch die Kollision der
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Stickstoffmolekiile mit den Vorlduferionen hervorgerufene Energielibertragung zu einem
Bindungsbruch im Vorlduferion und damit zu der Bildung von Produktionen, die im
Qudrupol 3 ausgelesen werden. Entstandene elektrisch neutrale Bruchstiicke werden vom
Vakuumsystem abgepumpt. Der Parameter der Kollisionsenergie hat daher, neben der
Auswabhl des entsprechenden Produktions, einen groB3en Einfluss auf die Empfindlichkeit und
Reproduzierbarkeit der MRM-Methode. Die Produktionen miissen so gewahlt werden, dass
sie moglichst hohe Ionenintensititen im Fragmentspektrum aufweisen. Neben der geeigneten
Wahl der Produktionen muss der Parameter der CE so festgelegt werden, dass eine
Fragmentierung in solch einem AusmalR stattfindet, dass eine mdglicht hohe Ionenausbeute
fiir das jeweilige Produktion erhalten wird. Ein zu hoher Wert kann zu einer unerwiinschten
Fragmentierung der Produktionen, ein zu niedriger Wert kann dagegen zu einer nicht
ausreichenden Bildung der jeweiligen Produktionen aus den Vorlduferionen fithren. Das CXP
fokussiert und beschleunigt letztendlich die wéhrend der Fragmentierung gebildeten

Produktionen aus dem Quadrupol 2 in Richtung des Quadrupols 3.

Bei der Dwell Time handelt es sich um die Dauer eines MS/MS Scans in msec. Um eine
moglichst hohe Empfindlichkeit zu erreichen ist es giinstig, eine moglichst grole Dwell Time
zu wihlen. Allerdings darf die Dwell Time nur so gro3 gewéhlt werden, dass weiterhin pro
Peak 12-16 Datenpunkte vorliegen (Kerns et al. 2004), da daraus ansonsten eine schlechtere

Reproduzierbarkeit der Messung resultiert.

3.3.2 Optimierung der substanzspezifischen Parameter im MRM-Modus zur relativen

Quantifizierung von Salicylsiureglucosid und Tryptophan

Fir die Wahl des geeigneten Blattalters der ozonexponierten Tabakpflanzen fiir die
Ermittlung und Bestimmung von ozoninduzierten Sekundirmetaboliten mittels LC-MS und
LC-MS/MS wurde fiir die relative Quantifizierung von TRP und SA-G eine MRM-Methode
entwickelt. Diese beiden Metabolite wurden ausgewdhlt, da Tryptophan ein typischer
Vertreter des primédren und Salicylsdureglucosid einen typischer Vertreter des sekundiren
Metabolismus darstellt. Die Anwendung der entwickelten MRM-Methode wird in Kap. 3.6

vorgestellt.
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Eine Optimierung der oben genannten substanzspezifischen Parameter erfolgte manuell mit
einer Spritzenpumpe unter Verwendung jeweils eines TRP-, SA-G- und 3-MeSA-Standards

bei einem Fluss von 10 pl min™ im Tuning-Modus mit Full Scans und Product Ion Scans.

Bei der Optimierung des DPs zeigte nur TRP, als aromatische Aminosdure, eine deutlich
hohere lonenintensitit im positiven Modus als im negativen Modus, so dass die zu
entwickelnde MRM-Methode in zwei Perioden mit unterschiedlicher Polaritét der lonisierung
eingeteilt wurde. Tryptophan eluierte mit 7,1 min als erste der drei Standardsubstanzen von
der Séule, weswegen die Periode 1 im positiven Modus von 0-8 min und die Periode 2 im
negativen Modus von 8-57 min gewihlt wurden. Fiir die Periode 1 wurde dabei fiir den ESI-
Parameter der lonspray Voltage ein Wert von 3,9 kV gewihlt. Fiir die Dwell Time wurde fiir
beide Perioden eine Dauer von 100 msec festgelegt. In Tab. 3.5 sind die fiir diese

MRM-Methode optimierten Ubergiinge und substanzspezifischen Parameter aufgefiihrt.

TABELLE 3.5: Uberginge und substanzspezifische Parameter der MRM-Methode
(TRP und SA-G)

Standard RT Periode  Vorlduferion Produktion DP EP CE CXP
(min) (amu) (amu) V) V) V) V)
TRP 7,1 1 205 187 +46 +10 +15 +14
SA-G 9,7 2 299 137 -60 -8 -20 -9
3-MeSA 25,8 2 151 107 -60 -8 -20 -5

Tryptophan (TRP). Salicylséure-8-D-glucopyranosid (SA-G). 3-Methylsalicylsdure (3-MeSA). Retentionszeit
(RT). Declustering Potential (DP). Eingangspotential (EP). Kollisionsenergie (CE). Collision Cell Exit Potential
(CXP).

3.3.3 Optimierung der substanzspezifischen Parameter im MRM-Modus zur relativen
Quantifizierung der ozoninduzierten Sekundirmetabolite und der

Sekundirmetabolite, die eine hohe antioxidative Kapazitit aufweisen

Nach der Ermittlung der phenolischen Sekunddrmetabolite, die unter Ozon verstérkt oder neu
gebildet werden (s. Kap. 4.1), wurde eine relative Quantifizierung dieser ozoninduzierten
phenolischen Sekunddrmetabolite sowie der Metabolite durchgefiihrt, die zwar eine hohe
antioxidative Kapazitit zeigen, jedoch unter einem akuten Ozonstress nicht verstirkt gebildet

werden. Die relative Quantifizierung dieser 32 phenolischen Sekundidrmetabolite in Proben
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von behandelten Tabakblittern im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollproben wurde
mit einer dafiir entwickelten MRM-Methode durchgefiihrt. Die Anwendung der Methode
wird in Kap. 4.3, 4.5.4 und 4.5.5 vorgestellt. Im Folgenden wird ihre Entwicklung und

Optimierung erlautert.

Die Optimierung der Metabolite wurde mit realen Proben durchgefiihrt, da nicht fiir alle der
zu bestimmenden Metabolite Standards zur Verfiigung standen. Den Messungen im Full Scan
und Product Ion Scan wurde daher eine chromatographische Trennung mit der HPLC-Anlage
vorgeschaltet. Alle Ubergiinge der relativ zu quantifizierenden phenolischen
Sekundirmetabolite wurden individuell beziiglich des EPs, des DPs, der CE und des CXPs
optimiert. Um eine moglichst hohe Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit der
33 Ubergiinge der MRM-Methode zu erreichen, musste auBerdem die Dwell Time optimiert
werden. Die fiir eine quantitative Bestimmung erforderlichen 12-16 Datenpunkte pro Peak
(Kerns et al. 2004) wurden bei dieser MRM-Methode mit einer Dwell Time von 100 msec
erreicht. In Tab. 3.6 sind die fiir diese MRM-Methode festgelegten Uberginge sowie die

optimierten substanzspezifischen Parameter aufgefiihrt.
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TABELLE 3.6: Uberginge und substanzspezifische Parameter der MRM-Methode zur
relativen Quantifizierung der Metabolite (vgl. Kap. 4.3).

RT Vorlauferion Produktion DP EP CE CXP
(min) (amu) (amu) V) V) V) V)
8,0 353,1 191,1 -60 -5 -40 -3
9,6 353,1 191,1 -60 -5 -40 -3
9,9 343,1 181,1 -40 -5 -30 )
10,9 299,1 137,1 -60 -8 -15 -8
11,1 477,2 431,2 -60 -5 -20 -8
11,4 353,1 191,1 -60 -5 -40 -3
12,0 343,1 181,1 -40 -5 -30 -2
12,8 447,2 401,2 -40 -4 -20 -5
13,0 353,1 191,1 -60 -5 -40 -3
13,6 353,1 191,1 -60 -5 -40 -3
13,8 469,2 4232 -40 -8 -15 -15
14,1 337,1 173,1 -60 -5 -20 -2
14,4 353,1 191,1 -60 -5 -40 -3
15,2 337,1 173,1 -60 -5 -20 -2
15,3 439,2 3932 -60 -4 -15 -2
16,2 439,2 393,2 -60 -4 -15 2
16,1 337,1 191,1 -60 -5 -20 -2
16,5 337,1 191,1 -60 -5 -20 -2
16,7 367,1 191,1 -40 -5 -40 -5
17,1 367,1 191,1 -40 -5 -40 -5
17,6 312,1 178,2 -60 -5 -30 -2
18,8 312,1 178,2 -60 -5 -30 -2
19,2 319,1 163,1 -60 -4 -20 2
19,3 319,1 163,1 -60 -4 -20 -2
20,5 137,1 93,0 -60 -4 -25 -2
20,7 515,1 191,1 -60 -5 -40 -3
22,3 312,1 178,2 -60 -5 -30 -2
24,0 312,1 178,2 -60 -5 -30 -2
24,0 805,6 773,4 -80 -4 -40 -15
25,0 805,6 773,4 -80 -4 -40 -15
26,8 151,1 107,0 -60 -4 -15 -2
26,8 485,2 397,2 -60 -5 -20 -2
27,8 437,2 3772 -60 -5 -15 -5

Retentionszeit (RT). Declustering Potential (DP). Eingangspotential (EP). Kollisionsenergie (CE). Collision Cell Exit
Potential (CXP).
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3.3.4 Relative Quantifizierung und Matrixeffekte

LC-ESI-MS und LC-ESI-MS/MS wurden erfolgreich im Metabolite Profiling von
phenolischen Substanzen angewendet (Long et al. 2006; Farag et al. 2007). Bei einer
Quantifizierung muss jedoch beriicksichtigt werden, dass, insbesondere bei der Ionisierung im
Elektrospray, Ionensuppression auftreten kann. Eine Ionensuppression kann durch
co-eluierende Analyten oder Matrixsubstanzen verursacht werden, die die lonenintensitit des
zu analysierenden quasimolekularen lons schwichen oder, in selteneren Fillen, auch
verstirken (Matuszewski et al. 2003). Die Ionensuppression bei LC-ESI-MS wurde zum
ersten Mal durch Tang und Kebarle (1993) beschrieben. Die Mechanismen, die zu einer
Ionensuppression fiihren sind bisher noch nicht vollstdndig aufgeklirt (Taylor 2005). Es wird
unter anderem angenommen, dass die zu analysierenden Substanzen mit den co-eluierenden
organischen Substanzen um den Zugang zu der Tropfenoberfliche wihrend des
Elektrosprayionisationsprozesses konkurrieren. lonen, die sich an der Oberfliche der Tropfen
befinden, werden bei der Coulomb Explosion leichter in die Mikrotropfen und letztendlich als
Ionen in die Gasphase {iberfiihrt. Dieser Effekt wird insbesondere durch co-eluierende
oberflachenaktive Substanzen hervorgerufen. Haufig ist jedoch nicht bekannt, welche
co-eluierenden Substanzen zu einer Verstirkung oder Verminderung des Signals fiihren, da

diese Substanzen in der Regel im MS nicht detektiert werden (Niessen 1999).

Vergleicht man die lonensuppression in zwei unterschiedlichen Matrices, so wird hierbei

zwischen absoluten und relativen Matrixeffekten unterschieden.

Bei der Bestimmung des absoluten Matrixeffekts (ME) wird ein Standard in derselben
Konzentration zu einer matrixbelasteten Probe sowie zu einem reinen Losungsmittel dotiert.
Der absolute Matrixeffekt berechnet sich dabei aus den Peakflichen des Standards in der
matrixbelasteten Probe (B) und dem reinen Losungsmittel (A) durch: ME=(B/A)100
(Matuszewski et al. 2003). Bei einem Wert von ME=100 % wiirde somit kein Matrixeffekt

vorliegen.

Viel wichtiger als der absolute Matrixeffekt ist jedoch bei der Validierung von Methoden des
Metabolite Profilings der relative Matrixeffekt. Beim relativen Matrixeffekt handelt es sich
um die Variation des berechneten absoluten Matrixeffekts von zwei verschiedenen

matrixbelasteten Proben, die man in einer wissenschaftlichen Studie miteinander vergleicht.
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Die relativen Matrixeffekte konnen als der relative Variationskoeffizient der Peakfldchen in
den zudotierten matrixbelasteten Proben angegeben werden (Bottcher et al. 2007). Damit zwei
matrixbelastete Proben in einer Studie miteinander verglichen werden kdnnen, sollten sich die
absoluten Matrixeffekte der Proben nicht signifikant unterscheiden, so dass in diesem Fall der
relative Matrixeffekt als praktisch null angesehen werden kann. Damit ist eine relative
Quantifizierung der Metabolite in den miteinander zu vergleichenden matrixbelasteten Proben

moglich. Der absolute Matrixeffekt spielt dabei keine Rolle.

In einer Studie von Béttcher et al. (2007) wurde der absolute und der relative Matrixeffekt
von matrixbelasteten Proben aus Wurzeln und Blittern von Arabidopsis thaliana, die unter
denselben kontrollierten Bedingungen angezogen wurden, ermittelt. Dabei wurde festgestellt,
dass zwar absolute Matrixeffekte von etwa 20 % bis etwa 90 % vorliegen, jedoch die
entsprechenden relativen Matrixeffekte zwischen matrixbelasteten Proben des gleichen
Gewebes, aber von unterschiedlichen Pflanzen derselben Art als praktisch null angesehen

werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Bestimmung des absoluten Matrixeffekts sieben
unterschiedliche Konzentrationen an dem internen Standard 3-MeSA in eine ozonexponierte
Poolprobe (30 h), in eine Kontrollpoolprobe (30 h) sowie in das reine LoOsungsmittel
zudotiert, so dass jeweils alle Proben mit je sieben Konzentrationen an 3-MeSA vonc =1 pg
ml” bis ¢ = 10 ng ml" vorlagen. Das pflanzliche Ausgangsmaterial (Nicotiana tabacum L. cv.
Bel W3) der ozonexponierte Poolprobe sowie der Kontrollpoolprobe wurde unter denselben
kontrollierten Anzuchtbedingungen kultiviert und zu demselben Zeitpunkt geerntet. Des
Weiteren wurden fiir die Probenahme jeweils Blétter vergleichbaren Blattalters geerntet.
Hierbei wurde mit der MRM-Methode fiir den absoluten Matrixeffekt fiir 3-MeSA bei den
sieben verschiedenen Konzentrationen in der ozonexponierten Poolprobe ein Mittelwert von
68,9 % £ 5,6 % und in der Kontrollpoolprobe ein Mittelwert von 65,3 % = 6,2 % ermittelt.
Die ermittelten absoluten Matrixeffekte unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, so
dass kein relativer Matrixeffekt vorliegt und damit eine relative Quantifizierung durchfiihrbar

war.

Fir die relative Quantifizierung der Metabolite im MRM-Modus wurden biologisch

voneinander unabhéngige Einzelblattproben verwendet. Fiir die statistische Analyse wurden
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neben den zur gleichen Zeit angezogenen ozonexponierten Proben (30 h) und Kontrollproben
(30 h) auch die in einem unabhdngigen Experiment, unter den gleichen Bedingungen
kultivierten, ozonexponierten Proben (10 h) und Kontrollproben (10 h) miteinander
verglichen. Es sollte somit zusétzlich gepriift werden, ob ein statistischer Vergleich zwischen
den vier Probengruppen moglich ist. Vor der Extraktion wurde allen biologischen
Einzelproben der interne Standard 3-Methylsalicylsdure zudotiert, so dass die Proben jeweils
eine Konzentration an 3-MeSA von 10 ng ml™ aufwiesen. Fiir alle vier Probengruppen wurde
jeweils der Mittelwert der Peakfliche an 3-MeSA ermittelt. Daraus ergab sich ein relativer
Variationskoeffizient fiir die jeweils miteinander zu vergleichenden Mittelwerte der vier
verschiedenen Probengruppen von 6,7 % + 3,5 %. Zusétzlich zum relativen Matrixeffekt floss
gleichzeitig die Variabilitdt der Probenvorbereitung und der Methode mit ein, so dass der
relative Matrixeffekt, auch bei dem statistischem Vergleich der vier Probengruppen, die unter
kontrollierten Bedingungen kultiviert worden sind, als vernachlidssigbar angesehen werden
kann. Insbesondere dann, wenn beriicksichtigt wird, dass die biologische Variabilitit im
Mittel fiir alle Einzelbldtter, die 30 h nach der Ozonexposition geerntet wurden, bei
30,1 % + 13,4 % lag (siehe Kap. 3.4.3). Die hier erzielten Ergebnisse unterstiitzen somit die
Studie von Bottcher et al. (2007), dass bei Pflanzen derselben Varietdt, die unter
kontrollierten Anzuchtbedingungen kultiviert wurden, bei der Untersuchung des gleichen
Gewebes mit LC-ESI-MS praktisch keine relativen Matrixeffekte zu erwarten sind. Auf eine
weitere Priifung der relativen Matrixeffekte in den miteinander zu vergleichenden

biologischen Proben wurde deswegen verzichtet.

Bei einem Vergleich matrixbelasteter Proben, die von unterschiedlichen Geweben stammen,
ist eine absolute Quantifizierung erforderlich (Fernie et al. 2004), da hierbei unterschiedliche
relative Matrixeffekte zu erwarten sind. Bei einer absoluten Quantifizierung der Metaboliten
kann aufgrund des vorhandenen absoluten Matrixeffekts keine externe Kalibrierung fiir die
absolute Quantifizierung angewendet werden. Um die absoluten Matrixeffekte zu
kompensieren, wire es allerdings mdoglich eine interne Quantifizierung der Metabolite iiber
Standards mit stabiler Isotopenmarkierung (*C oder 2D) durchzufiihren (Fernie et al. 2004).
Die isotopenmarkierten Standards werden hierbei von den Matrixeffekten gleichermal3en
beeinflusst, so dass eine interne Quantifizierung moglich ist. In der vorliegenden Arbeit
standen fiir keine der identifizierten Substanzen isotopenmarkierte Standards zur Verfiigung,

so dass diese Moglichkeit der Quantifizierung nicht in Erwdgung gezogen werden konnte.
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Eine weitere Moglichkeit der Quantifizierung, trotz Vorhandenseins eines Matrixeffekts,
besteht in der Anwendung des Standardadditionsverfahrens. Fiir SA, SA-G und E-5-CQA
standen Standards zu Verfiigung, so dass fiir diese Substanzen beispielhaft eine absolute
Quantifizierung in jeweils vier ozonbehandelten Einzelbléttern (30 h) und den entsprechenden
Kontrolleinzelblattern (30 h) mit dem Standardadditionsverfahren in einer Doppelbestimmung
durchgefiihrt wurde. Die Quantifizierung erfolgte mit der in Kap. 3.3.3 vorgestellten
MRM-Methode. Die ermittelten Gehalte an SA, SA-G und E-5-CQA sind mit den jeweiligen
Standardfehlern in Tab. 3.7 angegeben.

TABELLE 3.7: Gehalte an SA, SA-G und E-5-CQA in den ozonbehandelten Einzelblittern
(30 h) 1-4 und den entsprechenden Kontrolleinzelbléttern (30 h) 1-4

Proben SA (mgkg™) SA-G (mgkg™) E-5-CQA (mg kg™)
Ozonbehandelte Einzelblatter (30 h) 0,6 +0,1 17,9+£2.3 284,6 £ 17,7
Kontrolleinzelblatter (30 h) nn nn 288,7+9,4

Die Zahlen reprisentieren die Mittelwerte + Standardfehler mit jeweils n=4. Salicylsdure (SA).

Salicylsaureglucosid (SA-G). E-5-Caffeoylchinasiure (E-5-CQA). Mittelwert (MW). Nicht nachweisbar (nn).

34 Kenndaten der entwickelten Methoden

3.4.1 HPLC-Methode

Um die Prézision der chromatographischen Methode zu testen, wurde zunéchst die Stabilitét
der Retentionszeiten iiberpriift, indem 10 Extrakte von Tabakblattproben innerhalb von vier
Tagen mit der MRM-Methode gemessen wurden, um die Standardabweichung (SD) der
Retentionszeit fiir SA-G zu bestimmen. Hierbei ergab sich eine maximale SD fiir SA-G von
0,10 min sowie eine mittlere SD von 0,05 min. Aufgrund dieser stabilen Retentionszeiten
zeigte die HPLC-Methode fiir alle entwickelten LC-ESI-MS- und LC-ESI-MS/MS-Methoden

eine gute Reproduzierbarkeit.

3.4.2 Vergleich der Mess- und Methodenprizisionen der EMS- und MRM-Methode

Streuungen von Messwerten werden in der instrumentellen Analytik anhand der

Messprizision sowie die Methodenprézision tiberpriift.
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Bei der Messprézision (Reproduzierbarkeit der Messung) handelt es sich um das MaB fiir die
Schwankungen, die durch die Messung mit der entsprechenden LC-MS-Methode sowie durch
die Auswertung verursacht werden (Kromidas 2000). Fiir die Bestimmung der Messprizision
der EMS- und MRM-Methode wurde derselbe Extrakt einer ozonexponierten
Einzelblattprobe (10 h) dreimal injiziert und mit der entsprechenden MS-Methode detektiert.
Aus den erhaltenen Peakfldchen fiir SA-G wurde anschlieend der Variationskoeftizient (VK)
fiir die jeweilige MS-Methode fiir den ozoninduzierten phenolischen Sekundidrmetaboliten

SA-G bestimmt (Tab. 3.8).

Die Methodenprizision (Reproduzierbarkeit der gesamten Methode) ist ein Mal fiir die
Schwankungen der Messwerte, die durch alle Arbeitsschritte der Methode verursacht werden
und damit neben der Messung und Auswertung auch das Wiegen, die Probenextraktion sowie
die weitere Probenvorbereitung beriicksichtigt (Kromidas 2000). Fiir die Bestimmung der
jeweiligen Methodenpréizision wurden drei verschiedene Extrakte der gleichen
ozonexponierten Einzelblattprobe (10 h) injiziert und mit der entsprechenden MS-Methode
detektiert. AnschlieBend wurden jeweils die auf 200 mg Frischgewicht normalisierten

Peakflachen von SA-G ermittelt und daraus die VKs berechnet (Tab. 3.8).

TABELLE 3.8: Variationskoeffizienten der MS- und der Gesamtmethoden fur SA-G

VK (MS-Methode) fiir SA-G VK (Gesamtmethode) fiir SA-G
EMS-Methode 3,7% 6,8 %
MRM-Methode 1,1 % 32%

Enhanced Mass Spectrometry Scan (EMS). Multiple Reaction Monitoring (MRM). Variationskoeffizient (VK).
Salicylsdure-B-D-glucopyranosid (SA-G).

Bei der entwickelten EMS-Methode handelt es sich um eine qualitative Methode, die im
Vergleich zur MRM-Methode keine hohe Selektivitit aufweist, und damit eine geringere
Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit zeigt. Dies erklért auch, dass bei der EMS-Methode
der VK der MS-Methode, und daraus resultierend auch der VK der Gesamtmethode, hoher
war. Die Reproduzierbarkeit der EMS-Methode ist jedoch fiir die Detektion der zu
ermittelnden ozoninduzierten Metaboliten vollkommen ausreichend, da hierbei nur
Metaboliten als mdgliche ozoninduzierte Metabolite in Erwidgung gezogen wurden, wenn die
Peakhohe einer quasimolekularen Masse in der ozonexponierten Probe mindestens 1,5-fach

hoher war als in der entsprechenden Kontrollprobe. In einer Studie von
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Roepenack-Lahaye et al. (2004) wurde fiir das Metabolite Profiling von verschiedenen
Sekundirmetaboliten in A. thaliana mit einem LC-ESI-TOF-Quadrupolgerit ein VK fiir die
MS-Methode von 11,1 % und einem VK fiir die MS-Mecthode und die Extraktion von
A. thaliana-Blitterproben von 25 % + 17,9 % ermittelt. Von Clifford (2003) wird angegeben,
dass bei den iiblichen Extraktionsmethoden fiir Hydroxyzimtsdurederivate (HCAs) aus

pflanzlichem Gewebe der VK weniger als 10 % betragen sollte.

3.4.3 Validierung der MRM-Methode
Die MRM-Methode wurde fiir die relative Quantifizierung der mit der EMS-Methode

ermittelten sekundidren phenolischen Metabolite entwickelt. Die Validierung dieser
quantitativen Methode umfasste die Parameter Methodenprézision, biologische Variabilitit,
Nachweisgrenze (NG) und Bestimmungsgrenze (BG) sowie die Kalibrierfunktion. Diese
Parameter wurden fiir jeden einzelnen in der MRM-Methode zu bestimmenden phenolischen

Sekundirmetaboliten ermittelt.

Wird bei einem biologischen Experiment von jeder Pflanze jeweils nur ein Blatt geerntet und
werden die erhaltenen Einzelblétter anschlieBend getrennt voneinander untersucht, so handelt
es sich bei den Einzelblittern um biologisch unabhingige Proben. Auch fiir die relative
Quantifizierung der zu bestimmenden phenolischen Sekundidrmetabolite wurden durch die
Ernte von je einem einzelnen Blatt pro Pflanze fiir die Ozonbehandlung mit einer Ernte nach
10 h sowie 30 h jeweils acht bzw. sieben biologisch unabhingige Proben geerntet. AuBerdem
wurden bei jedem Experiment zeitgleich jeweils acht unabhingige Proben von acht
Kontrollpflanzen genommen. Zur Untersuchung der biologischen Variabilitidt wurden von den
Einzelblattproben der 30 h Ozon-Werte je zwei Extrakte hergestellt und die resultierenden
Peakflachen fiir den jeweiligen Metaboliten mit der MRM-Methode bestimmt. Die ermittelten
Peakflichen wurden dann auf eine Einwaage von 200 mg Frischgewicht normiert und
anschlieend der Mittelwert sowie der VK fiir den jeweiligen Metaboliten berechnet. Der
gemittelte VK der Doppelbestimmungen aller Einzelblattproben eines bestimmten
Metaboliten spiegelt die Methodenprizision dieses Metaboliten wider. Die methodischen VKs
der einzelnen Metabolite sind in Tab. 3.9 aufgefiihrt. Fiir die gemittelte Methodenprizision
aller Metabolite der MRM-Methode wurde ein methodischer Gesamt-VK von 3,2 % + 1,5 %

berechnet. Dabei ist zu erkennen, dass der methodische Gesamt-VK von dem jeweiligen
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betrachteten Metaboliten abhidngt. Dies konnte unter anderem darauf zuriickzufiihren sein,
dass die zu bestimmenden Metabolite unterschiedlich groe Peakflichen aufwiesen.
Substanzen mit groBeren Peakflichen wiesen in der Regel geringere VKs auf als Substanzen
mit kleineren Peakflichen. Eine weitere Rolle konnte eine unterschiedliche

Reproduzierbarkeit der Ausbeute der einzelnen Metabolite wihrend der Extraktion spielen.

Fiir die Bestimmung der biologischen Variabilitit wurde aus den acht Mittelwerten der
Doppelbestimmung der biologisch unabhingigen Einzelblattproben die biologische
Variabilitit jedes einzelnen Metaboliten ermittelt. Die in Tab. 3.9 aufgefiihrten biologischen
VKs spiegeln die biologische Variabilitidt der Einzelblattproben wider. Fiir die gemittelte
biologische Variabilitidt aller Metabolite fiir die MRM-Methode wurde ein biologischer
Gesamt-VK von 30,1 % + 13,4 % berechnet. Die biologische Variabilitdt ist folglich viel
groBer als die Variabilitidt der Gesamtmethode. Dies ist auch zu erwarten (Dunn et al. 2005)
und ermoglicht eine relative Quantifizierung. Wie bei der Methodenprézision ist auch bei der
biologischen Variabilitit die Grofe der VKs bei den jeweiligen zu bestimmenden Metaboliten
variabel. Zu einem &dhnlichen Wert bei einer anderen Metabolite Profiling Studie mit
LC-ESI-MS kamen auch von Roepenack-Lahaye et al. (2004). Hier wurde fiir zu ermittelnde
Sekundirmetabolite aus Bléttern von A. thaliana eine gemittelte biologische Variabilitit von

35,5 % + 14,0 % bestimmt.

Zusétzlich zu den methodischen und biologischen VKs der MRM-Methode der einzelnen
Metabolite wurden die NG und BG sowie die Linearitit der MRM-Methode fiir alle zu
bestimmenden Metabolite bis zu einer Verdiinnung von 1:100 ermittelt. Fiir die Ermittlung
dieser drei Parameter in der MRM-Methode war es erforderlich mit den Extrakten von
Pflanzenproben zu arbeiten, um den Einfluss der Matrix auf die entwickelte Methode bei der
Validierung zu beriicksichtigen, da ansonsten nur die Linearitdt der LC-ESI-MS/MS-Messung
bestimmt werden wiirde. Eine Bestimmung der Parameter erfolgte daher durch die stetige
Verdiinnung von zwei Extrakten einer ozonexponierten Poolprobe (30 h) bis zu einer
Verdiinnung von 1:100 und einer anschlieBenden Messung dieser Proben mit der
MRM-Methode. Fiir die Ermittlung der NG, der BG und der Linearitit der Methode wurde
eine ozonexponierte Probe (30 h) verwendet, da diese alle Metaboliten, bis auf SA, in hdheren
oder vergleichbaren Konzentrationen im Vergleich zu einer ozonexponierten Probe (10 h)

enthdlt. Dadurch wurde der groftmogliche Konzentrationsbereich der Kalibriergerade
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erhalten, bei dem eine Bestimmung der Linearitit der Methode, unter Beriicksichtigung der

Matrix, durchgefiihrt werden konnte.

Bei der NG wird die kleinste nachweisbare Menge und bei der BG die kleinste
quantifizierbare Menge einer Substanz bestimmt. Eine iibliche Vorgehensweise bei der
Ermittlung der NG und BG ist die Abschédtzung aus der Peakhohe im Chromatogramm
(Kromidas 2000). Durch eine stetige Verdiinnung der zwei Extrakte einer ozonexponierten
Probe (30 h) bis zu einer Verdiinnung von 1:100 wurde ermittelt, bis zu welcher Verdiinnung
noch ein Signal fiir den jeweiligen Metaboliten zu erkennen ist. Hierbei wurde fiir die
Ermittlung der NG ein S/N-Verhiltnis von 3:1 und fiir die BG von 9:1 zugrunde gelegt
(Kromidas 2000). Die ermittelten NG und BG wurden bis zu einer Verdiinnung von 1:100

ermittelt und sind in Tab. 3.9 angegeben.

Neben der Bestimmung der NG und BG wurde auBlerdem iiberpriift, {iber welchen
Konzentrationsbereich eine Linearitit der Analysenmethode fiir den jeweiligen Metaboliten
gegeben ist. Hierfiir wurden verschiedene Verdiinnungen von zwei unabhéingigen
ozonexponierten Proben (30 h) bis zu einer Verdiinnung von 1:100 mit der MRM-Methode
gemessen und die fiir den jeweiligen Metaboliten erhaltenen Werte der Peakflache gemittelt.
AnschlieBend wurde gepriift, in welchem Konzentrationsbereich ein linearer funktionaler
Zusammenhang zwischen den gemittelten Peakflichen und den durchgefiihrten
Verdiinnungen bestand, indem eine Kalibrierfunktion ermittelt wurde. Fiir die Bestimmung
wurde das Verfahren der linearen Regression nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
durchgefiihrt. Ein wichtiges Kriterium fiir die Linearitdit einer Methode ist der
Korrelationskoeffizient r. Der Korrelationskoeffizient r ist ein MaBl fiir den Grad der
Anpassung eines mathematischen Modells an die experimentell ermittelten Werte und sollte
moglichst einen Absolutbetrag von 0,999 aufweisen (Kromidas 2000). Fiir die Detektion mit
der MRM-Methode ergab sich fiir fast alle zu bestimmenden Metabolite bis zu einer
Verdiinnung von 1:100 bzw. 1:80 und 1:70 ein linearer Zusammenhang mit
Korrelationskoeffizienten von 1=0,9885-0,9994. Fir die Metaboliten mit den
quasimolekularen Massen m/z 137,1 und m/z 485,2, die bereits in der unverdiinnten Probe
sehr kleine Peakflichen aufwiesen, bestand ein linearer Zusammenhang zwischen der
Verdiinnungsstufe und der Peakfldche bis zu einer Verdiinnung von 1:20. Die Ergebnisse sind

in Tab. 3.9 dargestellt.
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TABELLE 3.9: Validierungsparameter der MRM-Methode

RT Ubergang Methodischer  Biologischer NG BG Linearitét
(min) (amu) VK (%) VK (%) (Verdiinnungs- (Verdiinnungs- gegeben bis
stufe) stufe) Verdiinnung
von
8,0 353,1/191,1 3,6 35,5 >1:100 >1:100 1:100
9,6 353,1/191,1 3,5 22,8 >1:100 >1:100 1:100
9,9 343,1/181,1 3.3 28,3 1:100 1:80 1:80
10,9 299,1/137,1 2,3 21,4 >1:100 >1:100 1:100
11,1 477,2/431,2 2,1 20,9 >1:100 1:100 1:100
11,4 353,1/191,1 1,1 26,3 >1:100 >1:100 1:100
12,0 343,1/181,1 3,5 20,0 1:100 1:80 1:80
12,8 447,2/401,2 1,8 28,4 >1:100 1:100 1:100
13,0 353,1/191,1 2,0 14,6 >1:100 >1:100 1:100
13,6 353,1/191,1 3,1 11,1 >1:100 >1:100 1:100
13,8 469,2/423,2 2,5 39,4 >1:100 1:100 1:100
14,1 337,1/173,1 4,6 10,8 >1:100 1:100 1:100
14,4 353,1/191,1 1,1 19,7 >1:100 >1:100 1:100
15,2 337,1/173,1 1,1 18,4 >1:100 1:100 1:100
15,3 439,2/393,2 2,2 38,6 1:100 1:70 1:70
16,2 439,2/393,2 2,0 21,4 1:100 1:80 1:80
16,1 337,1/191,1 5,6 27,3 >1:100 1:100 1:100
16,5 337,1/191,1 3,6 20,4 >1:100 1:100 1:100
16,7 367,1/191,1 3,1 17,9 >1:100 1:100 1:100
17,1 367,1/191,1 3,0 19,5 >1:100 1:100 1:100
17,6 312,1/178,2 5,3 36,1 >1:100 >1:100 1:100
18,8 312,1/178,2 3,2 41,7 1:100 1:80 1:80
19,2 319,1/163,1 4,6 56,7 >1:100 1:100 1:100
19,3 319,1/163,1 6,1 35,6 >1:100 1:100 1:100
20,5 137,1/93,0 1,5 46,7 1:70 1:20 1:20
20,7 515,1/191,1 32 40,6 >1:100 >1:100 1:100
223 312,1/178,2 2,2 48,0 >1:100 >1:100 1:100
24,0 312,1/178,2 3,9 454 >1:100 >1:100 1:100
24,0 805,6/773,4 3,2 38,0 >1:100 >1:100 1:100
25,0 805,6/773,4 3,2 28,2 >1:100 >1:100 1:100
26,8 151,1/107,0 2,7 8,8 >1:100 >1:100 1:100
26,8 485,2/397,2 8,6 37,2 1:50 1:20 1:20
27,8 437,2/377,2 2,3 66,0 >1:100 1:100 1:100

Variationskoeffizient (VK). Nachweisgrenze (NG). Bestimmungsgrenze (BG).
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3.5 Optimierung der substanzspezifischen Fragmentierungsparameter
fiir die Strukturaufklirung der phenolischen Metabolite im

EPI Scan

Fir die Ermittlung der LC-MS/MS-Fragmentspektren wurden Messungen im Enhanced
Product Ion (EPI) Scan durchgefiihrt. Beim EPI-Modus wird ein bestimmtes
quasimolekulares Ton im Quadrupol 1 selektiert, anschlieBend im Quadrupol 2 fragmentiert
und letztendlich die daraus entstandenen Fragmente im Quadrupol 3, der in diesem Modus als
lineare  Ionenfalle arbeitet, ausgelesen. Im  Gegensatz zu dem in der
MRM-Methodenentwicklung angewendeten Product Ion Scan, weist der EPI Scan eine
hohere Empfindlichkeit auf, da die im Quadrupol 2 entstandenen Fragmente in der lonenfalle

gesammelt werden.

Ziel der Fragmentierungen im EPI-Modus war es, moglichst viele der, mit Hilfe des EMS
Scans ermittelten, ozoninduzierten Metabolite sowie weitere phenolische Sekunddrmetabolite
in den Bléittern von ozonexponierten Tabakpflanzen strukturell aufzukldren. Die
Strukturaufklarung von ozoninduzierten Metaboliten sowie Metaboliten, die eine hohe

antioxidative Kapazitit aufweisen, wird in Kap. 4.2 vorgestellt.

Im Gegensatz zur Optimierung der MRM-Methoden im Product Ion Scan war es hier nicht
das Ziel, die substanzspezifischen Parameter so zu optimieren, dass ein Produktion des
Vorlduferions mit einer moglichst hohen lonenintensitét erhalten wird. Fiir die Optimierung
der Fragmentierung war es stattdessen erforderlich, die CE so zu wéhlen, dass ein mdglichst
aussagekriftiges Fragmentspektrum erhalten wird. In einem Fragmentspektrum ist es in der
Regel nicht moglich, alle Signale zu interpretieren. Jedoch sind in einem aussagekréftigen
Fragmentspektrum charakteristische Fragmentierungsmuster enthalten, anhand dessen eine

mogliche Zuordnung dieser Fragmente zu einer Struktur erfolgen kann.

Die Fragmentierung der quasimolekularen Ionen erfolgte aus einer ozoninduzierten
Tabakprobe nach der chromatographischen Trennung. Fiir den EPI-Scan wurden, bis auf die
CE, die Parameter der in Kap. 3.2 vorgestellten EMS-Methode beibehalten, da bei dieser
Methode auch mit der lonenfalle gearbeitet wird. Fiir jeden der strukturell aufzuklarenden

Metabolite wurde die CE in einem LC-MS/MS-Lauf optimiert. Die Hohe der gewdhlten CE
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hing dabei insbesondere von den Bindungsstirken im Molekiil ab. Neben der CE musste der
zu scannende Massenbereich der Ionenfalle festgelegt werden. Der Massenbereich musste so
gewihlt werden, dass sowohl das quasimolekulare Ion als auch dessen Fragmente ausgelesen
werden konnten. Die festgelegten CEs sowie die erhaltenen Fragmentspektren der strukturell

aufgeklarten Metabolite werden in Kap. 4.3 aufgefiihrt.

3.6 Probenahme: Wahl des geeigneten Blattalters

Fiir die Bestimmung der phenolischen Sekundédrmetabolite, die in N. tabacum L. cv Bel W3
nach einem akuten Ozonpuls gebildet werden, war es zunéchst erforderlich, ein geeignetes
Blattalter fiir die Probenahme zu wéhlen. Ziel dieser Untersuchungen war es auf der einen
Seite eine moglichst gute Reproduzierbarkeit der phenolischen Substanzen in Bléttern
desselben Blattalters, die von unterschiedlichen Pflanzen stammen, zu erhalten. Auf der
anderen Seite sollten die phenolischen Substanzen nach der Ozonexposition eine mdglichst

hohe Induktion aufweisen.

Fiir die Untersuchungen wurden die vollstindig ausgebildeten Blitter von acht Tabakpflanzen
als FEinzelbldtter 30 h nach Beginn der Ozonexposition geerntet. Zusitzlich wurden
entsprechende Einzelbldtter von sieben Kontrollpflanzen geerntet. Bei den vollstindig
ausgebildeten Blittern handelte es sich bei den acht Wochen alten Pflanzen um die Blatter 3,
4 und 5. Festgelegt als Blatt 1 wurde hierbei das erste, vom Sprossscheitel aus gezéhlte, Blatt,
das von der Blattspitze bis zum Blattgrund lidnger als 8 cm ist. In Abb. 3.2 sind die
ozonbehandelten Blitter 3, 4 und 5 dargestellt.
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Blatt 3 Blatt 4 Blatt 5

ABBILDUNG 3.2: Typische Blitter 3, 4 und 5 von N. tabacum L. cv Bel W3 geerntet nach
einem akuten, hochkonzentrierten Ozonpuls 30 h nach Behandlungsbeginn. Als Blatt 1 wurde
dabei das von Sprossscheitel aus gezdhlte erste Blatt definiert, das von der Blattspitze bis zum

Blattgrund lidnger als 8 cm ist.

Die Extrakte der ozonexponierten Blétter 3, 4 und 5 (Bl. 3-5 Os;, n=8) sowie die
Kontrollblétter 4 (Bl. 4 K, n=7) wurden mit der MRM-Methode zur Quantifizierung von TRP
und SA-G gemessen. TRP und SA-G wurden verwendet, da sowohl fiir TRP, als eine
Substanz des primiren Metabolismus, als auch fiir SA-G, als eine Substanz des sekundéren
Metabolismus, bereits bekannt ist, dass sie unter Ozonstress in Pflanzen verstéirkt (TRP) bzw.
neu (SA-G) gebildet werden (Langebartels et al. 2002; Janzik et al. 2005). Zusétzlich zu der
Bestimmung der Peakfldchen von TRP und SA-G mit der MRM-Methode wurden auch die

UV-Chromatogramme aller Probenextrakte von 190-400 nm aufgenommen.

In den UV-Chromatogrammen wurden die drei grof3ten Peaks als CQA-Isomere anhand ihrer
UV-Spektren im Vergleich zum UV-Spektrum eines E-5-CQA-Standards identifiziert. Ein
Vergleich der UV-Chromatogramme der Bl. 3-5 O; mit denen der Bl. 4 K zeigte
insbesondere, dass die CQAs in den Bléttern 5 gegeniiber den CQAs in den anderen
Blattproben deutlich reduziert waren. Zusitzlich zur Bestimmung der Peakflichen von TRP
und SA-G wurde daher auch die jeweilige Peakfliche der 5-CQA aus den

UV-Chromatogrammen aller Proben bestimmt. Die ermittelten Peakfldchen eines Metabolits
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wurden jeweils auf 200 mg Frischgewicht normiert und anschlieBend der Mittelwert sowie
der Standardfehler (SE) aller Blitter eines Blattalters bestimmt. Die erhaltenen Mittelwerte

und SE der jeweiligen Metabolite werden in Abb. 3.3 und Abb. 3.4 miteinander verglichen.

Tryptophan Salicylsaureglucosid
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ABBILDUNG 3.3: MRM-Methode: Gemittelte Peakflichen von TRP und SA-G in Blittern
unterschiedlichen Blattalters (jeweils n=8) ozonexponierter Tabakpflanzen (BI. 3 Os, Bl. 4 Os,
Bl. 5 O3 und Blittern 4 (n=7) von Kontrollpflanzen (BI. 4 K). Mittelwerte + SE.

E-5-Caffeoylchinasaure
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ABBILDUNG 3.4: UV-Detektion (A=320 nm): Gemittelte Peakflichen von 5-CQA.
Bestimmung in Blittern unterschiedlichen Blattalters (jeweils n=8) ozonexponierter
Tabakpflanzen (Bl. 3 Os, Bl. 4 Os, BL. 5 Os3) und Blittern 4 (n=7) von Kontrollpflanzen
(BI. 4 K). Mittelwerte + SE.
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Beim Vergleich der gemittelten Peakflichen von TRP sowie SA-G zeigte sich, dass mit
zunechmenden Blattalter auch der Gehalt der beiden Metaboliten in den ozonexponierten
Proben zunimmt (Abb. 3.3). Allerdings zeigten die Blétter 5 gleichzeitig im Mittel eine starke
Abnahme an 5-CQA sowohl gegeniiber den Kontrollbléttern als auch den ozonexponierten
Blattern 3 und 4 (Abb. 3.4). Viele der Blitter 5 wiesen einen hohen Anteil (70-90 % der
Blattfliche) an abgestorbenem Pflanzengewebe auf (Abb. 3.2). Dieser hohe Anteil an totem
Gewebe ist wahrscheinlicher auf eine direkte toxische Wirkung des Ozons als auf die
Auswirkung der hypersensitiven Reaktion (HR) zuriickzufiihren. Im Gegensatz zu diesen
stark geschadigten Blittern 5 zeigten die ozonexponierten Bldtter 3 und 4 die fiir eine HR
typischen punktartigen Lisionen (Wohlgemuth et al. 2002), wobei bei den Blittern 3 die
Symptome schwécher ausgeprigt waren (Abb. 3.2). Sowohl die Blitter 4 als auch die Blétter
3 wiesen vergleichbare Gehalte an 5-CQA gegeniiber den Kontrollblittern auf (Abb. 3.4). Die
Blitter 3 wiesen jedoch keine erhohten Gehalte an TRP auf. Des Weiteren wurde zwar SA-G
auch bereits in den Blittern 3 detektiert, jedoch zeigten die Blétter 4 sowohl fiir TRP als auch
fiir SA-G hohere Gehalte (Abb. 3.3), so dass die Blétter 4 fiir alle Experimente ausgewihlt

wurden.
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4 Untersuchung der ozoninduzierten phenolischen

Sekundirmetabolite in Tabak

4.1 Ermittlung von ozoninduzierten phenolischen Sekundarmetaboliten

in Tabak

Fir die detaillierte Analyse von Unterschieden in den Metabolitenprofilen von
ozoninduzierten Tabakproben und Kontrollproben wurden Messungen mit der entwickelten
EMS-Methode (Kap. 3.2) durchgefiihrt. Ziel dieser Analyse war es, phenolische
Sekundédrmetabolite zu ermitteln, die aufgrund eines akuten Ozonpulses in den Bléttern 4 der
ozonbehandelten Tabakpflanzen der Varietdt L. cv Bel W3 gegeniiber den entsprechenden
Kontrollproben verstirkt gebildet werden. Die angewendete Probenvorbereitung sowie die
EMS-Methode waren zuvor fiir die Substanzklasse der Phenole optimiert worden (Kap. 3.1.2
und Kap. 3.2). Fiir die Untersuchungen wurden in zwei Experimenten die Blitter 4 von
jeweils acht Tabakpflanzen 30 h nach Beginn der Ozonexposition als Mischproben geerntet
(PoolO3A und PoolOsB). In beiden Experimenten wurden zur gleichen Zeit die Blitter 4 von
je acht Kontrollpflanzen als Mischproben geerntet (PoolKonA und PoolKonB). Die
Tabakblitter wurden fiir die vergleichende Analyse 30 h nach Beginn der Ozonexposition
geerntet, da zu diesem Zeitpunkt die ozonbehandelten Blattproben hohe Gehalte an den
induzierten, l6slichen phenolischen Substanzen im Vergleich zu den entsprechenden

Kontrollen aufweisen (Janzik et al. 2005; Francini et al. 2007).

Fir die Ermittlung der ozoninduzierten Sekundirmetabolite wurden sechs Extrakte der
PoolOsA sowie der PoolKonA mit der EMS-Methode gemessen. Nach Dekonvolution der
EMS-Rohdaten mit dem Component Detection Algorithm (CODA) der Software
ACD/MS Manager (ACD/Labs, Torronto, Kanada) wurde jeweils eine vergleichende Analyse
der erhaltenen reduzierten TICs eines Extraktes von PoolO;A und eines Extraktes von
PoolKonA durchgefiihrt. Die vergleichende Analyse basierte auf den ermittelten Masse zu
Ladungsverhiltnissen (m/z) sowie den Retentionszeiten (RTs) der Signale. Peaks wurden als
mogliche induzierte Metabolite in Erwdgung gezogen, wenn sie mindestens ein
Signal/Rausch (S/N) -Verhéltnis von 3 in PoolO;A aufwiesen und aullerdem die Peakhohe
einer ermittelten Masse in allen sechs PoolOs;A im Vergleich zu der Peakhdhe der ermittelten

Masse in allen sechs PoolKonA mindestens 1,5-fach hoher war. Die auf diese Weise
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identifizierten Metabolite mussten die gleichen Anforderungen fiir die Extrakte von PoolO3;B
und PoolKonB erfiillen. Auf diese Weise wurden insgesamt 24 Metabolite ermittelt, die
entweder nur in den ozonexponierten Proben oder mit einer mindestens 1,5-fach groBeren
Peakhohe in den Extrakten von PoolO;A und PoolOs;B im Vergleich zu den Extrakten von
PoolKonA und PoolKonB detektierbar waren (Abb. 4.1). Des Weiteren wurden acht
ozonexponierte Einzelblattproben, die 10 h nach Behandlungsbeginn geerntet wurden, und die
entsprechenden acht Kontrollblétter auf die gleiche Weise untersucht wie die 30 h-Proben.
Mit dieser vergleichenden Analyse wurde ein weiterer Metabolit mit der quasimolekularen

Masse m/z 137 und einer RT von 20,1 min ermittelt.
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ABBILDUNG 4.1: Vergleichende Analyse der reduzierten TICs einer ozonexponierten
Tabakblétterprobe 30 h (PoolOs;A) und der entsprechenden Kontrollprobe (PoolKonA) zur
Bestimmung der ozoninduzierten phenolischen Sekundéirmetabolite. Die reduzierten TICs
wurden erhalten durch Dekonvolution der EMS-Rohdaten mit dem Component Detection
Algorithm (CODA) der Software ACD/MS Manager. Die Zahlen an den Peaks reprédsentieren
die Masse zu Ladungsverhiltnisse (m/z) der ermittelten Metabolite. Jede Farbe représentiert

dabei ein m/z. 3-Methylsalicylsdure (3-MeSA) wurde als interner Standard verwendet.
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4.2

Strukturaufklirung von Metaboliten in Tabak mit LC-MS/MS

Fiir die Identifizierung von Metaboliten in Tabak wurden LC-ESI-MS/MS-Experimente mit

Extrakten von PoolO3;A und PoolO;B im EPI-Modus durchgefiihrt. Die Optimierung der

substanzspezifischen Parameter fiir die Fragmentierungen wird in Kap. 3.5 vorgestellt. Die

Strukturen der in Tabak identifizierten E-Isomere der Metabolite sind in Abb. 4.2 aufgefiihrt.

COOH

OH
OH
Kaffeesdure

(0] OR;

OR,
HO

OH OR,

Chinaséure (R3=Ry=

Shikimisdure (R;=Ry= Rs=H)

COOH

H3CO©/\)'L
HO

Feruloyltyramin

COOH COOH
= =
OCH,
OH OH
Ferulaséure p-Coumarséure

Metabolit R; Ry R;

E-3-Caffeoylchinasiure Kaffeesdure H H

E-4-Caffeoylchinasiure H Kaffeesdure H

E-5-Caffeoylchinasdure H H Kaffeesdure

E-4-p-Coumaroylchinasdure H Coumarsdure H

E-5-p-Coumaroylchinasdure ~H H Coumarsiure

E-5-Feruloylchinaséure H H Ferulasdure
Rs=H) 3,4-diCaffeoylchinasdure Kaffeesaure Kaffeesdure H

3,5-diCaffeoylchinasdure Kaffeesdure H Kaffeesdure

4,5-diCaffeoylchinasédure H Kaffeesdure Kaffeesdure

Metabolit R; Ry Rs

E-3-p-Coumaroylshikimisdure = Kaffeesdure = H H

Metabolit R

Salicylsdure OH

Salicylsdure-B-D-glucopyranosid B-D-Glucose

ABBILDUNG 4.2: Strukturformeln der identifizierten Sekundiarmetabolite in Tabak
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Die substanzspezifischen Parameter der Metabolite sind in Tab. 4.1 aufgefiihrt. Zur
zusitzlichen Absicherung der identifizierten Strukturen wurden, bei Substanzen fiir die keine
Standards zur Verfiigung standen, FTICR-MS-Messungen durchgefiihrt, um anhand der

akkuraten Massen die Summenformeln der Metabolite zu bestimmen.

TABELLE 4.1: LC-MS/MS Charakteristika der identifizierten phenolischen Metabolite

Nr.  Substanz MS RT MS/MS Fragmentionen CE
[M-HT (min)  (m/z (relative Haufigkeit, %)) V)

1 Z-3-Caffeoylchinasiure” 353 8,0 191 (100), 179 (75), 173 (9), 161 (5) 135 (12) 20

2 E-3- Caffeoylchinasiure’ 353 9,6 191 (100), 179 (75), 173 (9), 161 (5) 135 (12) -20

3 Z-4- Caffeoylchinasiure’ 353 11,4 191 (50), 179 (80), 173 (100), 155 (3), 135 (8) -20

4 Salicylsiureglucosid” 299 10,9 299 (7), 137, (100), 93 (9) -20

5 E-4- Caffeoylchinasiure’ 353 13,0 191 (50), 179 (80), 173 (100), 155 (3), 135 (8) -20

6 E-5- Caffeoylchinasiure’ 353 13,6 191 (100), 179 (8), 173 (2), 161 (2) -20

7 Z-5- Caffeoylchinasiure” 353 14,4 191 (100), 179 (8), 173 (2), 161 (2) -20

8 Z-4-p-Coumaroylchinaséure 337 14,5 337 (20), 319 (1), 191 (2), 173 (100), 163 (3), -20
145 (1), 137 (1), 119 (1)

9 E-4-p- Coumaroylchinasiure 337 15,2 337 (18), 319 (1), 191 (1), 173 (100), 163 (7), -20
145 (1), 137 (1), 119 (1)

10 E-5-p- Coumaroylchinasdure 337 16,1 337 (15), 319 (1), 191 (100), 173, (2), 163 (7), 145  -20
(1), 137 (1), 119 (1)

11 Z-5-p- Coumaroylchinasiure 337 16,5  337(14),319(2), 191 (100), 173 (1), 163 (3), 145 -20
(1) 137 (1), 119 (1)

12 E-5-Feruloylchinasiure 367 16,7 193 (12), 191 (100), 173 (3), 134 (8), 111 (2), -40
93 (6)

13 Z-5-Feruloylchinaséure 367 17,1 193 (10), 191 (100), 173 (2), 134 (5), 127 (1), -40
111 (1), 93 (3)

14 Z-Feruloyltyramin 312 17,6 312(93),297 (30), 270 (4), 253 (2), 190 (22), 178 -30
(100), 176 (22), 148 (38), 135 (12)

15 E-Feruloyltyramin 312 18,8 312 (30), 297 (30), 270 (1), 253 (8), 190 (22), -30
178 (100), 176 (18), 148 (38), 135 (18)

16  E-3-p-Coumaroylshikimisdaure 319 19,2 319 (60), 275 (1), 173 (2), 163 (100), 155 (12), -20
145 (2), 137 (10), 119 (1), 111 (1)

17 Z-3-p-Coumaroylshikimisiure 319 193 319(60), 275 (1), 173 (2), 163 (100), 155 (12), 20
145 (1), 137 (9), 119 (1), 111 (1)

18  3.4-Dicaffeoylchinasdure 515 19,6 353 (20); 335 (25); 191 (52); 179 (70); -30
173 (100); 161 (30); 135 (5)

19 Salicylsdure’ 137 20,5 137 (5), 93 (100) -25

20  3,5-Dicaffeoylchinaséure 515 20,7 353 (15); 335 (0); 191 (100); 179 (38); 173 (2); -30
161 (2); 135 (5)

21  4,5-Dicaffeoylchinasdure 515 21,2 353 (25); 335 (0); 191 (75); 179 (82); 173 (100); -30

161 (18); 135 (3)
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22 Z-Feruloyltyramin 312 223 312(92),297 (50), 270 (2), 253 (18), 190 (35), 230
178 (100), 176 (22), 148 (58), 135 (12)
23 E-Feruloyltyramin 312 240  312(55),297 (40), 270 (2), 253 (10), 190 (22), -30

178 (100), 176 (18), 148 (40), 135 (12)

Die Metabolite sind nach ihrer Elutionsreihenfolge von einer C8-Sdule aufgefiihrt. Die Identitdt von Substanzen, die mit
einem Stern (*) gekennzeichnet sind, wurde durch Vergleich der Retentionszeit (RT) und der Fragmentspektren von

Standards bestétigt.

4.2.1 Ozoninduzierte Metabolite

4.2.1.1 Isomere der Feruloylchinasiure

Die Peaks mit der quasimolekularen Masse m/z 367 wurden als Isomere der
Feruloylchinasdure (FQA) (Substanzen 12 und 13 in Tab. 4.1) identifiziert. Die
Identifizierung der Substanzen als FQA-Isomere wurde durch den Vergleich mit
Fragmentspektren von Standards der China- und Ferulasidure sowie mit Fragmentspektren der
FQAs aus der Literatur (Clifford et al. 2003) abgesichert. Aus der Messung der akkuraten
Massen der beiden quasimolekularen Ionen mit FTICR-MS wurde jeweils die Summenformel
C17H2009 abgeleitet, die mit der Summenformel der FQA iibereinstimmt. Beide Substanzen
wiesen identische Fragmentspektren im EPI-Modus auf. Das Fragment m/z 191 als
Hauptpeak des Fragmentspektrums wies auf eine Chinasdure in der Struktur hin
[Chinasdure-H]". Als weitere typische Fragmente der Chinasidure wurden m/z 173, m/z 127
und m/z 111 ermittelt. Das m/z 193 deutete auf eine Ferulasdure in der Struktur hin
[Ferulasdure-H]". Dieses Fragment wies fiir die Substanz 12 eine relative Haufigkeit von 12 %
und fiir die Substanz 13 von 10 % auf. Neben dem Fragment m/z 193 wurden auch die fiir

eine Fragmentierung der Ferulasdure typischen Fragmente m/z 134 und m/z 93 detektiert.

Die Esterbindung der FQA kann in 3-, 4- oder 5-Position der Chinasdure vorliegen. In einer
Studie von Clifford et al. (2003) wurde gezeigt, dass sich die drei Konstitutionsisomere
anhand ihrer LC-ESI-MS/MS-Fragmentspektren unterscheiden lassen, da die jeweiligen
relativen Intensitdten der entstehenden Fragmente von der Position der Esterbindung im
Molekiil abhingen. Die Substanzen 12 und 13 zeigten im Fragmentspektrum einen Hauptpeak
mit m/z 191 und das Fragment mit m/z 193 mit einer relativen Hiufigkeit von 12 % fiir
Substanz 12 und 10 % fiir Substanz 13. Anhand des von Clifford et al. (2003) entwickelten

Schemas zur Identifizierung von Hydroxyzimtsdurederivaten mit LC-MS" wiirde es sich bei

63



4 Untersuchung der ozoninduzierten, phenolischen Sekundérmetabolite in Tabak

den Substanzen 12 und 13 aufgrund dieser Merkmale im Fragmentspektrum um

5-FQA-Isomere handeln.

Kiehne (1996) zeigte, dass aus dem Standard 5-CQA in wissriger Na,CO3-Losung infolge
einer Acylmigration die 4- und 3-Iomere der CQA gebildet werden. Dabei wurde zuerst das
4-Isomer und dann das 3-Isomer gebildet. Zur Uberpriifung, ob es sich bei den identifizierten
FQAs der Substanzen 12 und 13 um die 5-Isomere handelt, wurden Extrakte einer
PoolOs;A-Probe auf einer C18-SPE-Kartusche aufkonzentriert, in einer SpeedVac bis zur
Trockne eingeengt und anschlieend in Wasser aufgenommen. Die Probe wurde 0 min, 5 min
und 30 min nach Zugabe einer wissrigen Na,CO3-Losung im EPI-Modus zur Fragmentierung
der Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 367 gemessen. Nach 0 min wurden nur die
Substanzen 12 und 13 (Tab. 4.1) detektiert. Nach einer Wartezeit von 5 min wurden zwei
zusitzliche FQA-Isomere mit RT=14,9 min und RT=15,8 min detektiert. Nach einer
Wartezeit von 30 min wurden zu den bereits detektierten vier FQA-Isomeren zwei weitere mit

RTs von 12,5 min und 13,0 min im EPI-Modus detektiert (Abb. 4.3).
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ABBILDUNG 4.3: Extracted Ion Chromatogramme der FQA-Isomere aus dem Probenextrakt

vor (A) und nach der Isomerisierung in wéssriger Na,COs3-Losung (30 min) (B).

Peaks A1/A2 und B1/B2 zeigten jeweils, wie die Substanzen 12 und 13 (Peaks C1/C2),
identische Fragmentspektren (Abb. 4.4). Anhand der Reihenfolge der Isomerisierung in
wassriger Na,CO;-Losung konnten die ermittelten Fragmentspektren den jeweiligen
FQA-Isomeren zugeordnet werden. Ubereinstimmend mit der Untersuchung von Clifford et
al. (2003 und 2005) zeigte die 3-FQA (Peaks A1/A2) im Fragmentspektrum einen Hauptpeak
mit m/z 193 [Ferulasdure-H]" und die 4-FQA (Peaks B1/B2) wies einen Hauptpeak mit
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m/z 173 [Chinaséure-H-H,O] auf (Abb. 4.4). Das Fragmentspektrum der 5-FQA zeigte als
Hauptpeak das m/z 191 [Chinasdure-H]| begleitet durch ein schwicheres Signal des m/z 193
[Ferulasdure-H]" (Abb. 4.4), so dass die Identifizierung der Substanzen 12 und 13 als
5-Isomere der FQA auf diese Weise abgesichert wurde. Auflerdem wurde dadurch gezeigt,
dass das von Clifford et al. (2003) entwickelte Schema auf die in dieser Arbeit ermittelten

Fragmentspektren zur Identifizierung der Hydroxyzimtsaurederivate anwendbar war.

Die Substanzen 12 und 13 sind Stereoisomere, da es sich bei beiden Substanzen um eine FQA
mit einer Esterbindung in 5-Position handelt. Sie unterscheiden sich rdumlich durch E- und
Z-Isomerie der Doppelbindung in der Ferulasdureeinheit des FQA-Molekiils. Aus der
Literatur ist bekannt, dass ein betrdchtlicher Anteil der E-Phenylpropanoide durch Exposition
mit UV-Licht in die entsprechende Z-Form durch Isomerisierung iberfithrt wird
(Parr & Bolwell 2000). Eine Exposition eines Extraktes von PoolO3A mit UV-Licht
(A=366 nm, t=1 h) flihrte zu einer Verringerung der Peakflache der Substanz 12 und zu einer
Erhohung der Peakfliche der Substanz 13. Daher wurde die Substanz 12 als E-5-FQA und die
Substanz 13 als Z-5-FQA (Tab. 4.1) identifiziert.
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ABBILDUNG 4.4: Fragmentierung der 3-, 4- und 5-FQA-Isomere im EPI Modus
(m/z=367, CE=-30V) aus einem Probenextrakt nach der Isomerisierung der 5-FQA durch
Zugabe einer wissrigen Na,CO;-Losung. Eine Fragmentierung der Isomere erfolgte dabei
30 min nach Zugabe der wissrigen Na,CO;-Losung. Peaks A1/A2, B1/B2 und C1/C2
(Abb. 4.3) lieferten jeweils identische Fragmentspektren.

4.2.1.2 Isomere der p-Coumaroylchinasiure

Die Substanzen 8-11 mit einer quasimolekularen Masse m/z 337 wurden aufgrund ihrer
Fragmentspektren im EPI Modus als Isomere der p-Coumaroylchinasdure (p-CoQA)
identifiziert (Tab. 4.1). Die Strukturaufkldrung wurde bestétigt durch den Vergleich mit
Fragmentspektren von Standards der p-Coumarsidure und der Chinaséure sowie durch den
Vergleich mit Fragmentspektren der p-CoQAs aus der Literatur (Clifford et al. 2003;
Sanchez-Rabaneda et al. 2004). Die durch Messungen der akkuraten Massen mit dem
FTICR-MS ermittelte Summenformel C;sHisOg stimmte des Weiteren auch mit der
Summenformel der p-CoQA iiberein. Die Fragmentspektren aller vier Substanzen hatten als
Gemeinsamkeit einen MS/MS-Peak bei m/z 319. Dabei handelte es sich um das

p-Coumarsdureion aus dem ein Molekill Wasser abgespalten worden war
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[p-Coumarsédure-H-H,O]". Als weitere Gemeinsamkeiten wurden in allen Fragmentspektren
vergleichbare Intensititen an den Fragmenten m/z 163, m/z 145 und m/z 119 ermittelt, die
von der p-Coumarsdureeinheit stammten, sowie das Fragment m/z 137, das von der
Chinasdureeinheit stammte. Im Gegensatz dazu zeigten jedoch die Substanzen 8 und 9 einen
Hauptpeak bei m/z 173 [Chinasdure-H-H,O] und nur schwache Signale des m/z 191
[Chinasdure-H] und des m/z 163 [p-Coumarsiure-H]. Wohingegen die Substanzen 10 und 11
einen Hauptpeak bei m/z 191 und nur schwache Signale des m/z 163 und des m/z 173 im
Fragmentspektrum aufwiesen. Aufgrund der unterschiedlichen Hauptpeaks, die jeweils von
der Chinasdureeinheit im p-CoQA Molekiil stammten, wurden die Substanzen 8 und 9 als
4-p-CoQA und die Substanzen 10 und 11 als 5-p-CoQA identifiziert (Clifford et al. 2003;
Clifford et al. 2005). Bei den Substanzen 8 und 9 sowie den Substanzen 10 und 11 handelte es
sich daher um Stereoisomere, die sich in der E- oder Z-Konfiguration der
p-Coumarsdureeinheit  unterscheiden.  Eine  UV-Exposition der  Probenextrakte
(A=366 nm, t=1 h) fiihrte zu einer Reduktion der Peakfliche der Substanzen 9 und 10,
wohingegen sich die Peakflache der Substanzen 8 und 11 vergréBerte. Die Substanzen 8 und
9 wurden deswegen als Z- und E-4-p-CoQA und die Substanzen 10 und 11 als E- und
Z-5-p-CoQA identifiziert.

4.2.1.3 Isomere der p-Coumaroylshikimisiure

Die Substanzen 16 und 17 (Tab. 4.1) zeigten beide ein quasimolekulares Ion m/z 319 sowie
die gleichen MS/MS-Fragmente im EPI-Modus (Abb. 4.5). Die quasimolekularen Ionen mit
m/z 319 der beiden Substanzen deuteten an, dass beide ein Molekiill H,O weniger in der
Struktur aufweisen, als die p-CoQA-Isomere mit der quasimolekularen Masse m/z 337. Die
Fragmentspektren der p-CoQA-Isomere zeigten auch ein Fragment mit m/z 319, das aufgrund
einer Abspaltung von Wasser aus dem quasimolekularen Ion gebildet wurde. Ein Verlust an
Wasser, der in der Chinasdureeinheit der p-CoQA-Isomere moglich wire, konnte zur Bildung
einer Shikimisdureeinheit gefiihrt haben. In den Fragmentspektren der p-CoQA-Isomere
waren die Fragmente mit m/z 173 [Chinasdure-H-H,O] sowie m/z 191 [Chinasdure-H]
vorhanden, die aus der Chinasédureeinheit stammten. Die Substanzen 16 und 17 zeigten auch
ein MS/MS-Fragment des m/z 173, jedoch keines des m/z 191. Die Fragmente m/z 173 der
Substanzen 16 und 17 konnten daher von einer Shikimisdure im Molekiil stammen

[Shikimisdure-H]". Auch die Fragmente m/z 155, m/z 137 und m/z 111 der Substanzen 16 und
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17 waren, durch das Fehlen des Fragments m/z 191, typisch fiir eine Shikimisdureeinheit im
Molekiil, da bei der Fragmentierung eines Shikimisdurestandards die gleichen Fragmente
erhalten wurden. Der Hauptpeak der Fragmentspektren der Substanzen 16 und 17 war das
Signal des m/z 163, das darauf hindeutete, dass eine p-Coumarsdure in der Struktur enthalten
war. Diese Annahme wurde dadurch bestétigt, dass die bei einer Fragmentierung eines
p-Coumarsiurestandards entstehenden Fragmente m/z 145, m/z 137 und m/z 111 auch in den
Fragmentspektren der Substanzen 16 und 17 detektiert wurden. Das Fragment m/z 145 war
hierbei auf einen Neutral Loss der Shikimisdure (m/z 174) zurlickzufiihren. Das Fragment
m/z 155 in den Fragmentspektren der Substanzen 16 und 17 zeigte einen Neutral Loss der
p-Coumarsiure (m/z 164) an. Der Hauptpeak in den Fragmentspektren der Substanzen 16 und
17 war das Signal des m/z 163 [Coumarsdure-H]. Nach dem Schema von Clifford et al.
(2003 und 2005) zur Identifizierung von Hydroxyzimtsdurederivaten mit LC-MS" handelt es
sich um ein 3-Isomer der HCA, wenn es sich bei dem Hauptpeak im Fragmentspektrum der
HCA um das quasimolekulare Ion der Zimtsdurederivateinheit [Zimtsdurederivat-H]™ handelt.
Durch die Ubertragung dieses Schemas auf die Fragmentspektren der p-CoShiA-
Stereoisomere, konnten die Substanzen 16 und 17 als 3-Isomere der p-CoShiA identifiziert
werden. Eine UV-Exposition eines PoolOs;A-Extraktes fithrte zu einer Verringerung der
Peakflache der Substanz 16 und zu einer VergroBerung der Peakfliche der Substanz 17, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei Substanz 16 um E-3-p-CoShiA und

bei Substanz 17 um Z-3-p-CoShiA handelt.

Zur weiteren Absicherung der Identifizierung wurde durch FTICR-MS-Messungen anhand
der gemessenen akkuraten Masse die Summenformel des quasimolekularen Ions
m/z 319,08257 (Substanz 16) mit C;sH;607 berechnet (Abb. 4.5). Fiir die Substanz 17 wurde
die gleiche Summenformel bestimmt. Die durch Messung der akkuraten Massen ermittelte
Summenformel stimmte mit der berechneten Summenformel der p-CoShiA iiberein. Die
Abweichung der gemessenen akkuraten Masse zur berechneten Masse der Summenformel lag
fiir die angegebene akkurate Masse bei 0,8 ppm. Dies ist eine sehr gute Massengenauigkeit.
Im Vergleich dazu erreichte ein LC-ESI Quadrupol Time of Flight MS bei der Bestimmung
der akkuraten Masse von Flavonoiden aus komplexen Probenmatrices eine

Massengenauigkeit von 20-50 ppm (Farag et al. 2007).
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ABBILDUNG 4.5: LC-ESI-MS/MS-Fragmente und Strukturformel des ozoninduzierten
Metabolits  E-3-p-Coumaroylshikimisdure (Substanz 16 aus Tab. 4.1). Fir die
quasimolekulare Masse m/z 319 ist die durch FTICR-MS/MS-Messungen ermittelte akkurate

Masse sowie die daraus berechnete Summenformel angegeben. Neutral Loss (NL).

4.2.1.4 Salicylsidure und Salicylsidure-p-D-glucopyranosid

Substanz 19 mit einer quasimolekularen Masse m/z 137 und Substanz 4 mit einer
quasimolekularen Masse m/z 299 wurden als SA und SA-G identifiziert (Tab. 4.1). Die
Identifizierung erfolgte durch den Vergleich der RTs und der erhaltenen Fragmentspektren
mit Standards. Das bei der Fragmentierung der SA-G erhaltene Fragment m/z 137
[Salicylsdure-H] wurde dabei auf einen Neutral Loss der Glucoseeinheit zuriickgefiihrt. Das
MS/MS-Fragment mit m/z 93 in den Fragmentspektren von SA und SA-G wurde vermutlich

aufgrund einer Decarboxylierung der Salicylsdureeinheit [Salicylsdure-H-CO,]" gebildet.

4.2.1.5 Feruloyltyramine

Die Substanzen 14, 15, 22 und 23 wiesen alle ein quasimolekulares Ion [M-H] des m/z 312
auf und zeigten alle vergleichbare Fragmentspektren im EPI Modus (Tab. 4.1). Das
Fragmentspektrum der Substanz 23 ist, beispielhaft fiir alle vier Substanzen, in Abb. 4.7

69



4 Untersuchung der ozoninduzierten, phenolischen Sekundérmetabolite in Tabak

aufgefiihrt. Die gerade Zahl des m/z mit 312 zeigte an, dass ein Stickstoffatom in den
Verbindungen dieser vier Substanzen enthalten war. Alle Substanzen zeigten auflerdem ein
Fragment des m/z 297, das auf einen Neutral Loss eines Methylradikals zuriickgefiihrt werden
konnte [M-H-CH3]. Durch einen Vergleich der Fragmentspektren mit einem
Fragmentspektrum von Dauwe et al. (2007) wurden die Substanzen 14, 15, 22 und 23
vorldufig als Isomere des Feruloyltyramins (FT) identifiziert. Der Neutral Loss des
Methylradikals konnte daher der Ferulasdureeinheit des Molekiils zugeordnet werden.
Zusitzlich zu den Fragmentspektren stimmten auch die UV-Spektren der Substanzen 14, 15,

22 und 23 (Abb. 4.6) mit dem UV-Spektrum von FT in Dauwe et al. (2007) gut {iberein.
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Die Identifizierung der Substanzen als Isomere des FTs wurde des Weiteren durch Messungen
der akkuraten Massen mit einem FTICR-MS abgesichert. In Abb. 4.7 sind die bei einer
Fragmentierung der quasimolekularen Masse m/z 312 erhaltenen akkuraten Massen sowie die
entsprechend daraus berechneten Summenformeln angegeben. Die mit dem FTICR-MS
erhaltene Massengenauigkeit lag fiir die ermittelten Summenformeln zwischen 0,3 und
1,4 ppm. Fiir das quasimolekulare Ion der m/z 312 wurde anhand der akkuraten Massen

jeweils die Summenformel C;gH;9NO; ermittelt, die mit der Summenformel des FTs

ubereinstimmt.

Eine Exposition des Probenextrakts mit UV-Licht (A=366 nm) fiihrte zu einer Vergro3erung
der Peakfliche von Substanz 14 und 22 und zu einer Verkleinerung der Peakflichen der
Substanzen 15 und 23. Die Substanzen 14 und 22 wurden daher als zwei verschiedene
Z-Isomere des FTs und die Substanzen 15 und 23 als zwei verschiedene E-Isomere des FTs
identifiziert. Die zwei verschiedenen Z-Isomere sowie die zwei verschiedenen E-Isomere

unterscheiden sich vermutlich in der Position der OH-Gruppen oder der OCH;3-Gruppe.
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ABBILDUNG 4.7: LC-ESI-MS/MS-Fragmente (EPI Modus) und Strukturformel des
ozoninduzierten Isomers von Feruloyltyramin (Substanz 23 aus Tab. 4.1). Fiir die Fragmente

m/z 312, m/z 297, m/z 190 und m/z 178 sind die durch FTICR-MS/MS-Messungen

ermittelten akkuraten Massen sowie die daraus berechneten Summenformeln angegeben.

4.2.2 Metabolite mit einer hohen antioxidativen Kapazitit, die aber nicht unter

Ozonstress verstirkt gebildet werden

4.2.2.1 Isomere der Caffeoylchinasaure

Die Substanzen 1-3 und 5-7 mit einer quasimolekularen Masse [M-H] von m/z 353 wurden
aufgrund ihrer Fragmentspektren als Isomere der CQA identifiziert (Tab. 4.1). Die
Strukturaufklarung wurde bestétigt durch den Vergleich mit Fragmentspektren von Standards
und Fragmentspektren aus der Literatur (Clifford et al. 2005). Die Substanzen 1 und 2 wurden
als 3-CQA-Isomere mit einem Hauptpeak der m/z 191 [Chinasdure-H] sowie dem Fragment
der m/z 179 [Kaffeesdure-H| mit einer relativen Haufigkeit von 75 % identifiziert. Bei den

Substanzen 3 und 5 handelte es sich um 4-CQA-Isomere, die im Fragmentspektrum einen
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Hauptpeak der m/z 173 [Chinasdure-H-H,O] aufwiesen. Als 5-CQA-Isomere wurden die
Substanzen 6 und 7 identifiziert, da sie einen Hauptpeak der m/z 191 [Chinasdure-H] und nur
ein schwaches Signal der m/z 179 [Kaffeesdure-H] zeigten. Durch die Umsetzung eines
E-5-CQA-Standards in wissriger Na,CO3-Losung wurden infolge einer Acylmigration zuerst
die E-4-CQA und dann die E-3-CQA gebildet (Kiehne 1996). Eine UV-Exposition des
isomerisierten E-5-CQA-Standards (A=366 nm, t=1 h) fiihrte zur Bildung von Z-3-CQA,
Z-4-CQA und Z-5-CQA. Durch den Vergleich der erhaltenen Fragmentspektren und RTs
wurden die Substanzen 2, 4 und 7 als Z-Isomere und die Substanzen 1,3 und 6 als E-Isomere
der CQA identifiziert. Die 3- und 4- CQA zeigten somit eine Elutionsreihenfolge des
Z-Isomers vor dem E-Isomer, wohingegen sich die Elutionsreihenfolge der 5-CQA umkehrte.
Diese Elutionsreihenfolge wurde fiir 3-, 4- und 5-CQA auch von Brandl und Herrmann (1983)
auf einer RP 18-Sdule ermittelt. Bei der 3- und 4-CQA wies somit jeweils das Z-Isomer eine
hohere Hydrophilie als das E-Isomer auf, wohingegen es sich bei der 5-CQA umkehrt
(Clifford et al. 2008).

4.2.2.2 Isomere der Dicaffeoylchinasiure

Die Substanzen 18, 20 und 21 mit der quasimolekularen Masse [M-H] von m/z 515 wurden
vorldufig als diCQAs identifiziert (Tab. 4.1). Die Fragmentspektren der drei Substanzen
wiesen alle das Fragment m/z 353 in vergleichbaren Intensitéten auf, bei dem es sich um das
quasimolekulare Ion der CQA handelte. Anhand der Intensititen der aus der CQA-Einheit des
diCQA Molekiils gebildeten Fragmente sowie des Vorhandenseins bzw. nicht
Vorhandenseins des Fragments der m/z 335 konnte die Verkniipfung der Kaffeesduren an die
Chinasdure fiir die Substanzen 18, 20 und 21 durch Vergleich mit Fragmentspektren aus der
Literatur (Clifford et al. 2005) ermittelt werden. Die Substanzen 18 und 21 wiesen beide einen
Hauptpeak mit m/z 173 [Chinasdure-H-H,O] sowie ein Fragment m/z 179 [Kaffeesdure-H]
mit einer relativen Haufigkeit von 70 % fiir Substanz 18 und 82 % fiir Substanz 21 auf. Im
Gegensatz zur Substanz 21 zeigte Substanz 18 zusitzlich ein Fragment m/z 335, das einem
Neutral Loss der Kaffeesdure zugeordnet werden konnte [M-H-Kaffeesdure]. Anhand dieser
Merkmale wurde Substanz 18 als 4,5-diCQA und Substanz 21 als 3,4-diCQA identifiziert.
Substanz 20 zeigte als Hauptpeak das m/z 191 [Chinasdure-H] sowie das Fragment m/z 179
[Kaffeesdure-H]” mit einer relativen Héaufigkeit von 38 %. Das Fragment m/z 335 wurde bei

der Fragmentierung der Substanz 20 nicht detektiert. Aufgrund dieser Charakteristika im
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Fragmentspektrum wurde die Substanz 20 als 3,5-diCQA identifiziert. Eine Absicherung der
Strukturaufklarungen erfolgte durch die Messung der akkuraten Masse. Fiir alle drei
Substanzen wurde die Summenformel C,sH»401, ermittelt, die mit der Summenformel der

diCQA-Isomere iibereinstimmt.

4.2.3 E- und Z-Konfiguration der Hydroxyzimtsiurederivate

Alle identifizierten Hydroxyzimtsdurederivate (HCAs), bis auf die diCQAs, wurden sowohl in
E- als auch in Z-Konfiguration detektiert. Zur Uberpriifung, ob es sich bei den detektierten
Z-Isomeren um Artefakte handelte, die wihrend der Probenvorbereitung aus den E-Isomeren
entstanden waren (Moller & Herrmann 1982), wurde ein E-5-CQA-Standard bei der
Probenvorbereitung auf die gleiche Weise behandelt wie die Tabakblattproben. LC-MS/MS-
Messungen im MRM Modus zeigten fiir die drei behandelten E-5-CQA-Standards jeweils
einen groBen Peak der E-5-CQA sowie einen kleinen Peak der Z-5-CQA, der jedoch nur
2,2 % + 0,5 % der Peakfliache des E-Isomers aufwies (Abb. 4.8 A). Eine UV-Exposition der
Extrakte mit dem Standard E-5-CQA (A=366 nm, t=1 h) fiihrte zur Isomerisierung der
E-5-CQA zum Z-Isomer, so dass dann zwei Peaks mit vergleichbar groflen Peakflichen im
MRM Modus detektiert wurden (Abb. 4.8 B). In den Probenextrakten der ozoninduzierten
Einzelblattproben (30 h) zeigte dagegen die Peakfliche der Z-5-CQA einen Anteil von
33,2+ 3,1 % an der Peakfldche der E-5-CQA (Abb. 4.8 C). Zur weiteren Absicherung wurden
zu einer ozoninduzierten Blattprobe vor der Extraktion E-Ferulasdure und E-p-Coumarséure
zugesetzt. Dafiir wurden die E-Ferulasdure und die E-p-Coumarsdure gewdihlt, da diese
Substanzen in den Tabakbléttern nicht nachgewiesen wurden und beide Substanzen in den
Strukturen der ozoninduzierten Metabolite E-/Z-4- und 5-p-CoQA, E-/Z-3-p-CoShiA sowie
E-/Z-5-FQA enthalten sind. Bei den Messungen der dotierten Probenextrakte wurden im
MRM Modus zwei grofle Peaks des jeweiligen E-Isomers sowie zwei sehr kleine Peaks der
entsprechenden Z-Isomere in den Blattextrakten detektiert. Die Anteile der Z-Isomere an den
Peakflichen der E-Isomere betrugen fiir die Ferulasdure 1,7 % + 0,4 % und fiir die
p-Coumarsiure 5,1 % + 0,3 %. Durch die Experimente mit den Standards der E-5-CQA, der
E-Ferulasdure und der E-p-Coumarsdure konnte gezeigt werden, dass der hohe Anteil der
Peakfldache an Z-5-CQA gegeniiber E-5-CQA von 33,2 % + 3,1 % in den Probenextrakten der
ozoninduzierten Einzelblattproben (30 h) nicht auf eine Isomerisierung der E-5-CQA wéhrend

der Probenvorbereitung zuriickgefiihrt werden konnte. Die weiteren identifizierten HCAs in
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den Blattextrakten wiesen auch hohe Anteile an ihren jeweiligen Z-Isomeren auf. Die
identifizierten Z-Isomere in Pflanzenextrakten wiren somit zum jeweiligen liberwiegenden

Anteil keine Artefakte sondern natiirliche Substanzen, die bereits in der Pflanze gebildet

wurden.
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ABBILDUNG 4.8: Detektion der E-und Z-5-CQA im MRM Modus. Bei der Behandlung
eines E-5-CQA-Standards wie eine Pflanzenprobe wéhrend der Probenvorbereitung wurde die
Z-5-CQA nur in sehr geringen Mengen gebildet (A). Eine UV-Exposition der E-5-CQA-
Losung fiihrte zu einer deutlich verstiarkten Isomerisierung der E-5-CQA zu Z-5-CQA (B). In
einem Probenextrakt einer ozoninduzierten Einzelblattprobe (30 h) war der Anteil an
Z-5-CQA gegeniiber der E-5-CQA signifikant hoher als in dem Extrakt des Standards
E-5-CQA (C).

4.2.4 Strukturell aufgeklirte Metabolite in Tabak
Durch LC-ESI-MS/MS-Experimente im EPI-Modus wurden 14 der 25 ozoninduzierten

Metabolite anhand ihrer Fragmentspektren identifiziert. Eine Absicherung der identifizierten
Strukturen erfolgte durch den Vergleich mit Fragmentspektren von Standards oder aus der
Literatur. Fiir Substanzen, fiir die keine Standards zur Verfiigung standen, erfolgte zusitzlich
eine Absicherung durch FTICR-MS-Messungen, um anhand der akkuraten Masse die

Summenformel der jeweiligen Substanz zu ermitteln. Bei den identifizierten ozoninduzierten
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Metabolite handelt es sich um E-/Z-5-FQA, E-/Z-4-p-CoQA, E-/Z-5-p-CoQA,
E-/Z-3-p-CoShiA, SA, SA-G sowie jeweils zwei E- und Z-Isomere des FTs.

Bei den anderen ozoninduzierten Metaboliten ergab sowohl die Bestimmung der
Fragmentspektren als auch die Messung der akkuraten Massen keine ausreichenden Hinweise
auf eine mogliche Struktur. Es miissten daher Fragmentierungsreaktionen mit FTICR-MS/MS
durchgefiihrt werden, um weitere Hinweise auf eine mogliche Struktur zu erhalten. Des
Weiteren konnte eine Isolierung der Substanzen durchgefiihrt werden, um mit Hilfe der

NMR-Spektroskopie eine Strukturaufklarung durchzufiihren.

Neben den 14 ozoninduzierten Metaboliten wurden auBlerdem sieben weitere Metabolite in
den Tabakblittern strukturell aufgeklért. Bei diesen Substanzen handelt es sich um 3-, 4- und
5-CQA, die jeweils in E- und Z-Konfiguration auftraten, sowie um 3,4-, 3,5- und 4,5-diCQA.
Diese Metabolite sind unter einem akuten Ozonstress nicht induziert, da sie jedoch eine hohe
antioxidative Kapazitit aufweisen, wurde auch das Verhalten dieser Substanzen untersucht

(Meyer et al. 1998; Iwai et al. 2004).

4.3 Ozonstress: Zeitlicher Verlauf der Metabolite

Der zeitliche Verlauf der unter einem akuten, hochkonzentrierten Ozonpuls gebildeten
Metabolite wurde mit der in Kap. 3.3.3 vorgestellten MRM-Methode ermittelt. Ziel dieser
Untersuchungen war es, anhand des Auftretens der Metabolite 10 h und 30 h nach Beginn der
Ozonbehandlung, Hinweise zu erhalten, ob die ozoninduzierten Metabolite eine
Signalfunktion haben konnten oder eventuell akkumulieren und somit eine Rolle als

Abwehrsubstanzen spielen konnten.

Neben den ozoninduzierten Metaboliten wurden auBerdem die in den Tabakblittern
identifizierten sechs CQA-Isomere sowie die 3,5-diCQA bestimmt. Diese Substanzen wurden
in den PoolO3(30 h) zwar nicht verstiarkt gebildet, da sie jedoch eine hohe antioxidative
Kapazitit aufweisen (Meyer et al. 1998; Iwai et al. 2004) und insbesondere die CQA-Isomere
einigen der ozoninduzierten Metabolite strukturell stark dhneln, sollte deren zeitlicher Verlauf

mit dem der ozoninduzierten Metabolite verglichen werden.
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Fiir die Untersuchungen wurden Einzelbldtter geerntet, um die biologische Variabilitdt der
phenolischen Metabolite zu beriicksichtigen. Dafiir wurden die Blétter 4 von jeweils acht
ozonbehandelten Tabakpflanzen aus vier unabhédngigen Ozonexpositionsexperimenten 10 h
sowie 30 h nach Beginn der Ozonexposition als Einzelblitter geerntet (SingleOs(30 h)
und SingleOs(10 h)). Fiir beide Erntezeitpunkte wurden jeweils zur gleichen Zeit von
unbehandelten Tabakpflanzen sieben (SingleKon(30 h)) bzw. vier (SingleKon(10 h)) Einzel-

blatter 4 als Kontrollproben geerntet.

Fiir die Ermittlung der Zeitverlaufe der Metabolite wurden von allen Einzelbléttern jeweils
zwei verschiedene Extrakte mit der MRM-Methode gemessen. Nach Normierung der
Peakfliche auf 1 mg Frischgewicht der Probe wurde fiir die ermittelten Peakflichen des
gleichen Metabolits der zwei verschiedenen Extrakte der Mittelwert bestimmt. Fiir jeden
Metabolit wurde anschlieBend die mittlere Peakfliche und der Standardfehler (SE)
aus den MRM-Messungen der Einzelblitter von jeweils SingleO3(30 h), SingleO3;(10 h),
SingleKon(30 h) und SingleKon(10 h) berechnet. Die mittleren Peakfldchen, der SE sowie die
x-fache Induktion der Metabolite in den ozonbehandelten Einzelblattproben (10 h und 30 h)

gegeniiber den entsprechenden Kontrollen sind in Tab. 4.2 aufgefiihrt.

Der erste Erntezeitpunkt wurde 10 h nach Beginn der Ozonexposition gewéhlt, da aus der
Literatur bekannt war, dass ozonbehandelte Pflanzen, die zu diesem Zeitpunkt geerntet
werden eine hohe Induktion der Signalsubstanz Salicylsdure aufweisen (Kangasjirvi et al.
2005). Des Weiteren wurde von Schraudner et al. (1998) gezeigt, dass sich nach 10 h
Wartezeit in N. tabacum L. cv Bel W3 ein durch die Pflanze hervorgerufener zweiter
oxidativer Burst in der exponentiellen Phase befindet, was sich durch hohe Gehalte an ROS
dufert. Zu dem Erntezeitpunkt 30 h nach Beginn der Ozonexponierung weisen die
ozonbehandelten Pflanzen in den Blittern bereits wieder vergleichbare ROS-Konzentrationen
wie die der Kontrollpflanzen auf. Aulerdem wurde in der Literatur gezeigt, dass zu diesem
Zeitpunkt die punktférmigen Nekrosen, verursacht durch die HR, vollstidndig ausgebildet sind
(Wohlgemuth et al. 2002) und die geernteten Blétter hohe Gehalte an induzierten, 16slichen
phenolischen Substanzen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen aufweisen (Janzik
et al. 2005; Francini et al. 2007). Es wurden somit zwei Erntezeitpunkte gewéhlt, bei denen

das Vorkommen der Metabolite im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen wahrend
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zwei verschiedener Stadien der Reaktion der ozonsensitiven Varietit L. cv Bel W3 auf die

Ozonexposition bestimmt werden konnte.

Anhand der relativen Haufigkeitsverteilung der Metabolite in den ozoninduzierten Proben der
zwei verschiedenen Erntezeitpunkte und den entsprechenden Kontrollen wurde zwischen flinf
verschiedenen Metabolitentypen unterschieden. In Abb. 4.9 sind die zeitlichen Verldufe
dieser Metabolitentypen anhand von fiinf mit der MRM-Methode bestimmten, reprasentativen
Metaboliten dargestellt. Sie reprisentieren somit die fiinf verschiedenen Metabolitentypen,
die in der ozonsensitiven Tabakvarietdt L. cv Bel W3 nach einem akuten, hochkonzentrierten
Ozonpuls auftreten. In Tab. 4.2 sind alle mit der MRM-Methode untersuchten Metabolite dem

entsprechenden Metabolitentyp zugeordnet.
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TABELLE 4.2: Zeitlicher Verlauf der Metabolitentypen 1-5

RT Masse Int. Ozon, 10 h Int. Kontrolle, 10 h  Induktion Int. Ozon, 30 h Int. Kontrolle, 30 h Induktion Substanz

(min) [M-HT (area/mg FG) (area/mg FG) (x-fach) (area/mg FG) (area/mg FG) (x-fach)

Metabolitentyp 1

20,5 137,1%* 11829 (+ 1221)* nn 861 (£ 142)° nn Salicylsdure

Metabolitentyp 2

9,9 343,1% 59 (£ 4) nn 204 (£20)° nn

10,9 299,1 15766 (+ 1156)* nn 35660 (£ 2695)° nn Salicysaureglucosid

12,0 343,1 1185 (+21)* nn 2087 (£ 147)° nn

13,8 469,2* 1872 (+294)" nn 21797 (£ 3034)° nn

15,3 439,2% 271 (£ 12)* nn 2594 (+354)° nn

16,2 439,2 231 (+18)* nn 562 (+43)° nn

26,8 485,2 19 (£3)* nn 40 (+5)° nn

27,8 437,2* nb nn 633 (+153)° nn

Metabolitentyp 3

11,1 477,2% 1483 ( £ 86)* 206 (= 18)° 7,4+ 0,6 7299 (£ 540)° 134 (£ 12)° 57,8 +6,7

12,8 447,2% 1122 (£50)* 716 (+ 17)® 1,6 £0,1 3988 (£ 400)° 603 (+ 80)° 74+1.2

14,1 337,1 497 (£34)*° 597 (£ 122)* 1,0+0,1 899 (+34)° 437 (£ 45)° 22+0,2 Z-4-p-Coumaroylchinséure
15,2 337,1 1059 (£101)* 878 (+203)® 1,5+0,3 1572 (£ 102)° 578 (+54)° 29+0,3 E-4-p-Coumarochylinsdure
16,1 337,1* 2215 (£191)* 1144 (+ 340)° 2,0+0,5 4799 (£ 463)° 863 (+105)° 6,3+1,1 E-5-p-Coumaroylchinséure
16,5 337,1%* 1976 (£115)* 1669 (= 382)™ 1,4+0,2 6311 (£455)° 1254 (+115)° 5,4£0,6 Z-5-p-Coumaroylchinasédure
16,7 367,1%* 751 (£48)* 156 (£31)° 59+1,1 1687 (+107)° 140 (£ 14)° 129+ 1,4 E-5-Feruloychinséure

17,1 367,1 1191 (£69)* 328 (+ 69)° 4,3+0,7 3664 (£ 252)° 266 (+31)° 15,1+1,9 Z-5-Feruloychinasdure

19,2 319,1* 567 (+£24)° 26 (= 6)b 27,3+4,5 1475 (£ 269)° 60 (£ 20) b 47,0154  Z-3-p-Coumaroylshikimisdure
19,3 319,1* 331 (£33)*° 62 (+9)° 5,8+0,9 1756 (£ 220)° 105 (£30)° 254+5,9 E-3-p-Coumaroylshikimisadure
25,0 805,6* 3772 (£ 150)° 1516 (£ 74)° 2,5+0,1 6540 (+ 653)° 1629 (£ 58)° 2,0+0,3
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Metabolityntyp 4

17,6 312,1* 147 (£ 10)° 26 (£7)° 8,4+2,0 127 (£ 16)* 17 (£3)" 10,0422  Z-Feruloyltyramin

18,8 312,1 49 (£2)* nn 41 (£ 6)* nn E-Feruloyltyramin

23 312,1% 1081 (£81)* 18 (£3) 67,9+ 10,8 1645 (%279)° 34(+5)° 5504123  Z-Feruloyltyramin

24,0 312,1% 4049 (£287)* 112 (£ 22)° 446+87 4038 (+ 648)° 168 (= 18)° 26,4+55  E-Feruloyltyramin

24,0 805,6* 474 (+30)° 182 (£ 6)° 2,640, 623 ( £ 84)* 190 (£ 13)° 23404

Metabolitentyp 5

8,0 3533 6303 (£ 142)° 6622 (% 1376)° 12+02 6680 (+839) 5031 (£ 327)° 0,9+0,1 Z-3-Caffeoylchinasiure
9,6 353,3 81747 (£2190)° 76872 (£8725™  1,1£0,1 60363 (£4864)° 57992 (+2501) 1,0+0,1 E-3-Caffeoylchinasiure
11,4 3533 2953 (% 171)* 3400 ( £ 509)° 0,9+0,1 3107 (£ 289)° 2361 (= 139)° 1,0£0,1 Z-4-Caffeoylchinasiure
13,0 3533 19905 (+£568)" 21641 (+£1548)°  0,9+0,1 15281 (£ 791)° 15880 ( £ 555)° 0,9+0,1 E-4-Caffeoylchinasiure
13,6 353,3 103837 (£2519)° 106631 (£ 6494 1,040, 81997 (+£3204)° 88201 (&2710)" 1,140, E-5-Caffeoylchinasiure
14,4 3533 25208 (+776)° 29042 ( +2825)* 0,9+0,1 27249 (+1932)* 23564 (+1063)* 1,1+£0,1 Z-5-Caffeoylchinaséure
20,7 515,1 6326 (£ 429)* 6175 (+ 606)™ 1,1+0,1 4017 (% 576)° 5443 (= 328)"® 1.0+0,1 3,5-diCaffeoylchinasiure

Die Zahlenwerte reprisentieren die Mittelwerte + SE mit n=8 (Ozon, 10 h und Ozon, 30 h), n=7 (Kontrolle, 30 h) bezichungsweise n=4 (Kontrolle, 10 h). *° Zahlenwerte, die

sich innerhalb einer Zeile signifikant unterscheiden sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. Fiir den Vergleich von zwei Stichproben wurde der t-Test (P<0,05)
und fiir den Vergleich von vier Stichproben der Bonferroni-Test (P<0,05) angewandt. Die Peakflichen der Massen, die mit einem Stern (*) gekennzeichnet sind, wurden vor der

statistischen Analyse logarithmisch transformiert. Intensitdten der Peakfldche (Int.). Frischgewicht (FG). Nicht nachweisbar (nn). Nicht bestimmbar (nb).

Jeqe, Ul 9)I[0qeIOULIBPUNYAS UaydsIjouayd ‘UdlIa1Znpuruozo 1op Sunyonsiaju
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Typ 1: Salicylséure Typ 2: Salicylsaureglucosid Typ 3: E-5-Feruloylchinaséure
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Typ 4: Feruloyltyramin; RT=23.9 min Typ 5: E-5-Caffeoylchinaséaure
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ABBILDUNG 4.9: Vergleich der relativen Haufigkeiten der phenolischen Metabolite in den
ozonbehandelten Proben (Ozon, 10 h und Ozon, 30 h), die als Einzelblattproben 10 h (n=8)
bzw. 30 h (n=8) nach Beginn der Ozonexposition geerntet wurden, sowie in den
entsprechenden Kontrollproben (Kontrolle, 10 h (n=4) und Kontrolle, 30 h (n=7)). Die fiinf
Diagramme stellen die fiinf reprasentativen Typen der phenolischen Metabolite dar, die nach
einem akuten, hochkonzentrierten Ozonpuls in der ozonsensitiven Tabakvarietdt L. cv Bel
W3 auftreten. In jedem der Diagramme wurde die Stichprobe mit der grofiten Peakflache auf
100 % normiert. Die Peakflichen der Metabolite wurden fiir jede Einzelblattprobe in einer
Doppelbestimmung mit der MRM-Methode aus Kap. 3.3.3 bestimmt. Die Balken
repriasentieren die Mittelwerte der entsprechenden Einzelblattproben + Standardfehler.
Mittelwerte, die sich innerhalb eines Diagramms signifikant unterscheiden, sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. Fiir den Vergleich von zwei Stichproben
wurde der t-Test (P<0,05) und fiir den Vergleich von vier Stichproben der Bonferroni-Test
(P<0,05) angewandt. Die Daten der Metabolitentypen 1, 3 und 4 wurden vor der statistischen

Analyse logarithmisch transformiert.

Ein reprisentativer Vertreter des Metabolitentyps 1 ist die SA (Abb. 4.9). Die SA wies als
Signalsubstanz ein typisches transientes Verhalten im zeitlichen Verlauf auf. Die transiente
Zunahme dieser Signalsubstanz zeigte sich dadurch, dass die SA in den SingleOs(10 h)

signifikant groBere Peakflichen aufwies als in den SingleO3(30 h) und die Substanzen in den
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entsprechenden Kontrollen nicht nachweisbar waren. Die SA war der einzige ozoninduzierte
Metabolit, der dieses Verhalten im zeitlichen Verlauf zeigte. Es wurde somit kein weiterer
phenolischer Metabolit identifiziert, der einen fiir eine Signalsubstanz typischen zeitlichen

Verlauf aufwies.

Fiir die acht Substanzen des Metabolitentyps 2 (Tab. 4.2) ist in Abb. 4.9 das SA-G als
reprasentativer Vertreter aufgefiihrt. Die Substanzen wiesen alle ein Metabolitenprofil auf, bei
dem in den SingleO3(30 h) gegeniiber den SingleO3(10 h) eine Anreicherung der Metaboliten
zu beobachten war, wohingegen die Metabolite in den Kontrollen nicht nachweisbar waren.
Die Substanzen des Metabolitentyps 2 wurden somit erst als Reaktion auf den akuten,

hochkonzentrierten Ozonpuls in N. tabacum L. cv Bel W3 gebildet.

Die 11 Substanzen des Metabolitentyps 3 zeigten eine Anreicherung iiber die Zeit (Tab. 4.2).
Die niedrigsten Gehalte wiesen dabei die Kontrollen auf. In den SingleO;(10 h) zeigte sich
bereits eine deutliche Anreicherung gegeniiber den Kontrollen und die SingleO3(30 h) wiesen
die hochsten Gehalte an den Metaboliten auf. Als reprdsentativer Vertreter des

Metabolitentyps 3 ist in Abb. 4.9 die E-5-FQA aufgefiihrt.

Die fiinf Substanzen des Metabolitentyps 4 (Tab. 4.2) waren bereits in den SingleO3(10 h)
gegeniiber den Kontrollen erhoht. Eine weitere Anreicherung der Metabolite wurde nicht
beobachtet, denn die SingleO3(30 h) wiesen keine signifikanten Unterschiede in den Gehalten
an diesen Metaboliten im Vergleich zu den SingleOs(10 h) auf. In Abb. 4.9 ist das FT mit
einer RT=23,9 min als reprédsentativer Vertreter des Metabolitentyps 4 aufgefiihrt.

Bei den sieben Substanzen des Metabolitentyps 5 (Tab. 4.2) handelte es sich um phenolische
Metabolite, die eine hohe antioxidative Kapazitit aufweisen, die jedoch 30 h nach Beginn der
Ozonbehandlung in den Bléttern der behandelten Pflanzen weder verstirkt gebildet noch
abgebaut wurden. Als reprisentativer Metabolit ist in Abb. 4.9 das Verhalten der E-5-CQA im
zeitlichen Verlauf dargestellt. Fiir alle Metaboliten dieses Typs wurde gezeigt, dass sowohl
nach 30 h als auch nach 10 h keine signifikante Verdnderung des Gehalts der Metabolite in

den jeweiligen ozonbehandelten Proben gegeniiber den entsprechenden Kontrollen vorlag.
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4.4 Bestimmung der antioxidativen Kapazitit

Mit dem Total Oxidant Scavenging Capacity (TOSC) Assay wurde die antioxidative
Kapazitit der Tabakblattextrakte sowie der HPLC-Fraktionen des Tabakblattextrakts gegen

Peroxylradikale ermittelt.

Beim TOSC Assay wird der zeitliche Verlauf der Ethylenbildung aus
2-Keto-4-methylthiobuttersdure (KMBA) durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) mit einer
Headspace-GC-FID-Anlage bestimmt. Dabei wird in einer Kontrollreaktion unter Zugabe von
deionisiertem Wasser die nicht gechemmte Bildung des Ethylens aus KMBA durch die ROS
iber einen Zeitraum von 60 min ermittelt. Die antioxidative Kapazitit von Extrakten wird
anschlieBend anhand ihrer Fahigkeit die Ethylenbildung durch die ROS zu hemmen
charakterisiert, indem die gebildete Ethylenmenge im zeitlichen Verlauf unter Zugabe des
Extrakts anstelle von deionisiertem Wasser mit der in der Kontrollreaktion verglichen wird.
Extrakte, fiir die ein TOSC-Wert von 0 % experimentell ermittelt wurde, weisen keine
antioxidative Kapazitit gegen die entsprechenden ROS auf, da durch die Zugabe des Extrakts
die Ethylenbildung aus KMBA durch die ROS im Vergleich zur Kontrollreaktion nicht
gehemmt wurde. Ein TOSC-Wert von 100 % wird dagegen erreicht, wenn die Ethylenbildung
durch die Antioxidantien im Extrakt vollstindig gehemmt wird (Lichtenthéler et al. 2003;
Lichtenthéler & Marx 2005; Rodrigues et al. 2006).

Fir die Untersuchungen mit dem TOSC Assay mit Peroxylradikalen als Agens wurden
jeweils 20 pl von je zwei Extrakten der Mischproben PoolO;A und PoolKonA verwendet.
Des Weiteren wurden von allen 4 Extrakten mit der HPLC-Methode der LC-MS-Messungen
(Injektionsvolumen 20 pl) die Fraktionen von 9-30 min fiir den TOSC Assay eingesetzt. Alle
Proben wurden vor der Analyse mit dem TOSC Assay gefriergetrocknet und anschlieBend in
500 pl destilliertem Wasser aufgenommen, so dass fiir alle Proben ein Verdiinnungsfaktor

von 25 vorlag. Die Proben wurden im TOSC Assay in einer Doppelbestimmung untersucht.

Ziel dieser Untersuchungen war es, zu ermitteln, ob durch einen akuten Ozonpuls von
N. tabacum L. cv Bel W3 die antioxidative Kapazitit in den Extrakten der ozonbehandelten
Blattproben gegeniiber der Kontrollproben induziert wird. Des Weiteren sollte untersucht
werden, ob insbesondere die ermittelten ozoninduzierten Metabolite zu einer erhohten

antioxidativen Kapazitdt des Extrakts fithren. Daflir wurden die HPLC-Fraktionen der
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Extrakte der ozonbehandelten Proben und der Kontrollen von 9-30 min untersucht, da in

diesem Zeitfenster alle ermittelten ozoninduzierten Metabolite von der Saule eluieren.

Sowohl in den Gesamtextrakten als auch in den HPLC-Fraktionen wurden vergleichbare
TOSC-Werte fiir die ozonbehandelten Proben und Kontrollen ermittelt, die bei einem
Verdiinnungsfaktor von 25 um 50 % lagen (Tab. 4.3), so dass die unter Ozon gebildeten
phenolischen Substanzen in den Extrakten keine signifikante Auswirkung auf die
antioxidative Kapazitit gegen Peroxylradikale hatten. Die TOSC-Werte der fraktionierten
Proben wiesen vergleichbare Gehalte wie die Gesamtextrakte auf (Tab. 4.3). Somit eluieren
die gegen Peroxylradikale antioxidativ wirksamen Substanzen offensichtlich im gleichen

Zeitfenster wie die ozoninduzierten Metabolite.

TABELLE 4.3: Ermittelte TOSC-Werte von Tabakblattextrakten und fraktionierten
Tabakblattextrakten mit dem TOSC Assay mit Peroxylradikalen als Agens

TOSC-Werte von PoolO;A TOSC-Werte von PoolKonA
Gesamtblattextrakte 51% 57 %
HPLC-Fraktionen 51 % 45 %

Alle Proben wiesen einen Verdiinnungsfaktor von 25 fiir den TOSC Assay auf.

4.5 Vergleich von Ozonstress mit Pathogenstress und oxidativem Stress

Ozon fiihrt in Pflanzen zu einem oxidativen Stress, der durch Ozon selbst oder durch die aus
Ozon sekunddr entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Apoplasten des Blattes
verursacht wird (Pell et al. 1997; Heath & Taylor 1997). Des Weiteren wird durch den
Stressor Ozon in ozonsensitiven Pflanzen ein zweiter, von der Pflanze gesteuerter, oxidativer
Burst ausgelost. Durch diesen zweiten oxidativen Burst sowie durch induzierte
Signalmolekiile werden in der Pflanze verschiedene Pathogenabwehrreaktionen ausgelost,
wie etwa eine hypersensitive Reaktion (HR) sowie die Bildung von Pathogenabwehr
assoziierten (PR) Proteinen (Sandermann et al. 1998; Rao & Davis 2001; Kangasjirvi et al.

2005).

Zur Untersuchung, ob die in dieser Arbeit ermittelten ozoninduzierten Metabolite
ozonspezifisch sind, generell durch oxidativen Stress ausgeldst werden konnen oder mit der

Induktion der Pathogenabwehr assoziiert sind, wurde in der ozonsensitiven
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Tabakvarietdt L. cv Bel W3 ein Pathogenstress sowie eine andere Art des oxidativen Stresses
als Ozon hervorgerufen. Fiir das Hervorrufen eines Pathogenstresses wurden die Blétter 4 der
Pflanzen mit phytopathogenen Bakterien und Viren inokuliert, eine andere Art des oxidativen

Stresses wurde durch die Applikation von Paraquat® (Methylviologen) hervorgerufen.

4.5.1 Infektion mit Pathogenen

Fiir die Infektion von N. tabacum L. cv Bel W3 mit Pathogenen wurde sowohl mit Bakterien
als auch mit Viren gearbeitet. Die Wahl des Pathogens beruhte darauf, dass die Infektion mit
dem Pathogen zu den fiir die HR typischen nekrotischen Lidsionen fiihrt. Hierbei sollte es
somit zu einer inkompatiblen Interaktion zwischen Pflanze und Pathogen kommen. Das
Pathogen sollte die Pflanze zwar infizieren, jedoch vor der Ausprigung von Symptomen
durch die Pathogenabwehrreaktionen der Pflanze im Wachstum gehemmt bzw. abgetotet

werden.

Eine Infiltration der Blitter 4 von jeweils acht N. tabacum L. cv Bel W3 Pflanzen in zwei
unabhédngigen Versuchen mit Tabakmosaikvirus fiihrte nicht zu den durch eine HR
ausgelosten nekrotischen Lidsionen in ausreichender Zahl (Abb. 4.10 A), so dass stattdessen

eine Infiltration mit Bakterien durchgefiihrt wurde.

Fiir die bakterielle Infiltration wurden zwei Unterarten von Pseudomonas syringae (Pss und
Psj) sowie zwei Unterarten von Xanthomonas translucens (Xtt und Xtc) verwendet. Eine
Infiltration der Blitter 4 von jeweils zwei Pflanzen zeigte, dass die Infiltration mit den
Pathogenen Psj, Xtt und Xtc nur zu chlorotischen Lasionen an den Infiltrationsstellen fiihrte,
die ein hellgriines Erscheinungsbild aufwiesen. Eine Infiltration mit dem Pathogen Pss fiihrte
dagegen bei beiden Pflanzen an den Infiltrationsstellen zu den fiir die HR typischen
nekrotischen Lédsionen (Abb. 4.10 B), die in der Farbe denen nach Ozonexposition gebildeten

punktartigen Nekrosen der Blitter 4 (Abb. 4.10 C) dhnelten.

84



4. Untersuchung der ozoninduzierten, phenolischen Sekundérmetabolite in Tabak

Pseudomonas syringae pv
syringae

Tabakmosaikvirus

Ozon 170 nl I

ABBILDUNG 4.10: Blatter 4 von N. tabacum L. cv Bel W3 inokuliert mit Tabakmosaikvirus
(A), Pseudomonas syringae pv syringae (B) sowie nach Ozonexposition (C), die jeweils 30 h

nach Behandlungsbeginn geerntet wurden.

Fiir den Vergleich von Pathogenstress und Ozonstress wurden jeweils acht Blitter 4 von
N. tabacum L. cv Bel W3 in zwei unabhédngigen Experimenten mit einer Suspension von PSS
in MgCl, infiltriert (V1SinglePssInf bzw. V2SinglePssInf.) Auf die gleiche Weise wurden fiir
beide Experimente Mock-Infiltrationen an jeweils acht Kontrollpflanzen durchgefiihrt, indem
anstelle der Bakteriensuspension die reine MgCl,-Losung in jeweils acht Blitter 4 der
Pflanzen infiltriert wurde (V1SinglePssKon. bzw. V2SinglePssKon.). Die Blitter 4 beider

Experimente wurden jeweils 30 h nach der Infiltration als Einzelblétter geerntet.

4.5.2 Behandlung mit Paraquat

PQ ist ein Bipyridyliumsalz (Abb. 4.11), das in hheren Dosen als Kontaktherbizid eingesetzt
wird, indem es auf die Blétter der Pflanzen aufgetragen wird. Das Herbizid greift an der
reduzierenden Seite des Photosystems I ein und fiihrt dadurch unter Lichteinwirkung schnell
zu einem Welken und Austrocknen des behandelten Pflanzengewebes. Durch das Auftragen
einer PQ-Losung werden unter Lichteinwirkung ROS in der Pflanze gebildet, die durch den
dadurch hervorgerufenen oxidativen Stress der Hauptgrund fiir die toxische Wirkung des PQs

sind (Dyer & Weller 2005).
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+_ / \ + ~
HC—NG _ N—cH,  2c

ABBILDUNG 4.11: Strukturformel von Paraquat (1,1’-Dimethyl-4,4"-bipyridylium-
dichlorid)

Fir die Untersuchungen mit PQ in dieser Arbeit wurden jeweils acht Blitter 4 von
N. tabacum L. cv Bel W3 auf der Blattoberseite und -unterseite mit einer PQ-Losung
bespriiht, die eine Konzentration von 10 pM 1" bzw. 100 pM I'" aufwies (SinglePQ10uM und
SinglePQ100uM). AuBBerdem wurden acht Bldtter 4 als Kontrollen mit deionisiertem Wasser
auf der Blattoberseite und -unterseite bespriiht (SinglePQKon). Alle Blitter 4 wurden als
Einzelblitter 30 h nach Beginn der PQ-Behandlung als Einzelblitter geerntet.

Eine Konzentration von 10 uM PQ wurde gewéhlt, da von Ananieva et al. (2002) gezeigt
wurde, dass eine Behandlung mit PQ in einer Konzentration von 10 uM zu einem oxidativen
Stress bei 12-Tage alten Gerstepflanzen (Hordeum vulgare) fiihrt. Eine PQ Konzentration von
100 uM fiihrt dagegen bereits zu Verwelkungserscheinungen an den Gerstebléttern. In dieser
Arbeit zeigten die mit PQ (10 pM) behandelten Blitter 4 wenige kleine Nekrosen
(Abb. 4.12 A), wohingegen bei PQ (100 uM) (Abb. 4.12 B) ausgeprigte, flichige Nekrosen
vorlagen und das Blatt leichte Verwelkungserscheinungen aufwies. Das ozonexponierte Blatt
(Abb. 4.12 C) zeigte im Gegensatz zu PQ (100 uM) die fiir den Ozonstress typischen

punktformigen Nekrosen.
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PQ 10 uM PQ 100 pM Ozon 170 nl I

ABBILDUNG 4.12 Blitter 4 von N. tabacum L. cv Bel W3 behandelt mit Paraquat in einer
Konzentration von 10 pM 1" (A), von 100 pM 1" (B) sowie nach Ozonexposition (C), die

jeweils 30 h nach Behandlungsbeginn geerntet wurden.

4.5.3 Expression der basischen -1,3-Glucanase

Unter einem akuten Ozonstress wird in der ozonsensitiven Tabakvarietit L. cv Bel W3,
infolge der pathogeninduzierten HR, eine Induktion der basischen 8-1,3-Glucanase
hervorgerufen (Ernst et al. 1992; Yalpani et al. 1993; Overmyer et al. 2003). Des Weiteren
wird dieses PR-Protein ebenfalls nach einer Verwundung induziert (Memelink et al. 1990;
Ohashi & Ohshima 1992). Die basische B-1,3-Glucanase wird dabei sowohl unter einer HR
als auch unter einer Verwundung induziert, da sie positiv durch die Jasmonsdure (JA)
reguliert wird, die unter beiden Prozessen akkumuliert. Die Ausprigung der Expression der

basischen B-1,3-Glucanase hingt dabei von den Gehalten an JA ab (Niki et al. 1998).

Die Expression der basischen B-1,3-Glucanase wurde nach Trennung der RNA-Molekiile
durch eine Gelelektrophorese mittels Northern Blot Analyse bestimmt. Ziel dieser
Untersuchungen war es, zu priifen ob eine Expression der basischen -1,3-Glucanase in den
behandelten Proben nachgewiesen werden konnte und somit vermutlich eine Induktion der
Pathogenabwehr aufgrund des applizierten Stresses vorlag. Fiir die Untersuchungen wurden

als Proben Einzelblétter untersucht, die 30 h nach Beginn der Behandlung geerntet wurden.
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Sowohl in den ozonexponierten Blittern (Abb. 4.13 A) als auch in den mit PSS infizierten
Bléttern (Abb. 4.13 B) konnte eine Expression der basischen B-1,3-Glucanase bestimmt
werden. Die Expression war dabei in den ozonbehandelten Bléttern stirker ausgepréigt als in
den mit PsS infizierten Blittern und eines der PSs infizierten Blétter zeigte nur eine schwache
Expression. Die Blitter, die mit PQ (100 uM) behandelt wurden zeigten auch eine deutliche
Expression (Abb. 4.14 A), deren Ausprigung nur geringfiigig schwécher war als die der
ozonexponierten Blitter. Bei den Blittern, die mit PQ (10 uM) behandelt wurden, konnte in
zwei von vier untersuchten Blittern eine Expression der basischen 8-1,3-Glucanase ermittelt
werden, wobei die Expression in einem dieser zwei Fille nur eine schwache, basale
Auspriagung zeigte. Die Expression der basischen B-1,3-Glucanase konnte bei diesen beiden
Blittern auf lokale Effekte wihrend der Behandlung mit PQ zuriickgefiihrt werden, denn
beim Bespriithen der Blitter mit PQ konnte bei wenigen Blittern eine Tropfenbildung in der
Nihe der Nervatur beobachtet werden, wodurch an diesen Stellen vermutlich ein hoher
oxidativer Stress herrschte, der zu einer Expression gefiihrt haben konnte. Die Kontrollen
aller Behandlungen zeigten {iblicherweise keine Expression. Nur in einer Kontrolle von Ozon
sowie in zwei Kontrollen von PQ wurde eine schwache, basale Expression gezeigt, die
vergleichbar war mit der schwach ausgeprigten Expression des einen Blattes, das mit
PQ (10 uM) behandelt worden war. Bei diesen Pflanzen war vermutlich wéhrend der Anzucht
ein leichter Stress aufgetreten, der zu einer schwachen Induktion der JA und diese zu einer

schwachen, basalen Expression der basischen B-1,3-Glucanase gefiihrt hatte.
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A | Kontrolle Ozon Ozon, 30 h

B Mock-Infiltration Pss-Infiltration

C Kontrolle Paraquat Paraquat, 10 yM Paraquat, 100 uM

s S X

ABBILDUNG 4.13: Northern Blot Analyse der Expression der basischen B-1,3-Glucanase in
ozonexponierten Einzelblittern sowie in Kontrollen (A), in mit PSS infizierten Einzelblittern
sowie in Kontrollen (B) und in Einzelbléttern behandelt mit PQ (10 uM) bzw. PQ (100 uM)
sowie in Kontrollen (C). Die Tabakblitter wurden jeweils als Einzelbldtter 30 h nach
Behandlungsbeginn geerntet und die Gesamt-RNA aus den Einzelblittern isoliert. Nach einer
Trennung der RNA-Molekiile durch eine Gelelektrophorese wurde die Expression der
basischen B-1,3-Glucanase mittels Northern Blot bestimmt. Als Kontrolle der gleichméfBigen
Beladung der RNA wurde eine Methylenblaufirbung der RNA auf der Membran
durchgefiihrt.

4.5.4 Vergleich von Ozonstress und Pathogenstress

Zur Uberpriifung, welche der ermittelten ozoninduzierten Metabolite mit der in der Pflanze
induzierten Pathogenabwehr assoziiert sind, wurden in den Proben V1SinglePssInf und
V2SinglePssInf sowie in den entsprechenden Kontrollen die ozoninduzierten Metabolite mit
der MRM-Methode quantifiziert. Des Weiteren wurden die Peakflichen der sechs
CQA-Isomere sowie der 3,5-diCQA ermittelt, um auch deren Verhalten unter Pathogenstress
zu untersuchen. Wie fiir die Quantifizierung der ozoninduzierten Metabolite in SingleO3(30 h)

und SingleKon(30 h) in Kap. 3.4, wurden alle Einzelblétter der Pss-Untersuchung in einer
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Doppelbestimmung mit der MRM-Methode quantifiziert. Die ermittelten Peakflichen aus den
Einzelblittern aller Metabolite aus V1SinglePss sind, unter Angabe der entsprechenden SE
sowie der x-fachen Induktion, in Tab. 4.4 aufgefiihrt. Die Untersuchungen von V2SinglePss

ergaben vergleichbare Ergebnisse.

Anhand der Quantifizierung der ozoninduzierten Metabolite mit der MRM-Methode in den
mit PSS infizierten Bléttern und in den entsprechenden Kontrollen wurde festgestellt, dass alle

ozoninduzierten Metabolite der Metabolitentypen 1-4 auch unter Pathogenstress mit PSS in

N. tabacum L. cv Bel W3 induziert werden (Tab. 4.4 und Abb. 4.14).

Die sechs CQA-Isomere sowie die 3,5-diCQA (Metabolite des Metabolitentyps 5) zeigten
keine signifikanten Unterschiede in ihren Peakfldchen beim Vergleich der Pss infiltrierten
Einzelblatter gegeniiber den entsprechenden Einzelblittern infiltriert mit MgCl, (Tab. 4.4).
Das gleiche Verhalten wiesen diese Substanzen mit ihrer hohen antioxidativen Kapazitéit auch

in den ozonbehandelten Proben gegeniiber den entsprechenden Kontrollen auf (Tab. 4.2).

In Abb. 4.14 sind die Extracted Ion Chromatogramme (XICs) der MRM-Bestimmungen von
je einem Kontrolleinzelblatt (Mock-Infiltration und Kontrolle Ozon, 30 h) sowie je einem
behandelten Einzelblatt (Pss-Infiltration und Ozon, 30 h) als reprdsentative Beispiele
aufgefiihrt. Ein Vergleich der Mock-Infiltration mit der Kontrolle Ozon, 30 h (Abb. 4.14)
zeigt, dass in den Kontrollblittern durch die Infiltration der MgCl,-Losung keine Induktion
der ozoninduzierten Metabolite hervorgerufen wurde. Die unter Pathogenstress verstirkt
gebildeten Metabolite waren somit ausschlieflich auf den durch die Pss hervorgerufenen
Stress zurlickzufiihren. Die unter Pathogenstress gebildeten Metabolite wiesen im XIC

Peakfliachen in einer dhnlichen GréBenordnung wie in Ozon, 30 h auf (Abb. 4.14).

Zur Uberpriifung, ob die ermittelten ozoninduzierten Metabolite nicht von Pss selbst gebildet
wurden sondern als Pathogenabwehr von der Pflanze, wurde eine Bakteriensuspension mit
dem Extraktionslosungsmittel extrahiert und der Extrakt anschlieBend mit der MRM-Methode
bestimmt. In einer Dreifachbestimmung wurde keiner der Metabolite in den Extrakten der
Bakteriensuspension detektiert, so dass die detektierten Metabolite nicht aus den Bakterien

stammen konnen.

90



4. Untersuchung der ozoninduzierten, phenolischen Sekundérmetabolite in Tabak

TABELLE 4.4: Quantifizierung der ermittelten Metabolite mit der MRM-Methode in mit Pss

infizierten Blittern und den entsprechenden Kontrollen

RT Masse_ Int. Pss Int. Kontrolle Induktion Substanz

(min) [M-H] (area/mg FG) (area /mg FG) (x-fach)

Metabolitentyp 1

20,5 137,1 2186 (£216) nn Salicylsdure

Metabolitentyp 2

9,9 343,1 173 (£17) nn

10,9 299,1 11831 (£2162) nn Salicylsdureglucosid

12,0 343,1 497 (£70) nn

13,8 469,2 16264 (+1092) nn

15,3 4392 570 (£47) nn

16,2 439,2 858 (+109) nn

26,8 485,2 nb nn

27,8 437,2 265 (+74) nn

Metabolitentyp 3

11,1 4772° 3663 (+790)* 199 (£ 11)° 19,0 +4,3

12,8 4472 1480 (£ 213)* 859 (£ 63)° 1,8+0,3

14,1 337,1 936 (£ 123)* 358 (£ 39)b 2,9+0,5 Z-4-p-Coumaroylchinaséure
15,2 337,1 2039 (+256)* 464 (£ 54)° 5,0+0,9 E-4-p-Coumaroylchinasdure
16,1 337,1° 8152 (+£1182)* 527 (£ 53)b 17,1 £33 E-5-p-Coumaroylchinasdure
16,5 337,1° 8027 (£ 1137)* 922 (£ 87)° 9,4+1,7 Z-5-p-Coumaroylchinaséure
16,7 367,1" 1028 ( + 134)° 101 (+11)° 112+1,9  E-5-Feruloylchinasiure

17,1 367,1" 1718 (& 248)° 226 (£27)° 8,4+1,5 Z-5- Feruloylchinasiure
19,2 319,17 1289 (£ 103)* 20(+2)° 70,8 + 8,6 Z-3-p-Coumaroylshikimiséure
19,3 319,1" 1497 (+203)* 47 (£6)° 34,7+5,9 E-3-p-Coumaroylshikimisdure
25,0 805,6 3164 (+384)° 1624 (£ 83)° 2,0+0,3

Metabolitentyp 4

17,6 312,1 145 (£37) 35 (£4)° 45+1,3 Z-Feruloyltyramin

18,8 312,1 57 (£12) nn E-Feruloyltyramin

22,3 312,17 577 (£ 121)* 13(£1)° 48,1+ 12,8 Z-Feruloyltyramin

24,0 312,17 4768 (+841)* 133 (£7)° 36,8 £6,9 E-Feruloyltyramin

24,0 805,6 355 (+44)° 169 (£ 15)° 23+0,4

Metabolitentyp 5

8,0 353,3 5100 ( +245) 6253 (+434) 0,8+0,1 Z-3-Caffeoylchinasdure

9,6 353,3 58218 (£3310) 65971 (+4555) 0,9+0,1 E-3-Caffeoylchinaséure
11,4 3533 2403 (£ 166) 2544 (£ 150) 1,0+0,1 Z-4-Caffeoylchinaséure

13,0 3533 15892 (£ 803) 17648 ( + 725) 0,9+0,1 E-4-Caffeoylchinaséure
13,6 3533 108061 (& 4067) 100402 ( +2893) 1,1 £0,1 E-5-Caffeoylchinaséure

14,4 3533 19982 (+219) 17960 ( +922) 1,1 £0,1 Z-5-Caffeoylchinaséure
20,7 515,1 1444 (+128) 1696 (£ 151) 0,9+0,1 3,5-diCaffeoylchinasédure

Die Zahlenwerte reprisentieren die Mittelwerte + Standardfehler mit je n=8. *® Zahlenwerte, die sich innerhalb einer Zeile
signifikant unterscheiden sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. Fiir den statistischen Vergleich wurde der
t-Test (P<0,05) angewandt. "Die Peakflichen der Massen, die mit einem Stern () gekennzeichnet sind, wurden vor der
statistischen Analyse logarithmisch transformiert. Intensititen der Peakfldche (Int.). Pseudomonas syringae pv syringae
(Pss). Frischgewicht (FG). Nicht nachweisbar (nn). Nicht bestimmbar (nb).
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ABBILDUNG 4.14: MRM-Messungen (Extracted Ion Chromatogramme) zur Bestimmung
der ozoninduzierten Metabolite in einem Einzelblatt infiltriert mit Pseudomonas syringae pv
syringae (Pss-Infiltration), in einer ozonbehandelten Einzelblattprobe (170 ppb, 5 h) (Ozon,
30 h) sowie in den jeweils entsprechenden Kontrollproben (Mock-Infiltration und Kontrolle
Ozon, 30 h). Alle Einzelblitter wurden 30 h nach Behandlungsbeginn geerntet. 3-MeSA

wurde als interner Standard verwendet.
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4.5.5 Vergleich von Ozonstress mit Paraquat-Stress

Zur Untersuchung, welche der ermittelten ozoninduzierten Metabolite unter einer Behandlung
mit PQ im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen induziert wurde, wurden die Proben
SinglePQ10uM, SinglePQ100uM und SinglePQKon mit der MRM-Methode untersucht.
Neben den ozoninduzierten Metaboliten wurden zusitzlich auch hier die Metabolite des

Metabolitentyps 5 bestimmt.

Die Proben wurden fiir die MRM-Bestimmung in der gleichen Weise aufbereitet und
untersucht wie V1SinglePss und V2SinglePss (Kap. 4.5.4). Die ermittelten Peakflichen aus
den jeweiligen Einzelblittern aller Metabolite sind, unter Angabe der entsprechenden SE
sowie der jeweiligen x-fachen Induktion, in Tab. 4.5 fiir SinglePQ100uM und in Tab. 4.6 fiir
SinglePQ10uM aufgefiihrt.

Die XICs der MRM-Bestimmungen von einem Kontrolleinzelblatt (Kontrolle PQ) sowie je

einem behandelten Einzelblatt (PQ, 100 puM; PQ, 10 uM und Ozon, 30 h) sind als
reprasentative Beispiele in Abb. 4.15 aufgefiihrt.
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TABELLE 4.5: Quantifizierung der ermittelten Metabolite mit der MRM-Methode in
Einzelblittern behandelt mit PQ (100 uM)

RT Masse_ Int. PQ (100 uM/L) Int. Kontrolle Induktion Substanz

(min) [M-H] (area/mg FG) (area /mg FQG) (x-fach)

Metabolitentyp 1

20,5 137,1 542 (£ 66) nn Salicylsdure

Metabolitentyp 2

9,9 343,1 nb nn

10,9 299,1 1685 (£ 183) nn Salicylsaureglucosid

12,0 3431 821 (+273) nn

13,8 469,2 959 (£ 184) nn

15,3 439,2 nb nn

16,2 439,2 nn nn

26,8 4852 nn nn

27,8 4372 329 (£110) nn

Metabolitentyp 3

11,1 4772 3201 (+323)° 281 (+24)° 12,0+ 1,6

12,8 4472" 1469 ( + 113)? 968 (+51)° 1,5+0,1

14,1 337,1 668 (£91) 735 (£ 94) 1,1£0,2 Z-4-p-Coumaroylchinaséure
15,2 337,1 1061 (£ 171) 1023 (£ 163) 1,3+04 E-4-p-Coumaroylchinasdure
16,1 337,1" 1767 (£ 163) 1400 ( £ 249) 1,7+04 E-5-p-Coumaroylchinasdure
16,5 337,1 2337 (£245) 2295 (+£362) 1,3+0,3 Z-5-p-Coumaroylchinaséure
16,7 367,1 606 (£ 64)* 236 (£27)° 3,0+0,6 E-5-Feruloylchinaséure

17,1 367,1 1094 (£ 88)* 502 (+56)° 2,5+0,5 Z-5- Feruloylchinasdure
19,2 319,1 418 (£ 46)* 72 (+9)° 6,7+1,2 Z-3-p-Coumaroylshikimiséure
19,3 319,1 289 (+ 38)* 124 (£ 15)° 2,6 +0,5 E-3-p-Coumaroylshikimisdure
25,0 805,6 2713 (£ 115) 2827 ( + 86) 1,0+0,1

Metabolitentyp 4

17,6 312, 239 (+45)" 151 (+29)° 2,0+£0,5  Z-Feruloyltyramin

18,8 312,1 113 (£23) nn E-Feruloyltyramin

22,3 312,1 376 (+47)* 134 (+26)° 3,8+0,9 Z-Feruloyltyramin

24,0 312,1 2268 (+311)* 524 (£ 62)° 4,8+0.9 E-Feruloyltyramin

24,0 805,6 265 (+ 12)* 355 (+ 13)° 0,8+0,1

Metabolitentyp 5

8,0 353,3 5475 (£ 678)* 7350 (+418)° 0,8+0,1 Z-3-Caffeoylchinasdure

9,6 3533 65037 (£ 6203) 81438 (£ 4909) 0,8+0,1 E-3-Caffeoylchinaséure
11,4 353,3" 3132 (+495) 4107 (+524) 0.9+0,2 Z-4-Caffeoylchinasédure

13,0 3533 14744 (£1101) 17915 (£ 1115) 0,9+0,1 E-4-Caffeoylchinasdure
13,6 3533 90801 ( + 3934)* 114353 (£5372)° 0,8+0,1 E-5-Caffeoylchinasiure
144 3533 19931 ( £ 1613) 24265 ( + 1686) 0,8+0,1 Z-5-Caffeoylchinasiure
20,7 515,1 1917 (£93)* 3785 (+3 14)b 0,5+0,2 3,5-diCaffeoylchinasédure

Die Zahlenwerte reprisentieren die Mittelwerte + Standardfehler mit je n=8. *® Zahlenwerte, die sich innerhalb einer Zeile
signifikant unterscheiden sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. Fiir den statistischen Vergleich wurde der
t-Test (P<0,05) angewandt. *Die Peakflichen der Massen, die mit einem Sternchen gekennzeichnet sind, wurden vor der
statistischen Analyse logarithmisch transformiert. Intensitidten der Peakfldche (Int.). Paraquat (PQ). Frischgewicht (FG).
Nicht nachweisbar (nn). Nicht bestimmbar (nb).
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TABELLE 4.6: Quantifizierung der ermittelten Metabolite mit der MRM-Methode in
Einzelblittern behandelt mit PQ (10 uM)

RT Masse_ Int. PQ (10 uM/L) Int. Kontrolle Induktion Substanz

(min) [M-H] (area/mg FG) (area /mg FQG) (x-fach)

Metabolitentyp 1

20,5 137,1 nn nn Salicylsdure

Metabolitentyp 2

9,9 343,1 nn nn

10,9 299,1 nn nn Salicylsdureglucosid

12,0 343,1 nn nn

13,8 469,2 nn nn

15,3 4392 nn nn

16,2 439,2 nn nn

26,8 485,2 nn nn

27,8 437,2 nn nn

Metabolitentyp 3

11,1 477,2" 502 (+78)* 281 (£24)° 1,9+03

12,8 447,2 884 (£ 81) 968 (+51) 0,9+0,1

14,1 337,1 669 (+43) 735 (+94) 1,1+0,2 Z-4-p-Coumaroylchinaséure
15,2 337,1 973 (£ 72) 1023 (£ 163) 1,2+£0,3 E-4-p-Coumaroylchinasiure
16,1 337,1" 1273 (£ 113) 1400 (£ 249) 1,2+£0,3 E-5-p-Coumaroylchinasiure
16,5 337,17 2073 (£ 163) 2295 (+£362) 1,1+£0,2 Z-5-p-Coumaroylchinaséure
16,7 367,1 291 (£23) 236 (£27) 1,4+03 E-5-Feruloylchinaséure

17,1 367,1 604 (£ 45) 502 (+56) 1,4+03 Z-5- Feruloylchinasdure
19,2 319,1 79 (+9) 72 (+9) 1,3+0,2 Z-3-p-Coumaroylshikimiséure
19,3 319,1 122 (£11) 124 (£15) 1,1 +£0,2 E-3-p-Coumaroylshikimiséure
25,0 805,6 2634 (+94) 2827 (£ 86) 0,9+0,1

Metabolitentyp 4

17,6 312,1 92 (£10) 151 (£29) 0,8+0,2 Z-Feruloyltyramin

18,8 312,1 nn nn E-Feruloyltyramin

223 312,1 98 (£ 11) 134 (£ 26) 1,0+ 0,2 Z-Feruloyltyramin

24,0 312,1 475 (£38) 524 (£62) 1,0£0,1 E-Feruloyltyramin

24,0 805,6 325 (£23) 355 (£13) 0,9+0,1

Metabolitentyp 5

8,0 3533 6117 (£ 609) 7350 (+418) 0,9+0,1 Z-3-Caffeoylchinaséure

9,6 3533 72246 (£ 6739) 81438 (£4909) 0,9+0,1 E-3-Caffeoylchinaséure
11,4 353,3" 3123 (+242) 4107 (£524) 0.9+0,1 Z-4-Caffeoylchinaséure

13,0 353,3 17755 (£994) 17915 (£ 1115) 1,0+0,1 E-4-Caffeoylchinasdure
13,6 3533 109632 (+4821) 114353 (£5372) 1,0+0,1 E-5-Caffeoylchinaséure
14,4 353,3 22002 ( +1425) 24265 (£ 1686) 0,9+0,1 Z-5-Caffeoylchinaséure
20,7 515,1 4602 (£ 480) 3785 (£ 314) 1,3+0,2 3,5-diCaffeoylchinaséure

Die Zahlenwerte reprasentieren die Mittelwerte + Standardfehler mit je n=8. ° Zahlenwerte, die sich innerhalb einer Zeile
signifikant unterscheiden sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. Fiir den statistischen Vergleich wurde der

t-Test (P<0,05) angewandt. “Die Peakflichen der Massen, die mit einem Sternchen gekennzeichnet sind, wurden vor der
statistischen Analyse logarithmisch transformiert. Fettgedruckt: Einzige Substanz, die einen signifikanten Unterschied
aufweist. Intensitdten der Peakflidche (Int.). Paraquat (PQ). Frischgewicht (FG). Nicht nachweisbar (nn). Nicht bestimmbar

(nb).

95



4. Untersuchung der ozoninduzierten, phenolischen Sekundérmetabolite in Tabak

Eine Quantifizierung der ozoninduzierten Metabolite in den SinglePQ100 im Vergleich zu
SinglePQKon zeigte, dass 16 der 25 Metabolite der Metabolitentypen 1-4 auch unter einem
Stress verursacht durch PQ (100 uM) induziert werden (Tab. 4.5 und Abb. 4.15). Die
induzierten Metabolite wiesen dabei alle in SinglePQ100 im Vergleich zu den
ozonbehandelten Einzelbléttern eine geringere Intensitdt auf (Abb. 4.15). In den SinglePQ100
wurden bei den Metaboliten des Metabolitentyps 2 lediglich die Substanzen mit den
quasimolekularen Massen m/z 439,2 mit einer RT von 16,2 min und m/z 485,2 nicht
nachgewiesen. Fiir den Metabolitentyp 3 zeigten die vier Isomere der p-CoQA sowie die
Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 805,6 und einer RT von 25,0 min keine

signifikante Induktion gegeniiber den entsprechenden Kontrollen.

Die Metabolite des Metabolitentyps 5 zeigten dagegen, im Vergleich zu den Kontrollen, alle
eine Tendenz zur Abnahme der jeweiligen Peakfldchen in SinglePQ100 (Tab. 4.5). Bei der
Z-3-CQA, der E-5-CQA sowie der 3,5-diCQA wurde eine signifikante Abnahme festgestellt.
Des Weiteren wurde auch fiir den Metaboliten mit der quasimolekularen Masse m/z 805,6
und einer RT von 24,0 min (Metabolitentyp 4) eine signifikante Abnahme der Peakfliche
ermittelt (Tab. 4.5).

Bei der Quantifizierung der ozoninduzierten Metabolite in den SinglePQ10 im Vergleich zu
den SinglePQKon war nur der Metabolit mit der quasimolekularen Masse m/z 477 signifikant
induziert (Tab. 4.6). Alle anderen Metabolite der Metabolitentypen 2-4 wiesen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den mit PQ (10 puM) behandelten Proben und den
Kontrollen auf (Tab. 4.6 und Abb. 4.15). Des Weiteren zeigten auch die Metabolite des
Metabolitentyps 1 in SinglePQ10 ein vergleichbares Verhalten wie in den Kontrollen: Die
Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 437 war in SinglePQ10 nicht bestimmbar und
die anderen Metabolite des Metabolitentyps 1 waren in den Einzelbldttern nicht nachweisbar

(Tab. 4.6).

Die Metaboliten des Metabolitentyps 5 zeigten in SinglePQ10 gegeniiber SinglePQKon keine
signifikanten Unterschiede in den jeweiligen Peakfldchen (Tab. 4.5), so dass diese Substanzen
ein vergleichbares Verhalten wie unter Ozonstress oder durch PSS hervorgerufenen

Pathogenstress aufwiesen.
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ABBILDUNG 4.15: MRM-Messungen (Extracted Ion Chromatogramme) zur Bestimmung

der ozoninduzierten Metabolite in einem Kontrolleinzelblatt bespritht mit deionisiertem

Wasser (Kontrolle PQ), in einem Einzelblatt bespriiht mit Paraquat (PQ, 10 pM), in einem

Einzelblatt bespriiht mit Paraquat (PQ,

100 pM) sowie in einer ozonbehandelten

Einzelblattprobe (Ozon, 30 h). Alle Einzelblitter wurden 30 h nach Behandlungsbeginn

geerntet. 3-MeSA wurde als interner Standard verwendet. Die y-Achse des XIC von Ozon, 30

h weist eine andere Skalierung auf als die anderen drei vorgestellten XICs.
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4.5.6 Verhalten der ozoninduzierten Metabolite in Einzelblattern, die einem

Pathogenstress oder PQ-Stress ausgesetzt wurden

Ein direkter Vergleich der Peakflachen der einzelnen Metabolite zwischen den Bléttern, die
unterschiedlichen Stressoren ausgesetzt wurden ist nicht moglich, da sich die Stressoren
deutlich voneinander unterscheiden. Es ist jedoch mdglich das Verhalten der Metabolite des
Metabolitentyps 3 und 4, die in den Kontrollen bereits vorhanden waren und unter demselben
Stress verstirkt gebildet wurden, anhand ihrer x-fachen Induktion miteinander zu vergleichen.
Metabolite, die unter einem bestimmten Stressor besonders hohe Induktionen zeigten,
konnten unter diesem Stressor eine wichtige Rolle spielen. In Abb. 4.16 und Abb. 4.17 sind in
je einem Diagramm die x-fachen Induktionen der unter diesem Stress signifikant erhohten

ermittelten ozoninduzierten Metabolite dargestellt.

Sowohl unter Ozonstress als auch unter Pathogenstress zeigten die Isomere des FTs
(RT=22,3 und 24,0 min) sowie die E- und Z-3-p-CoShiA die hochsten Induktionen jeweils im
Vergleich zu den Induktionen der anderen unter diesem Stress induzierten Metabolite. Unter
Ozonstress wies auBBerdem noch die Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 477 eine
hohe Induktion auf, wohingegen diese Substanz unter Pathogenstress nur eine mittlere
Induktion zeigte (Abb. 4.16). Bei einer Behandlung mit PQ (100 uM), die einen oxidativen
Stress in der Pflanze verursachte, der vermutlich aufgrund des Uberschreitens eines
Schwellenwerts an ROS zu einer Pathogenabwehr der Pflanze fiihrte, zeigte die
quasimolekulare Masse m/z 477 eine besonders hohe Induktion im Vergleich zu den
Induktionen der anderen unter PQ (100 uM) induzierten Metabolite. Des Weiteren zeigten die
Isomere des FTs und die Z-3-p-CoShiA unter PQ (100 uM) eine mittlere Induktion
(Abb. 4.17). Nach einer Behandlung mit PQ (10 uM), die in der Pflanze zu einem oxidativen
Stress fiihrte, zeigte ausschlieflich die Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 477

eine signifikante Induktion (Abb. 4.17).
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ABBILDUNG 4.16: Induktionen der ermittelten ozoninduzierten Metabolite (Metabolitentyp
3 und 4) in ozonbehandelten Einzelblittern (170 nl I, t=5 h) (n=8) sowie in mit
Pseudomonas syringae pv syringae (Pss) infizierten Einzelblattern (n=8) jeweils im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollen (n=8). Die Einzelblitter wurden jeweils 30 h nach
Behandlungsbeginn geerntet. Die Balken stellen die Mittelwerte der Induktionen =+
Standardfehler dar. Jede Substanz, deren Induktion in Form eines Balkens aufgefiihrt ist,
zeigte eine signifikante Induktion gegeniiber den entsprechenden Kontrollen. Feruloyltyramin

(FT). Coumaroylshikimisdure (CoShiA). Coumaroylchinasidure (CoQA). Feruloylchinasdure
(FQA).
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ABBILDUNG 4.17: Induktionen der ermittelten ozoninduzierten Metabolite (Metabolitentyp
3 und 4) in Einzelbldttern behandelt mit Paraquat (10 uM) (n=8) sowie in Einzelblittern
behandelt mit Paraquat (100 uM) (n=8) jeweils im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollen (n=8). Die Einzelblitter wurden jeweils 30 h nach Behandlungsbeginn geerntet.
Die Balken stellen die Mittelwerte der Induktionen + Standardfehler dar. Jede Substanz, deren
Induktion in Form eines Balkens aufgefiihrt ist, zeigte eine signifikante Induktion gegeniiber
den entsprechenden Kontrollen. Feruloyltyramin (FT). Coumaroylshikimisédure (CoShiA).

Coumaroylchinasdure (CoQA). Feruloylchinasdure (FQA).
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Die Metabolite des Metabolitentyps 1 und 2 sowie das Isomer des FTs mit einer RT=18,8 min
waren in den Kontrollblattern aller Behandlungen nicht nachweisbar. In Tab. 4.7 ist
aufgefiihrt, welche der Metabolite des Metabolitentyps 1 und 2 unter dem jeweiligen Stressor
induziert wurden. Die Tab. 4.7 dient der Zusammenfassung der Ergebnisse aus Kap. 4.5.4 und

4.5.5.

TABELLE 4.7: Vorkommen der Metabolite des Metabolitentyps 1 und 2 sowie des
Feruloyltyramins (RT=18,8 min) in den behandelten Einzelblattproben

RT Masse

(min) IM-HT Substanz Ozon (30h)  Pss PQ (100 uM) PQ (10 uM)
Metabolitentyp 1

20,5 137,1 Salicylsdure b b nb nn
Metabolitentyp 2

9,9 343,1 b b nb nn
10,9 299,1 Salicylséureglucosid b b nn
12,0 343,1 b b nn
13,8 469,2 b b b nn
15,3 439,2 b b nb nn
16,2 4392 b b nn nn
26,8 485,2 b nb nn nn
27,8 437,2 b b b nb
Metabolitentyp 3

18,8 312,1 E-Feruloyltyramin b b b nn

Retentionszeit (RT), bestimmbar (b), nicht bestimmbar (nb), nicht nachweisbar (nn).
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S Einordnung der Ergebnisse in den biologischen Kontext

5.1 Induktion von phenolischen Substanzen unter Ozonstress

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels LC-ESI-MS im EMS Modus 25 Metabolite
ermittelt, die unter einem akuten Ozonstress in den Bléttern 4 von N. tabacum L. cv Bel W3
induziert wurden. 14 dieser Metabolite wurden anhand ihrer Fragmentspektren identifiziert.
Eine Absicherung der Strukturaufkldrung erfolgte durch die Ermittlung der Summenformeln
der jeweiligen Sekundirmetabolite anhand der durch FTICR-MS-Messungen ermittelten
akkuraten Massen. Bei den identifizierten Substanzen handelt es sich um Salicylsidure (SA),
Salicylsdure-B-D-glucopyranosid (SA-G), E-/Z-5-Feruloylchinasdure (FQA), E-/Z-4-p-
Coumaroylchinasdure (CoQA), E-/Z-5-p-CoQA, E-/Z-3-p-Coumaroylshikimisdure (CoShiA)
sowie vier Isomere des Feruloyltyramins (FT). Alle identifizierten Metabolite gehdren den
Polyphenolen an, wobei SA und SA-G der Klasse der Phenolcarbonsduren und die anderen
identifizierten, ozoninduzierten Metabolite der Klasse der Hydroxyzimtsdurederivate (HCAs)
angehoren. Da sowohl die Probenvorbereitung als auch die LC-MS-Methode im EMS-Modus
fiir die Analytik von 16slichen, phenolischen Substanzen optimiert wurde, handelt es sich bei
den weiteren ermittelten ozoninduzierten Metaboliten vermutlich auch um I6sliche

Polyphenole.

Die Polyphenole sind weit verbreitete Metabolite in Pflanzen. Sie leiten sich von der
Zimtsdure ab, deren Bildung aus L-Phenylalanin durch das Enzym L-Phenylalanin-
ammoniumlyase (PAL) katalysiert wird (Dixon et al. 2002). Bei der PAL handelt es sich um
das Eingangsenzym der Phenylpropanoidbiosynthese, das unter einem akuten Ozonstress
sowohl auf der Transkriptebene als auch auf der Aktivitdtsebene in N. tabacum L. cv Bel W3
induziert wird. Die PAL zeigt dabei im zeitlichen Verlauf ein transientes Verhalten mit einer
hochsten Induktion 5 h nach Beginn der Ozonbehandlung. Ein unter Ozonstress dreifach
erhohter Gesamtphenolgehalt in ausgewachsenen Blittern wird unter anderem auf die erhohte
Aktivitit der PAL auf Transkript- und Aktivitdtsebene zurlickgefiihrt (Pasqualini et al. 2003).
Eine verstdrkte Induktion von phenolischen Substanzen, wie sie in der vorliegenden Arbeit
fiir 25 phenolische Metabolite gezeigt wurde, korreliert somit sehr gut mit der beschriebenen
erhohten Aktivitidt der PAL. Ein akuter Ozonstress fiihrt auch in Studien von Severino et al.

(2007) und Francini et al. (2007) zu einer signifikanten Erhéhung des Gesamtphenolgehaltes
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in den Blittern einer ozonempfindlichen Sorte des weillen Klees (Trifolium repens) und in
den Blittern von Sojabohnen (Glycine max) (Booker & Miller 1998). AuBlerdem zeigten
mikroskopische Studien von Vollenweider et al. (2003) an Bldttern von Waldbdumen, die
einem chronischen Ozonstress ausgesetzt wurden, eine Erh6hung des Gesamtphenolgehalts in

den Vakuolen der Blattzellen.

Fiir die im Phenylpropanoidweg unter Ozonstress verstdrkt gebildeten Polyphenole wird
sowohl eine Funktion in der oxidativen Abwehr als auch in der unter einem Ozonstress
induzierten Pathogenabwehr der Pflanze diskutiert (Langebartels et al. 2002). Auf der einen
Seite konnen phenolische Substanzen mit hoher antioxidativer Kapazitit geeignet sein, die
unter einem akuten Ozonstress gebildeten ROS abzufangen (Grace & Logan 2000). Auf der
anderen Seite konnen die ozoninduzierten Substanzen als Phytoalexine fungieren oder in die
Ligninbiosynthese und damit in die Verstiarkung der Zellwénde involviert sein (Kangasjirvi et
al. 1994; Sandermann et al. 1998). Diese Funktionen wiirden somit auf eine Rolle in der unter
Ozonstress induzierten Pathogenabwehr der Pflanze hinweisen. Eine Strukturaufklérung der
ozoninduzierten Substanzen konnte dabei Hinweise auf ihre mdglichen Funktionen geben.
FEine der wenigen bisherigen Studien, in der einzelne ozoninduzierte 16sliche Phenole
identifiziert und mit einer Funktion in Bezug gesetzt wurden, ist die Studie von
Eckey-Kaltenbach et al. (1993 und 1994). In dieser Arbeit wurden in Petersilie (Petroselinum
crispum) die Flavonglucoside Apiin und 6°"-O-Malonylapiin sowie fiinf Cumarinderivate wie
z. B. das Umbelliferon unter einem akuten Ozonstress induziert. Die Flavonglucoside zeigen
sowohl eine antioxidative als auch eine antimikrobielle Wirkung (Eckey-Kaltenbach et al.
1993) und konnten somit sowohl an der unter Ozonstress induzierten oxidativen Abwehr als
auch an der Pathogenabwehr beteiligt sein. Cumarinderivate sind typische Substanzen, die
wihrend einer Infektion mit Pathogenen in den Petersilienbléttern induziert werden (Tietjen et
al. 1983). Sie sind folglich unter Ozonstress wahrscheinlicher der Pathogenabwehr
zuzuordnen. Sowohl Umbelliferon als auch Apiin sind typische Inhaltsstoffe der Familie der
Apiaceae, denen auch Petersilic angehort. In Tabak, als Mitglied der Familie der
Solanaceaen, sind sie dagegen nicht enthalten. In der Tabakvarietit L. cv Bel W3 wurden
bisher nur SA und SA-G als induzierte 16sliche Phenole unter einem akuten Ozonstress
identifiziert (Pasqualini et al. 2002). Beide Substanzen werden nicht nur unter einem
Ozonstress in Tabak induziert sondern auch wéhrend einer Pathogenabwehr, wobei SA dabei

als Signalsubstanz fungiert (Yalpani et al. 1994; Heiden et al. 1999). Unter einem akuten
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Ozonstress sind somit beide Metabolite vermutlich aufgrund der ozoninduzierten

Pathogenabwehr in der Pflanze gebildet worden.

Eine Diskussion der mdglichen Funktionen der in der vorliegenden Studie ermittelten
25 ozoninduzierten phenolischen Metabolite erfolgt in den Kap. 5.3 und 5.4. Hinweise geben
dabei die Strukturaufkldrung der 14 identifizierten Metabolite sowie das Verhalten aller
Metabolite 10 h bzw. 30 h nach Beginn der Ozonbehandlung. Das Verhalten der
ozoninduzierten Metabolite unter einer anderen Art des oxidativen Stresses als Ozon sowie
unter einem Pathogenstress konnen weitere wichtige Hinweise darauf geben, ob die
ozoninduzierten Metabolite wahrscheinlicher eine Rolle in der direkten oxidativen oder

pathogenen Abwehr der Pflanze spielen.

52  Die HCA-Isomere kommen in N. tabacum L. cv Bel W3 in
E- und Z-Konfiguration vor

Fast alle identifizierten HCAs, bis auf die diCQAs, wurden sowohl in E- als auch in
Z-Konfiguration detektiert (Kap. 4.2). Wie von Schoch et al. (2001) gezeigt wurde, sind
wahrscheinlich die E-Isomere die Produkte und Substrate der Phenylpropanoidbiosynthese, da
von dem Enzym p-Coumarsiure-3-hydroxylase (C3H) der Phenylpropanoidbiosynthese
in vitro das E-Isomer der p-CoShiA umgesetzt wird, das entsprechende Z-Isomer jedoch
nicht. Die E-Isomere kommen auflerdem in groBeren Mengen in natiirlichem Gewebe vor als
die Z-Isomere. Der Grund fiir das Vorhandensein von detektierbaren Mengen an Z-Isomeren
konnte auf eine nicht-enzymatische Umlagerung der E-Isomere zu den Z-Isomeren durch die
Exposition mit UV-Licht zuriickgefiihrt werden (Parr & Bolwell 2000). Méller und Herrmann
(1982) sind der Ansicht, dass die Z-Isomere durch die unbeabsichtigte, kurze Exposition mit
UV-Licht wihrend der Probenvorbereitung gebildet werden. In Kap. 4.2.3 konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Probenvorbereitung nicht zu einem vergleichbar hohen Anteil an
Z-Isomeren fithren kann, wie er in den Pflanzenextrakten ermittelt wurde. Die identifizierten
Z-Isomere in Pflanzenextrakten sind somit zum jeweiligen iiberwiegenden Anteil keine
Artefakte sondern natiirliche Substanzen, die auch in der Pflanze gebildet werden. Stattdessen
ist es wahrscheinlicher, dass die HCAs in Z-Konfiguration durch eine Isomerisierung der
E-Isomere bereits in der Pflanze wiahrend des Wachstums durch die Exposition mit Licht, das

UV-Anteile enthélt, entstehen. Eine vergleichbare Hypothese wurde bereits in anderen
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Arbeiten diskutiert (Haskins et al. 1964; Engelsma 1974; Yamamoto & Towers 1985; Wong
et al. 2005; Clifford et al. 2008). Des Weiteren konnten die Z-Isomere durch eine
enzymatische Umlagerung entstanden sein. So wurde z. B. in den Bliitenknospen von Astern
die Z-5-p-CoQA als einzige Z-Verbindung neben weiteren E-Hydroxyzimtsduren identifiziert.
Der Autor vermutete daher, dass diese Verbindung biosynthetisch in der Pflanze gebildet wird
(Clifford et al. 2006). Da jedoch in Tabak fast alle identifizierten HCAs sowohl in der E- als
auch in der Z-Form in den Pflanzenextrakten vorlagen (Kap. 4.2), ist es wahrscheinlicher,
dass die Z-Isomere in der Pflanze durch UV-Licht widhrend des Wachstums aus den
E-Isomeren entstanden und nicht auf einen enzymatischen Ursprung zuriickzufiihren sind. In
Ubereinstimmung mit dieser Untersuchung wurden von Takahama (1998) die 3-, 4- und

5-CQA sowohl in E- als auch in Z-Konfiguration in N. tabacum L. cv Bel W3 detektiert.

Bei den diCQAs wurde keine E-/Z-Isomerie ermittelt. Dies konnte darauf zuriickgefiihrt
werden, dass moglicherweise eine Co-Elution der jeweiligen E-/Z-Isomere vorlag oder dass
weitere E-/Z-Isomere der diCQAs nur in so geringen Mengen gebildet wurden, dass sie nicht

nachweisbar waren.

53 Verhalten der ozoninduzierten Metabolite unter einem Ozonstress,

Pathogenstress sowie unter einem Paraquatstress

5.3.1 Ozonstress

Ein akuter Ozonstress fiithrt in der ozonsensitiven Tabakvarietit L. cv Bel W3 zu einer
Induktion der oxidativen Abwehr sowie der Pathogenabwehr (Sandermann et al. 1998; Rao et
al. 2000a), die jedoch beide iiber die Bildung von ROS getriggert zu sein scheinen. Das Ozon
dringt wihrend der Ozonexposition iiber die Stomata in den Apoplasten des Blattes ein, wobei
es im Apoplasten schnell unter Bildung von ROS abgebaut wird. Entsprechend ist die
Ozonkonzentration innerhalb des Blattes widhrend der Ozonexposition bereits fast null
(Laisk et al. 1989). Bei zu hohen Ozonkonzentrationen iibersteigt die zustromende Menge an
Ozon in der frithen Phase der Ozonexposition, die Kapazitit der Antioxidantien im
Apoplasten die aus dem Ozon entstandenen ROS abzufangen. Dies fiihrt zu einem erhdhten
ROS-Spiegel im Apoplasten des Blattes sowie zu einer Storung des zelluldren
Redoxgleichgewichts und damit zu einem oxidativen Stress (Kangasjdrvi et al. 2005; Jaspers

et al. 2005). Die erhohten ROS-Spiegel rufen vermutlich in ozonsensitiven Pflanzen
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Signalkaskaden hervor, wie sie iiblicherweise bei der Wahrnehmung eines inkompatiblen
Pathogens von der Pflanze als Pathogenabwehr induziert werden. Diese Signalkaskaden
fiihren wiederum zu einer hypersensitiven Reaktion (HR). Die HR ist unter anderem mit einer
aktiven Bildung von ROS mit einem biphasischen Verlauf in den Chloroplasten der
SchlieBzellen der Stomata assoziiert, die sich spdter auch in den umgebenden Zellen fortsetzt
(Kangasjarvi et al. 2005; Jaspers et al. 2005; Joo et al. 2005). Die erste Phase dieses
oxidativen Bursts fithrt zu einer schnellen Akkumulation von ROS mit einem transienten
Verhalten im Apoplasten wihrend der Ozonexposition. Die ROS-Bildung zeigt dabei ein
Peakmaximum 2-3 h nach Behandlungsbeginn. Sie tritt sowohl in der ozonsensitiven
Tabakvarietdt L. cv Bel W3 als auch in der ozontoleranten Tabakvarietit N. tabacum L. cv
Bel B auf. Die Dauer der ersten Phase des oxidativen Bursts entspricht dabei in der Regel der
Zeit der Ozonexposition. Nur in der ozonsensitiven Varietdt tritt eine zweite Phase des
oxidativen Bursts auf, die sich in einer stirkeren und linger andauernden Akkumulation von
ROS &duflert und iiblicherweise nach der Ozonexposition beginnt. Das Maximum des zweiten
ROS-Peaks tritt dabei 10-15 h nach Beginn der Ozonexposition (5 h, 150 nl 1) auf
(Schraudner et al. 1998). Der zweite oxidative Burst ist ein unerldsslicher Faktor bei der
Ausbildung der HR und damit auch beim programmierten Zelltod (PCD). Im PCD scheinen
unter anderem die Pflanzenhormone SA, Ethylen und Jasmonsdure (JA) eine wichtige Rolle
zu spielen. Die Akkumulation der ROS in ozonsensitiven Varietdten, wie N. tabacum L. cv
Bel W3, wird begleitet von einer starken Induktion der Signalsubstanz SA (Kangasjérvi et al.
2005; Jaspers et al. 2005). Die Induktion der SA unter einem akuten Ozonstress wurde von
Ogawa et al. (2005) und Pasqualini et al. (2002) beschrieben und konnte auch in der
vorliegenden Arbeit in Blattproben, die 10 h bzw. 30 h nach Beginn der Ozonbehandlung
geerntet wurden, gezeigt werden (Kap. 4.3). Die SA zeigte dabei im Zeitverlauf ein
transientes Verhalten (Kap. 4.3), das den Verlauf des zweiten oxidativen Bursts (Schraudner
et al. 1998) widerspiegelt, denn 10 h bis 15 h nach Beginn der Ozonexposition liegen die
hochsten ROS-Gehalte vor, wohingegen 30 h nach Behandlungsbeginn bereits deutlich
geringer erhohte ROS-Konzentrationen detektiert werden. Das Zusammenspiel des erhohten
ROS-Gehaltes mit der induzierten SA leitet die Pathogenabwehr sowie den Zelltod ein. Eine
wichtige Rolle bei der Ausbreitung des Zelltods spielt die Induktion des Phytohormons
Ethylen, das an dem erforderlichen Ausweiten der ROS-Bildung auf benachbarte Zellen und
damit an einer fortschreitenden Akkumulation der ROS wihrend des zweiten oxidativen

Bursts beteiligt ist. Eine Verringerung der Ethylenbildung wird dabei durch eine
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Akkumulation der JA hervorgerufen, die die Empfindlichkeit fiir Ethylen in den
benachbarten, gesunden Zellen im Bereich der durch die HR hervorgerufenen Veridnderungen
erniedrigt. Dadurch kommt es somit auch zu einer Verringerung der ethylenabhingigen ROS-
Bildung und folglich zu einer Eindimmung des Zelltods in den benachbarten Zellen (Orvar et
al. 1997; Rao et al. 2000b; Kangasjarvi et al. 2005). Ethylen wird zwar sowohl in
ozonsensitiven als auch in ozontoleranten Pflanzen mit einem Peakmaximum 3-4 h nach
Beginn der Ozonbehandlung im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen verstarkt
gebildet. In den ozontoleranten Pflanzen ist jedoch der Ethylenpeak deutlich schwicher
ausgepriagt (Kangasjirvi et al. 2005), so dass vermutlich eine gewisse Ausprigung der
Ethylenbildung gegeben sein muss, um einen zweiten oxidativen Burst und damit eine HR der
Pflanze auszulosen, die sich morphologisch in der Ausbildung der typischen punktférmigen
Nekrosen duBert. Der Ethylenpeak in der ozontoleranten Varietdt wird wahrscheinlich durch
den oxidativen Stress wiahrend der Ozonexposition hervorgerufen. Warum die ozonsensitiven
Varietéten insgesamt empfindlicher auf Ozon reagieren als die ozontoleranten, ist bisher noch

nicht vollstindig erkldrbar, es scheint jedoch von Art zu Art verschiedene Ursachen zu haben.

In einer Studie von Wohlgemuth et al. (2002) wurde gezeigt, dass die Akkumulation der ROS
im zweiten oxidativen Burst insbesondere in den Palisadenzellen der Blétter stattfindet. Des
Weiteren wurde in dieser Studie gezeigt, dass es sich bei den akkumulierenden ROS in
N. tabacum L. cv Bel W3 im Wesentlichen um H,O, handelt. Die Stellen des Blattes, an
denen eine Akkumulation von H,O, auftritt, stimmen beziiglich der Anzahl und dem
rdumlichem Vorkommen mit den 4-15 h spéter auftretenden punktformigen Nekrosen
iberein, die durch den Ozonstress hervorgerufen werden (Schraudner et al. 1998) und wie sie
auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnten. Die punktférmigen Nekrosen konnen
auf das Absterben benachbarter Palisadenzellen zuriickgefiihrt werden, in denen die HR zu

einem Zelltod gefiihrt hat (Rao et al. 2000a; Pasqualini et al. 2003).

Bei einem akuten Ozonpuls wird in der ozonsensitiven Tabakvarietit L. cv Bel W3 als
Pathogenabwehr in der HR auflerdem die Induktion von PR-Proteinen, darunter die der
basischen B-1,3-Glucanase, auf der Transkriptebene (Ernst et al. 1992; Yalpani et al. 1993;
Overmyer et al. 2003) und der Aktivitdtsebene (Schraudner et al. 1993) hervorgerufen. Die
basische B-1,3-Glucanase ist ein antimikrobielles Protein, das B3-1,3-Glucane und Chitin und

damit die aus diesen Monomerbausteinen bestehenden Polymere in den Zellwdnden von
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pathogenen Pilzen hydrolysieren kann. Sie konnte somit insbesondere eine Rolle in der
Abwehr von pathogenen Pilzen spielen (Schlumbaum et al. 1986; Bol et al. 1990; van Loon et
al. 2006). Die basische B-1,3-Glucanase wird in Tabak positiv durch JA und negativ durch SA
reguliert. Hohe Gehalte an JA fiihren somit zu einer verstidrkten Expression der basischen
3-1,3-Glucanase wohingegen SA einen antagonostischen Effekt zeigt (Niki et al. 1998). Die
basische B-1,3-Glucanase wird sowohl nach einer HR als auch nach einer Verwundung der
Pflanze induziert (Memelink et al. 1990; Ohashi & Ohshima 1992), da in beiden Prozessen
eine Induktion der JA erfolgt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
Tabakvarietit L. cv Bel W3 30 h nach Beginn der Ozonexposition eine Induktion der
basischen B-1,3-Glucanase auf der Transkriptebene aufweist (Kap. 4.5.3) und damit zu
diesem Zeitpunkt eine JA-abhéngige Signalkaskade induziert war. Auch Ernst et al. (1992)
und Schraudner et al. (1992) wiesen in der gleichen Varietét eine Induktion der basischen

3-1,3-Glucanase auf der Transkriptebene 31 h nach Beginn eines akuten Ozonstresses nach.

5.3.2 Pathogenstress

Eine Infektion von N. tabacum L. cv Bel W3 mit dem avirulenten Bakterium Pseudomonas
syringae pv syringae (Pss) fiihrt zu einer inkompatiblen Interaktion zwischen Pflanze und
Pathogen. Das Bakterium 16st zwar eine lokale Infektion in der Pflanze aus, jedoch wird bei
einer inkompatiblen Interaktion das Pathogen von der Pflanze erkannt und aufgrund dessen
eine HR von der Pflanze im Bereich der Infektionsstellen ausgeldst. Die HR fiihrt dazu, dass
das avirulente Pathogen vor der Ausprdgung von Symptomen in seinem Wachstum gehemmt
oder abgetotet wird, wodurch ein weiteres Ausbreiten der Infektion verhindert wird (Atkinson
et al. 1990; Dangl et al. 1996; Lamb & Dixon 1997; Lam et al. 2001). Dabei kommt es
zunidchst zu einer ersten Akkumulation von ROS, deren enzymatische Bildung vermutlich in
den Chloroplasten der SchlieBzellen der Stomata beginnt (Allan & Fluhr 1997). Die Stomata
sind héufig Eintrittsstellen fiir Pathogene. Die Akkumulation der ROS weitet sich dann auf
die angrenzenden Epidermiszellen der Blitter (Allan & Fluhr 1997) und den Apoplasten aus
(Apel & Hirt 2004). Bei einer inkompatiblen Interaktion weist diese Akkumulation der ROS
einen biphasischen Verlauf auf. Bei den akkumulierenden ROS handelt es sich bei den
meisten Pflanzen um H,O, (Lamb & Dixon 1997). Da bei einer kompatiblen Interaktion der
Pflanze mit einem virulenten Pathogen nur der erste oxidative Burst ausgelost wird, ist

vermutlich der 2. oxidative Burst der inkompatiblen Interaktion, wie auch unter Ozonstress,
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fiir die Ausbildung der HR und damit fiir die Aktivierung des PCDs verantwortlich
(Wohlgemuth 2002).

Die Regulation der Pathogenabwehr erfolgt dabei unter anderem auch durch die
Pflanzenhormone SA, Ethylen und JA (O'Donnell et al. 2001; Adie et al. 2007). Die HR
duBert sich, tibereinstimmend mit einer HR hervorgerufen durch einen akuten Ozonstress,
unter anderem in der Induktion von PR-Proteinen, wie z. B. der basischen B-1,3-Glucanase,
der PAL und von phenolischen Sekunddrmetaboliten (Schraudner et al. 1997; Lamb & Dixon
1997).

In der vorliegenden Arbeit konnten alle in dieser Arbeit untersuchten Komponenten der HR
und der Pathogenabwehr sowohl in den ozonbehandelten als auch in den mit PSS infizierten
Tabakpflanzen der Varietit L. cv Bel W3 nachgewiesen werden. Die Induktion der
Signalsubstanz SA (Kap. 4.5.3 und 4.5.4) weist nach, dass in diesen Pflanzen eine HR und
damit eine Pathogenabwehr durch die Pflanzen ausgelost wurde. Auflerdem wurde eine
Induktion der basischen B-1,3-Glucanase auf der Transkriptebene festgestellt, wie sie

iiblicherweise unter einem Pathogenstress auch beobachtet wird (Lamb & Dixon 1997).

5.3.3 Paraquatstress

Paraquat (PQ) ist ein Bipyridyliumsalz, das in hoheren Dosen als Kontaktherbizid eingesetzt
wird, indem es auf die Blétter der Pflanzen aufgetragen wird. Das Herbizid greift an der
reduzierenden Seite des Photosystems I ein und fiihrt dadurch unter Lichteinwirkung schnell
zu einem Welken und Austrocknen des behandelten Pflanzengewebes. Durch das Auftragen
von PQ werden unter Lichteinwirkung ROS in der Pflanze gebildet, die durch den dadurch
hervorgerufenen oxidativen Stress der Hauptgrund fiir die toxische Wirkung des PQs sind
(Silverman et al. 2005; Dyer & Weller 2005). Durch die Behandlung der Tabakblitter mit
zwei verschiedenen Konzentrationen an PQ konnte somit ein oxidativer Stress durch einen
anderen Stressor als Ozon oder Pathogene ausgeldst werden. Das Bipyridyliumdikation des
PQs bindet in der Néhe des Redoxsystems Ferredoxin des Photosystems 1 im Chloroplasten
(Silverman et al. 2005; Dyer & Weller 2005), wodurch vermutlich in verschiedenen Zellen,
wie z. B. den SchlieBzellen der Stomata oder den Epidermiszellen eine Bildung von ROS in

den jeweiligen Chloroplasten stattfindet. Der grundlegende Mechanismus der Bildung der
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ROS aus dem Bipyridyliumdikation beruht auf der leichten Reduktion dieser Verbindung,
wobei durch Ubertragung eines Elektrons aus dem Photosystem I ein wasserlosliches, in
Abwesenheit von Sauerstoff stabiles Radikalkation entsteht. Das Radikalkation autoxidiert
sehr schnell, wodurch wieder das Bipyridyliumdikation und ein Superoxidanion O,"
entstehen. Das Bipyridyliumdikation kann somit erneut ein Elektron aus dem Photosystem I
aufnehmen. Aus dem gebildeten O, kénnen weitere ROS, wie beispielsweise H,O, und OH',
entstehen. Die durch die Applikation von PQ gebildeten ROS filihren zu einem oxidativen
Stress in den Zellen der Pflanze, da aufgrund der kontinuierlichen Bildung dieser Substanzen
wihrend eines Lichteinflusses die Kapazitit der fiir das Abfangen der ROS vorhandenen
biochemischen Reaktionen nicht mehr ausreicht. Der oxidative Stress fiithrt, insbesondere
durch die hochreaktiven OH, zu einer Schiddigung der Membranlipide durch
Lipidperoxidation sowie zur Schiddigung von Proteinen, Nukleinsduren und Chlorophyll.
Wenn der erhhte ROS-Spiegel in der Zelle nicht auf das {ibliche MaB3 eingeschrinkt werden
kann, fiihrt dies zum nekrotischen Zelltod. Hierbei handelt es sich somit nicht um einen PCD,
der gezielt eingeleitet wurde, um ein Pathogen einzuddmmen, sondern um einen
unkontrollierten Zelltod (Youngman & Elstner 1984; Ananieva et al. 2004; Silverman et al.

2005; Dyer & Weller 2005).

Fir die Behandlung der Tabakblitter wurden PQ-Konzentrationen von 10 pM 1" sowie
100 uM 1" verwendet. Eine Konzentration von 10 pM 1" PQ wurde gewihlt, um in den
Tabakpflanzen L. cv Bel W3 einen oxidativen Stress auszulésen. Von Ananieva et al. (2002)
wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit PQ in einer Konzentration von 10 pM 1" zu einem
oxidativen Stress bei 12-Tage alten Gerstepflanzen (Hordeum vulgare) fiihrt. Der oxidative
Stress wurde dabei durch einen erhdhten Gehalt an H,0O,, eine erhohten Aktivitdt von
antioxidativ wirksamen Enzymen sowie einem erhohten Gehalt an Malondialdehyd, das ein
Marker fiir die Lipidperoxidation ist, in den behandelten Proben gegeniiber den Kontrollen
nachgewiesen. Des Weiteren fiihrt das Behandeln von Pflanzen des ozontoleranten Wildtyps
Arabidopsis thaliana L. Okotyp Columbia (Col-0) mit PQ (10 uM) zu einer zweifachen
Induktion der Ethylenabgabe im Vergleich zu Kontrollpflanzen. (Rao et al. 2002). Somit wird
in diesen Pflanzen durch die Behandlung mit PQ (10 uM) ein oxidativer Stress ausgelost, der
sich in einer erhdhten Ethylenabgabe duBert. Die Ethylenabgabe ist wahrscheinlich jedoch
nicht ausgeprigt genug gewesen, um eine HR in der Pflanze auszuldsen, da die Behandlung

mit PQ (10 uM) zu keinen sichtbaren Symptomen bei Col-0 fiihrt (Rao et al. 2002). Das
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unkontrollierte Absterben einzelner Zellen, das durch einen zu hohen ROS-Spiegel in der
Zelle hervorgerufen wird, ist mit dem bloen Auge nicht erkennbar. Erst ein fortschreitendes
Ausbreiten des Zelltods in benachbarten Zellen wéahrend der HR fiihrt zu sichtbaren Nekrosen
(Jaspers et al. 2005).

Bei den in der vorliegenden Arbeit mit PQ (10 uM) behandelten Tabakblattern der Varietit L.
cv Bel W3 lag somit vermutlich iiberwiegend ein oxidativer Stress vor. Dies ist daran
erkennbar, dass die Blétter nur vereinzelte sichtbare Nekrosen aufwiesen (Kap. 4.5.2), die auf
lokale Effekte wihrend des Behandelns mit PQ (10 uM) zuriickgefiihrt werden konnten. Bei
manchen Blittern sammelten sich groBere Tropfen auf den Bléttern an, wodurch an diesen
Stellen vermutlich ein oxidativer Stress auf zueinander benachbarten Zellen herrschte, der
jeweils zur Ausbildung des Zelltods fiihrte. Aufgrund des Absterbens benachbarter Zellen
konnten diese daher mit bloBem Auge in Form einer Nekrose sichtbar werden, ohne dass eine
HR stattgefunden haben muss. AuBerdem konnte in manchen Bereichen eventuell ein
oxidativer Stress in einem solchen Ausmal vorgelegen haben, dass dieser zum Ausldsen einer
lokalen HR fiihrte. Fiir die verschiedenen ROS konnten bisher noch keine Schwellenwerte
definiert werden, die zu einem oxidativen Stress in einem solchem Ausmal} fithren, so dass
eine HR in der Pflanze induziert wird. Dariiber hinaus scheinen die ROS auch unterschiedlich
in den Pflanzen zu wirken, da beispielsweise in Arabidopsis im oxidativen Burst als Reaktion
auf einen akuten Ozonstress neben der Akkumulation von H>O, auch eine Akkumulation von

O, erfolgt (Wohlgemuth et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit war in allen mit PQ (10 uM) behandelten Bléttern die SA nicht
detektierbar (Kap. 4.5.5). Da die SA eine wichtige Rolle im PCD spielt und somit wahrend
einer HR in der Pflanze auftritt (Kangasjérvi et al. 2005; Jaspers et al. 2005), wurde in den mit
PQ (10 uM) behandelten Bléttern vermutlich keine pathogeninduzierte HR hervorgerufen.
Stattdessen konnte der oxidative Stress des PQs in wenigen Zellen der behandelten Blitter zu
einer leichten Verwundungsreaktion gefiihrt haben, die wiederum zu einer Induktion der
Bildung der JA fiihrte. Eine Induktion der SA-Produktion erfolgt unter einer Verwundung
dagegen nicht (Niki et al. 1998). Tatsdchlich konnte in einem der mit PQ (10 uM)
behandelten Blittern eine mittlere Expression der B-1,3-Glucanase ermittelt werden
(Kap. 4.5.3), die somit vermutlich aufgrund der Verwundung durch den oxidativen Stress in

diesem Blatt induziert wurde. In einer weiteren mit PQ behandelten Probe wurde eine
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schwach basal ausgeprigte Expression bestimmt, wie sie auch in zwei Kontrollen der PQ-
Behandlung in einem vergleichbaren Ausmal} ermittelt wurde. In der mit PQ (10 uM)
behandelten Blattprobe fiihrte vermutlich eine leichte Verwundung, und damit ein Signal der
JA, zur Expression der basischen B-1,3-Glucanase. Des Weiteren konnte in dieser Probe, wie
vermutlich auch bei den Kontrollen, die schwach basal ausgeprigte Expression der basischen
3-1,3-Glucanase auf einen leichten Stress widhrend der Anzucht, der zu einer schwachen
Induktion der JA gefiihrt haben konnte, zuriickgefiihrt werden. In den anderen mit PQ (10
uM) behandelten Proben war dagegen keine Expression der basischen B-1,3-Glucanase
gegeben (Kap. 4.5.3), so dass in diesen Proben die durch den oxidativen Stress
hervorgerufene Verwundung vermutlich zu keiner signalrelevanten Konzentration der JA

fihrte.

Die Behandlung der Tabakblitter mit PQ (100 uM) fiihrte in der vorliegenden Arbeit bereits
zu deutlich sichtbaren Symptomen in Form von fldchigen Nekrosen und einem einsetzenden
Verwelken der behandelten Tabakblatter (Kap. 4.5.2) wie sie auch von Ananieva et al. (2002)
bei der Behandlung von Gerstenpflanzen mit PQ in einer Konzentration von 100 pM I
beschrieben wurden. Neben diesen deutlichen morphologischen Verdnderungen wurden in
den mit PQ (100 uM) behandelten Tabakblittern eine leichte Induktion der Signalsubstanz
SA (Kap. 4.5.5) und eine stark ausgepréagte Expression der basischen B-1,3-Glucanase (4.5.3)
ermittelt. Der durch PQ (100 uM) verursachte oxidative Stress wies somit ein solches
AusmalB aus, dass dadurch stellenweise eine Induktion der Pathogenabwehr hervorgerufen

wurde, die anhand der Induktion der SA erkennbar ist.

5.3.4 Vergleich der Auswirkungen der verschiedenen Stressoren

Die mit der MRM-Methode untersuchten, ozoninduzierten Metabolite zeigten in den
ozonbehandelten Proben (30 h) Peakfldchen in vergleichbaren Grofenordnungen wie die mit
Pss infizierten Tabakblitter (Kap. 4.3 und 4.5.4). Die mit PQ (100 uM) behandelten Blatter
wiesen dagegen deutlich kleinere Peakfldchen auf und acht der 25 ozoninduzierten Metabolite
zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Peakfldche gegeniiber den entsprechenden
Kontrollen (Kap. 4.5.5). Bei PQ (10 uM) war lediglich einer der ozoninduzierten Metabolite
signifikant gegeniiber den entsprechenden Kontrollblittern erhoht (Kap. 4.5.5). In den mit PQ

(10 uM) behandelten Tabakblittern 16ste somit der iiberwiegend oxidative Stress nur die
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Induktion eines ozoninduzierten Metaboliten aus. Die anderen der induzierten Metabolite sind
daher vermutlich einer pathogeninduzierten HR zuzuordnen, weil alle ozoninduzierten
Metaboliten auch in den mit Pss infizierten Tabakblattern detektierbar waren. Die Metabolite
wiesen dabei im MRM-Modus vergleichbare Peakflichen wie bei den ozonbehandelten
Tabakpflanzen auf. Die beiden Behandlungen fiihrten jedoch zu unterschiedlichen
Expressionen der basischen -1,3-Glucanase sowie zu unterschiedlichen Induktionen der SA.
Die Expression der basischen B-1,3-Glucanase war in den mit PSS infizierten Pflanzen
weniger stark ausgeprdgt als in den ozonbehandelten Pflanzen (Kap. 4.5.3). Die SA wies
dagegen in den mit PSS infizierten Blittern groBere Peakflichen auf als in den
ozonbehandelten Blittern (Kap. 4.3 und 4.5.4). Diese unterschiedliche Auspriagung der
Signale bei den beiden Behandlungen konnte auf unterschiedliche Stadien in der induzierten
Pathogenabwehr der Pflanze wéhrend des Erntezeitpunkts zuriickgefiihrt werden. In den mit
Ozon behandelten Bléttern konnte die HR bereits weiter fortgeschritten gewesen sein, so dass
aufgrund dessen bereits geringere Anteile an SA zum Erntezeitpunkt vorlagen und somit
bereits ein antagonistischer Effekt durch die Akkumulation der JA auf die SA-Bildung
eingeleitet wurde (Kangasjéarvi et al. 2005). Die SA wird in Form des SA-Gs in den Zellen
gespeichert, da es unter einem Pathogenstress schnell akkumuliert (Hennig et al. 1993;
Yalpani et al. 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl in den ozonbehandelten
Bléttern als auch in den mit Pss infizierten Bléttern SA-G detektiert. Das SA-G wies dabei
hohere Gehalte in den ozonbehandelten Bléttern als in den mit Pss infizierten Bléttern auf
(Kap. 4.3 und 4.5.4), so dass in den ozonbehandelten Blittern vermutlich ein groBerer Anteil
der SA bereits in SA-G tiberfiihrt worden war. Die deutlich stirker ausgeprégte Expression
der basischen B-1,3-Glucanase in den ozonbehandelten Blattern, im Vergleich zu den mit PSS
infizierten Blittern (Kap. 4.5.3), konnte auf die stirkere Akkumulation der JA in den
ozonbehandelten Proben aufgrund der vermutlich weiter fortgeschrittenen HR zuriickgefiihrt

werden.

In den mit PQ (100 uM) behandelten Proben wurde eine Expression der basischen
3-1,3-Glucanase in vergleichbarer Ausprigung wie in den ozonbehandelten Proben ermittelt
(Kap. 4.5.3). Die SA und SA-G zeigten jedoch in den mit PQ (100 uM) behandelten Proben
deutlich geringere Peakflachen als in den ozonbehandelten Proben. Eine mogliche Erklérung
wére ein Abbau der Substanzen in diesen Blittern. Die mit PQ (100 uM) behandelten Blétter

4 wiesen morphologische Schiden in einem vergleichbaren Ausmal} wie die ozonbehandelten
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Blatter 5 auf (Kap. 3.6). In den ozonbehandelten Blittern 5 wurden jedoch sogar hdohere
Gehalte an SA-G detektiert als in den ozonbehandelten Bléttern 4. Somit konnen die
niedrigen Gehalte an SA-G in den mit PQ (100 uM) behandelten Blétter nicht auf einen
Abbau von SA-G aufgrund der starken morphologischen Schdden zuriickgefiihrt werden. In
den mit PQ (100 uM) behandelten Proben lag somit zwar zum Erntezeitpunkt vermutlich eine
HR in der Pflanze vor, die durch eine Induktion der Pathogenabwehr aufgrund des
Uberschreitens einer signalrelevanten Konzentration des oxidativen Stresses hervorgerufen
wurde. Allerdings war die pathogeninduzierte HR in den Bléttern vermutlich schwécher
ausgepriagt, was an den niedrigen Gehalten der SA und SA-G erkennbar ist. Die stark
ausgeprigte Expression der basischen B-1,3-Glucanase konnte in diesem Fall mit den stark
ausgepragten morphologischen Verdnderungen zusammenhingen, die durch eine Behandlung

mit PQ (100 uM) hervorgerufen wurden (Kap. 4.5.2).

Das grof3flachige Absterben von Blattgewebe in den mit PQ (100 pM) behandelten Blittern
kénnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Uberlagerung eines oxidativen Stresses,
verursacht durch das PQ, und einer SA-abhdngigen HR wihrend der gesamten
Belichtungsdauer vorlag. Der oxidative Stress erfolgte dabei durch die Bildung von ROS aus
O, unter Anwesenheit des Bipyridyliumdikations bei Lichteinwirkung. Dieser oxidative
Stress erreichte vermutlich ein solches AusmaB, dass dadurch eine SA-abhingige HR
induziert wurde. Die Bildung der ROS durch das PQ lag jedoch wihrend der gesamten
Belichtungszeit parallel zu der SA-abhidngigen HR vor, so dass die ROS schnell die
signalrelevante Konzentration iiberschritten und toxische Wirkung hatten. In den
ozonbehandelten Pflanzen fiihrte dagegen neben der ROS-Bildung in der SA-abhéngigen HR
(Schraudner et al. 1998) nur die fiinfstiindige Ozonexposition zu einem weiteren oxidativen
Stress, der durch den Abbau des Ozons zu ROS im Apoplasten des Blattes hervorgerufen
wird. In den mit PsS infizierten Blittern herrschte neben der durch die Pathogenabwehr
induzierten Bildung der ROS kein weiterer oxidativer Stress (Lamb & Dixon 1997). Eine
Bildung von OH" aus H,0,, und damit die Einleitung einer Lipidperoxidation, ist bei allen
Stressbehandlungen moglich. In den mit PQ (100 uM) behandelten Proben herrschte jedoch
ein starker oxidativer Stress iiber einen ldngeren Zeitraum, so dass in diesen Blittern der
unkontrollierte nekrotische Zelltod durch einen zu hohen ROS-Spiegel in den Zellen
gegeniiber dem durch die HR eingeleiteten PCD iiberwog. Aufgrund dessen wurden in der

vorliegenden Arbeit in den mit PQ (100 puM) behandelten Proben stark ausgeprigte
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Expressionen der basischen B-1,3-Glucanase und dagegen nur geringe Gehalte an SA und
SA-G ermittelt (Kap. 4.5.3 und 4.5.5). Die starke Auspragung der basischen B-1,3-Glucanase
wurde dabei vermutlich durch die verstirkte Akkumulation der JA hervorgerufen, die
wiederum aufgrund der durch die Lipidperoxidation hervorgerufenen starken Verwundung

des Blattes induziert wurde.

Die mit PQ (100 uM) behandelten Blatter zeigten auch deutlich kleinere Peakfldchen fiir die
anderen ozoninduzierten Metabolite im Vergleich zu den mit Ozon oder Pss behandelten
Blattern (Kap. 4.3, 4.5.4 und 4.5.5). Die meisten der ozoninduzierten Metabolite wurden in
der vorliegenden Arbeit vermutlich aufgrund der Pathogenabwehr in der Pflanze induziert. In
den mit PQ (100 puM) behandelten Proben konnten die niedrigen Gehalte an den
ozoninduzierten Metaboliten somit auf die weniger stark ausgeprigte HR zuriickgefiihrt
werden. Die durch PQ (100 puM) induzierte Pathogenabwehr fiihrte daher nur zu einer
schwachen Induktion von 17 der 25 ozoninduzierten Metabolite. Bei den Metaboliten, die
keine Induktion aufwiesen, handelt es sich um Substanzen, die auch unter einem akuten
Ozonstress weniger stark ausgeprigte Induktionen zeigten. Bei diesen Metaboliten konnte
somit moglicherweise die Nachweisgrenze (NG) der Substanzen in den mit PQ (100 uM)
behandelten Blattproben unterschritten worden sein. Des Weiteren wire es moglich, dass
aufgrund des Tiiberwiegenden unkontrollierten Zelltods durch eine Behandlung mit
PQ (100 uM) eine gewisse Reduktion der Peakfldchen auch durch einen Abbau mancher der

ozoninduzierten Metabolite hervorgerufen wurde. Darauf wird in Kap. 5.5 ndher eingegangen.

In einer Studie von Booker et al. (1998) wurde diskutiert, ob die induzierten phenolischen
Metabolite in ozongestressten Pflanzen als Reaktion auf die Verwundung gebildet werden
konnten. Dies erscheint anhand der vorliegenden Arbeit unwahrscheinlich, da die mit
PQ (100 uM) behandelten Blatter die stirksten morphologischen Schiden zeigten, jedoch
deutlich geringere Peakflichen an den ozoninduzierten Metaboliten im MRM-Modus

aufwiesen als die ozonbehandelten Tabakblatter (Kap. 4.3 und Kap. 4.5.5).

Aufgrund der oben diskutierten Ergebnisse sind die ozoninduzierten Metabolite mehr der
HR-induzierten Pathogenabwehr als dem direkten oxidativen Stress, der durch die aus dem
Ozon entstandenen ROS hervorgerufen wird, zuzuordnen. Alle ozoninduzierten Metabolite

wurden auch in den mit Pss infizierten Bldttern als induzierte Metabolite ermittelt. Des
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Weiteren konnten auch in den mit PQ (100 uM) behandelten Blittern, in denen neben einem
hohen oxidativen Stress vermutlich auch eine schwicher ausgeprigte Pathogenabwehr vorlag,
17 der 25 ozoninduzierten Metabolite detektiert werden. In den mit PQ (10 uM) behandelten
Blittern zeigte dagegen nur der ozoninduzierte Metabolit des Metabolitentyps 3 mit der
quasimolekularen Masse m/z 477,2 eine signifikante Induktion, so dass dieser Metabolit
vermutlich eine Reaktion auf einen oxidativen Stress darstellt. In diesen Pflanzen iiberwog
der oxidative Stress und war dabei vermutlich nicht ausgepréigt genug, um eine Induktion der
Pathogenabwehr hervorzurufen. Im folgenden Kapitel werden die moglichen Funktionen der

strukturell aufgeklarten Metabolite diskutiert, um dadurch weitere Hinweise zu erhalten.

5.4 Die ozoninduzierten Metabolite haben unterschiedliche Funktionen

5.4.1 Metabolite des Metabolitentyps 1

SA ist der einzige ermittelte ozoninduzierte Metabolit, der ein transientes Verhalten im
Zeitverlauf der ozonbehandelten Pflanzen zeigte, die 10 h bzw. 30 h nach Beginn der
Ozonexposition geerntet wurden (Kap. 3.4 und 4.2.1.4). Vermutlich spielen somit unter
Ozonstress keine weiteren phenolischen Substanzen eine Rolle als Signalmolekiil. Bereits
identifizierte, weitere wichtige Signalmolekiile wihrend eines Ozonstresses und wéhrend
eines Pathogenstresses sind JA und Ethylen (O'Donnell et al. 2001; Kangasjirvi et al. 2005),
bei denen es sich jedoch nicht um phenolische Substanzen handelt. Von SA war bereits
bekannt, dass sie sowohl unter Ozonstress (Pasqualini et al. 2002) als auch unter
Pathogenstress (Alvarez 2000) in Pflanzen gebildet wird, wobei die SA dabei jeweils eine
wichtige Rolle in der Einleitung eines kontrollierten Zelltods wihrend der HR spielt

(O'Donnell et al. 2001; Kangasjérvi et al. 2005).

5.4.2 Metabolite des Metabolitentyps 2

Die acht Metabolite des Metabolitentyps 2 wurden unter einem akuten Ozonpuls neu gebildet,
wobei eine Akkumulation der Substanzen im zeitlichen Verlauf, 10 h und 30 h nach

Behandlungsbeginn, beobachtet werden konnte (Kap. 4.3).

Bei den Metaboliten des Metabolitentyps 2 wurde SA-G strukturell aufgeklirt (Kap. 4.2.1.4).

SA-G wurde bereits als ozoninduzierte Substanz in N. tabacum L. cv Bel W3 identifiziert
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(Pasqualini et al. 2002). Das SA-G wird in Pflanzen sowohl unter Pathogen- als auch unter
Ozonstress gebildet (Yalpani et al. 1994), wobei das SA-G aus der SA in den Zellen gebildet
wird und somit als Speicherform fiir die SA fungieren kann (Hennig et al. 1993). Dieses
Ergebnis stimmt mit dem in der vorliegenden Arbeit ermittelten Verhalten von SA und SA-G
im zeitlichen Verlauf nach einer akuten Ozonbehandlung iiberein. Dabei nahm der Gehalt an
SA-G bei gleichzeitiger Abnahme des Gehalts an SA in den Blittern zu (Kap. 4.3). Das SA-G
selbst hat keine Signalfunktion, jedoch kann es vermutlich durch Hydrolyse in der Pflanze
wieder in das Pflanzenhormon SA {berfiihrt werden (Hennig et al. 1993). Das SA-G spielt
somit, gemeinsam mit der SA, auch eine wichtige Rolle in der induzierten Pathogenabwehr
der Pflanze. SA und SA-G waren unter allen Stressoren, die eine Pathogenabwehr induzieren,
in den behandelten Blittern vorhanden (Kap. 4.3, 4.5.4 und 4.5.5). Dagegen war sowohl die
SA als auch die SA-G in den mit PQ (10 uM) behandelten Proben, in denen vermutlich keine
Pathogenabwehr induziert wurde, nicht nachweisbar (Kap. 4.5.5).

Die sieben weiteren ozoninduzierten Metabolite des Metabolitentyps 2, deren Strukturen im
Laufe dieser Arbeit nicht bestimmt wurden, waren ebenfalls in den mit PSS infizierten
Blittern nachweisbar (Kap. 4.5.4). Vier der Metabolite wiesen dabei kleinere Peakflichen auf
als in den ozonbehandelten Proben. Da in den mit Pss infizierten Pflanzen die HR noch nicht
so weit fortgeschritten war, konnte bei diesen Substanzen eine Akkumulation in einem
vergleichbaren Ausmal} zu einem spiteren Erntezeitpunkt erfolgen. In den mit PQ (100 uM)
behandelten Blittern wurden fiinf der sieben Metabolite detektiert, wobei alle Metabolite
kleinere Peakfldchen als in den ozonbehandelten Proben aufwiesen. Die Metabolite, die nicht
bestimmbar waren, zeigten auch in den ozonbehandelten Proben kleine Peakfldchen. Da in
den mit PQ (100 uM) behandelten Bléttern vermutlich nur eine schwache SA-abhingige HR
ausgebildet wurde, konnte aufgrund dessen eine insgesamt schwichere Bildung dieser
vermutlich der Pathogenabwehr assoziierten Substanzen erfolgen, so dass diese in den mit
PQ (100 uM) behandelten Bléttern nicht bestimmbar waren. Des Weiteren konnte zusétzlich
ein Abbau dieser Substanzen durch den unkontrollierten nekrotischen Zelltod, der in diesen
Proben vermutlich gegeniiber der SA-abhingigen HR iiberwog, vorliegen. Ein Abbau dieser
Substanzen unter dem unkontrollierten nekrotischen Zelltod wird in Kap. 5.5 diskutiert. Unter
einem oxidativen Stress, wie er durch eine Behandlung mit PQ (10 pM) entsteht, wurde in
den Blittern keiner der Metabolite induziert. Dies deutet daraufthin, dass alle Metabolite des

Metabolitentyps 2 wahrscheinlicher bei einem Ozonstress durch die induzierte HR gebildet
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werden. Die ozoninduzierten Metabolite akkumulieren, bei der Betrachtung des zeitlichen
Verlaufs, im Vergleich zur SA, zu einem spéten Zeitpunkt in den ozonbehandelten Blattern.
Dies deutet ebenfalls daraufhin, dass die Metabolite wahrscheinlicher eine Funktion in der
Pathogenabwehr haben, da der reine oxidative Stress, der durch den Abbau des eindringenden
Ozons im Apoplasten des Blattes zu ROS hervorgerufen wird, zu diesem Zeitpunkt nicht

mehr vorliegt.

5.4.3 Metabolite des Metabolitentyps 3

Die Metabolite des Metabolitentyps 3 wurden auch unter einem akuten Ozonstress im
zeitlichen Verlauf akkumuliert. Im Gegensatz zu den Metaboliten des Metabolitentyps 2
wurden diese Metabolite jedoch bereits in den Kontrollen in geringen Mengen detektiert
(Kap. 4.3). Acht der 11 Metabolite wurden strukturell aufgeklart (Kap. 4.2). Bei den
strukturell aufgekldrten Metaboliten handelt es sich um die HCAs E-/Z-3-p-CoShiA,
E-/Z-4-p-CoQA, E-/Z-5-p-CoQA und E-/Z-5-FQA.

Bei E-/Z-3-p-CoShiA, E-/Z-4-p-CoQA und E-/Z-5-p-CoQA handelt es sich um wichtige
Intermediate der Phenylpropanoidbiosynthese (Franke et al. 2002a; Franke et al. 2002b;
Hoffmann et al. 2003). Als solche konnten sie somit eine wichtige Rolle in der
Ligninbiosynthese spielen, da in der Phenylpropanoidbiosynthese die Vorldufer des Lignins
synthetisiert werden (Humphreys & Chapple 2002). Lignin ist ein komplex aufgebautes
Polymer dessen Monomere eine phenolische Grundstruktur aufweisen. Das Lignin fiihrt in
krautigen Pflanzen zu einer strukturellen Stabilisierung und bietet auflerdem eine

Schutzfunktion vor eindringenden Pathogenen (Boerjan et al. 2003).

Eine Ubersicht der Phenylpropanoidbiosynthese ist in Abb. 5.1 (Hoffmann et al. 2004)
aufgefiihrt. Hierbei wird zundchst das Phenylalanin durch das FEingangsenzym der
Phenylpropanoidbiosynthese, der Phenylalaninammoniumlyase (PAL), zur Zimtsdure
desaminiert. Durch die Zimtsdure-4-Hydroxylase (C4H) wird die Zimtsdure zur
p-Coumarsidure umgesetzt. Frither wurde angenommen, dass eine 3-Hydroxylierung der
p-Coumarsdure durch die p-Coumarsdure-3-Hydroxylase (C3H) erfolgt und dadurch direkt
die Kaffeesdure gebildet wird, aus der durch weitere enzymatische Umsetzungen die
Zimtsdurederivate  Ferulasdure, 5-Hydroxyferulasdure und Sinapinsdure entstehen

(Boudet 2000). Es wurde jedoch inzwischen gezeigt, dass die p-Coumarsidure sowie das
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p-CoumaroylCoA von der C3H nicht umgesetzt werden. Stattdessen akzeptiert die C3H die in
der vorliegenden Arbeit als ozoninduzierte Metabolite identifizierten China- und

Shikimisdureester der p-Coumarsdure (Schoch et al. 2001).

Aus dem p-CoumaroylCoA sowie dem FeruloylCoA, das in der Phenylpropanoidbiosynthese
iiber p-CoQA und p-CoShiA sowie CQA und Caffeoylshikimisdure (CShiA) aus dem
CaffeoylCoA gebildet wird, entstehen iiber weitere Zwischenprodukte die Monomerbausteine
des Lignins. Dabei leiten sich von dem p-CoumaroylCoA die p-Hydroxyphenyl- (H-)
Einheiten und von FeruloylCoA die Guajacyl- (G-) und Syringyl- (S-) einheiten des Lignins
ab (Abb. 5.1). Dabei wird das CoumaroylCoA bzw. das FeruloylCoA durch CinnamoylCoA-
Reduktasen (CCR) in p-Coumarylaldehyd bzw. Coniferylaldehyd iiberfiihrt. Durch
Cinnamoylalkohol-Dehydrogenasen (CAD) werden anschlieBend durch Reduktion aus den
jeweiligen Aldehyden, mit dem Coumaroylalkohol fiir die G-Einheiten und dem
p-Coniferylalkohol fiir die H-Einheiten, die Monomerbeausteine der Ligninbiosynthese
gebildet. Die Bildung der Monomerbausteine der S-Einheiten erfolgt durch die
Ferulasdure-5-hydroxylase (FSH) sowie durch die Kaffeat-O-Methyltransferase (COMT 1)
und gegebenenfalls durch die CAD aus dem Coniferylaldehyd oder dem Coniferylalkohol,
wobei letztendlich der Sinapylalkohol als Monomerbaustein gebildet wird. Eine Verkniipfung
der Monomerbausteine in der Ligninbiosynthese zum Polymer Lignin erfolgt in einer
oxidativen Polymerisation, die durch zellwandgebundene Peroxidasen unter Verbrauch von
H,0, katalysiert wird. Das gebildete Lignin der Angiosperme, denen auch N. tabacum L. cv
Bel W3 angehort, besteht dabei hauptsdchlich aus G- und S-Einheiten sowie Spuren an H-
Einheiten (Boerjan et al. 2003).
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ABBILDUNG 5.1: Ubersicht der Phenylpropanoidbiosynthese (Hoffmann et al. 2004).

Blauer Kasten: In der vorliegenden Arbeit als ozoninduzierte Substanzen ermittelt. Die Substanzen, die zu den
monomeren Ligninbausteinen fithren, sind fett gedruckt. 4-HydroxycinnamoylCoA-Ligase (4CL).
p-Coumarsédure-3-hydroxylase (C3H). Zimtséure-4-Hydroxylase (C4H). Cinnamoylalkohol-Dehydrogenase
(CAD). CaffeoylCoA-O-Methyltransferase (CCoAOMT). CinnamoylCoA-Reduktase (CCR). Kaffeat-O-
Methyltransferase (COMT 1). Ferulasdure-5-hydroxylase (F5H). Hydroxycinnamoyl-Transferase (HCT).
Phenylalaninammoniumlyase (PAL). Sinapylalkohol-Dehydrogenase (SAD).
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Eine Induktion der Ligninbildung wird unter einem Pathogenstress hdufig beschrieben
(Boerjan et al. 2003). Eine inkompatible Interaktion einer avirulenten Unterart des Pathogens
Phytophthora infestans mit Blattern der Kartoffel (Solanum tuberosum) ruft beispiclsweise
eine Induktion der Transkripte von Enzymen der Phenylpropanoidbiosynthese, PAL und 4CL,
hervor (Keller et al. 1996). Aulerdem fiihrt die Infektion von Bléttern der Sojabohne (Glycine
max) mit dem avirulenten Pathogen Phytophthora sojae zu einer erhohten Ablagerung von
Lignin in den Blittern (Mohr & Cahill 2001) und somit auch zu einer Induktion von
unldslichen Phenolen. Hierbei konnte sich eventuell das wéhrend der Pathogenabwehr
gebildete Lignin in Zusammensetzung der G-, S- und H-Einheiten sowie in der Art der
Verkniipfung von dem in der Pflanze iiblicherweise gebildeten Lignin unterscheiden (Vance

et al. 1980).

Auch ein akuter Ozonstress induziert die Enzyme der Phenylpropanoidbiosynthese PAL und
4CL auf der Ebene der Transkriptrate und der Enzymaktivitit. AuBerdem wird die CAD, ein
Enzym der Ligninbiosynthese, auf der Ebene der Transkription in Bléttern von Petersilie
(Petroselinum crispum) unter einem akuten Ozonstress induziert (Eckey-Kaltenbach et al.
1994). Auch in Fichten (Picea abies) wurde gezeigt, dass die CAD unter einem akuten
Ozonstress sowohl auf der Ebene der Transkriptrate (Galliano et al. 1993a) als auch auf der
Ebene der Enzymaktivitit (Galliano et al. 1993b) induziert wird. Eine verstiarkte Aktivitit der
Ligninbiosynthese findet somit unter einem akuten Ozonstress statt, allerdings wurden die

daraus gebildeten Lignine bisher noch nicht genauer charakterisiert (Sandermann et al. 1998).

Viele phenolische Substanzen zeigen unter UV-Licht eine intensiv blaue Autofluoreszenz, die
dafiir genutzt werden kann, Lignin und andere phenolische Substanzen in ozonbehandelten
Blittern histologisch zu lokalisieren (Booker & Miller 1998). Ein akuter Ozonpuls fiihrt in
Tabak der Varietét L. cv Bel W3 (Schraudner et al. 1992) und in Petersilie (Eckey-Kaltenbach
et al. 1994) zu einer intensiven blauen Autofluoreszenz in den nekrotischen Bereichen der
Blitter. Des Weiteren konnte eine blaue Autofluoreszenz in den Zellwédnden der
Mesophyllzellen von ozonbehandelten Sojabohnenblittern (Glycine max) ermittelt werden,
die auf einen erhohten Gehalt an Lignin unter einem akuten Ozonstress hinweisen kdnnten
(Booker et al. 1991). Solche blau autofluoreszierende Bereiche werden auch nach einer
pathogeninduzierten HR gebildet (Sandermann 1996), die auf die wéhrend einer HR
nachweislich erhohten Lignin-Gehalte (Mohr & Cahill 2001) hinweisen.
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Der Ozon- und Pathogenstress fiihrte in der vorliegenden Arbeit zu einer Induktion der
p-CoQA-Isomere und p-CoShiA-Isomere (Kap. 4.3 und 4.5.1). Aus den p-CoQA-losmeren
bzw. den p-CoShiA-Isomeren entstehen durch das Enzym C3H die CQA-Isomere sowie die
CShiA-Isomere (Abb. 5.1). Bei den CQA-Isomeren fithrte der Ozon- und Pathogenstress
jedoch nicht zu einer signifikanten Verdnderung der Gehalte (Kap. 4.3 und 4.5.1) und die

CShiA wurde weder in den Kontrollen noch in den behandelten Proben nachgewiesen.

Die p-CoQA ist ein in Pflanzen hiufig vorkommender Metabolit, wie z. B. in Tee (Clifford
1999). Allerdings wurde die p-CoQA noch nicht in Tabak nachgewiesen. Des Weiteren wurde
noch von keiner Induktion dieser Substanz in Pflanzen nach einem Ozon- oder Pathogenstress

berichtet.

Die aus der p-CoQA durch das Enzym C3H gebildete CQA ist eines der am weitesten
verbreiteten Hydroxyzimtsdurederivate (Herrmann K. 1978; Kiihnl et al. 1987). Sie wies auch

in der vorliegenden Arbeit sehr hohe Gehalte in allen behandelten und in allen

Kontrollpflanzen auf (Kap. 4.3 und 4.5.1).

Die p-CoShiA wurde bisher nur in einem Farn mittels NMR nachgewiesen (Saito et al. 1997).

Eine Induktion unter einem Pathogen- oder Ozonstress wurde noch nicht beschrieben.

Auch die CShiA wurde bisher nur in Palmen und Farnen nachgewiesen (Harborne et al. 1974;

Veit et al. 1992; Saito et al. 1997).

Es wird vermutet, dass die p-CoShiA und CShiA im Gegensatz zu p-CoQA und CQA
iblicherweise einer hohen Umsetzungsrate unterliegen und deswegen bisher sehr selten in
Pflanzen detektiert wurden (Schoch et al. 2001). Denn die Affinitdt der Hydroxycinnamoyl-
Transferase (HCT) aus Tabak ist fiir die Shikimisdure als Akzeptor des p-CoumaroylCoAs
100-fach hoher als fiir die Chinasdure (Hoffmann et al. 2003). AuBBerdem weist auch die C3H
eine hohere Umsetzungsrate fiir p-CoShiA zur CShiA als fiir p-CoQA zur CQA auf (Schoch
et al. 2001) und HCT zeigt fiir die CShiA eine hohere Umsetzungsrate als die CQA
(Hoffmann et al. 2003). Vor kurzem wurde von Coleman et al. (2008) die p-CoShiA auch in

einer Pappelmutante detektiert, die eine Reduktion in der Expression der C3H aufwies.
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Die Akkumulation der p-CoShiA und der p-CoQA in den Blittern, in denen eine
Pathogenabwehr in der vorliegenden Arbeit induziert wurde, konnte somit moglicherweise
auf eine Reduktion der Expression der C3H zuriickgefiihrt werden. Dass sich dagegen die
Gehalte an CShiA und CQA nicht verdndert haben, kann zwei Ursachen haben. Zum einen ist
es moglich, dass zeitgleich zur Reduktion der Aktivitidt der C3H auch die Aktivitit der HCT
reduziert wurde, also das der C3H nachgeschaltete Enzym, das zur Bildung des CaffeoylCoAs
aus CShiA und CQA fiihrt. Durch die Reduktion der Aktivitit der C3H und der
nachgeschalteten HCT wiirden sowohl die Bildung als auch die weitere Umsetzung von
CShiA und CQA gleichermaflen reduziert werden. Eine weitere Erkldrung fiir die nicht
signifikant verdnderten Gehalte der CQA wire, dass die hohen Gehalte an CQA in den
Bléttern durch einen leicht verdnderten Zu- und Abfluss nicht beeinflusst werden. Tatséchlich
wurde in dieser Arbeit weder eine Reduktion noch eine Induktion der Gehalte an CQA
festgestellt. Die CShiA war des Weiteren weder in den behandelten Proben noch in den
Kontrollen nachweisbar. Die Pflanze hatte somit vermutlich im Rahmen der Pathogenabwehr
mit einer Reduktion der C3H und eventuell der HCT, die zur Bildung des CaffeoylCoAs
fiihrt, reagiert.

Fiir die HCT wurde in Tabak eine zweite Isoform charakterisiert (Hoffmann et al. 2004), so
dass diese beiden Isoformen moglicherweise unterschiedliche Substrate bevorzugen und
eventuell auch unterschiedliche Umsetzungsgeschwindigkeiten fiir das p-CoumaroylCoA
sowie die CShiA und CQA aufweisen. Bei vielen Enzymen zeigen ihre Isoformen unter

bestimmten Umweltbedingungen unterschiedlich Expressionen (Boerjan et al. 2003).

Es konnte somit eventuell eine Reduktion der Expression der HCT erfolgen, die insbesondere
die Uberfiihrung der CQA und CShiA in das CaffeoylCoA Kkatalysiert. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese miissten die Expressionen der beiden Isoformen der HCT sowie der C3H

untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit fithrte sowohl in den mit Ozon behandelten Tabakblittern als auch
in den mit Pss infizierten Tabakblittern der jeweilige Stressor zu den hochsten Induktionen
der E-/Z-3-p-CoShiA im Vergleich zu den anderen induzierten Metaboliten. Die E-/Z-4-p-
CoQA und E-/Z-5-p-CoQA =zeigten dagegen unter beiden Stressoren nur eine schwache

Induktion (Kap. 4.5.6). Die Induktionen dieser Metabolite spiegeln somit die hohere Affinitit
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der HCT fiir die Shikimisdure als Akzeptor des p-CoumaroylCoAs gegeniiber der Chinasédure
(Hoffmann et al. 2003) wider, denn aufgrund der moglichen Reduktion der Enzymaktivitét
der C3H konnte ein Anteil der gebildeten p-CoShiA nicht in die CShiA iiberfiihrt werden. Die
p-CoQA zeigte eine schwichere Induktion, da diese aufgrund der geringeren Affinitdt der

HCT insgesamt in geringeren Mengen in der Pflanze gebildet wird als die p-CoShiA.

Die mit PQ (100 uM) behandelten Blitter wiesen zwar eine signifikante Induktion der
Isomere des p-CoShiA auf, jedoch nicht der p-CoQA. Allerdings war die Induktion der
p-CoShiA deutlich schwicher ausgeprédgt als bei den ozonbehandelten und den mit Pss
infizierten Bléttern. Dies konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass die p-CoQA-Isomere
auch in den ozonbehandelten Pflanzen nur eine schwache Induktion im Vergleich zu den
p-CoShiA-Isomeren zeigten. Die schwichere Induktion der p-CoShiA-Isomere sowie die
fehlende Induktion der p-CoQA-Isomere konnte dadurch erklidrt werden, dass in den mit
PQ (100 uM) behandelten Blittern vermutlich eine deutlich schwécher induzierte HR vorlag
als in den ozonbehandelten Bléttern, wodurch letztendlich nur eine Induktion der p-CoShiA-
Isomere hervorgerufen wurde. Des Weiteren konnte der unkontrollierte nekrotische Zelltod,
der in den mit PQ (100 uM) behandelten Bldttern wahrscheinlich vorherrschte zusédtzlich zu
einem Abbau dieser HCAs gefiihrt haben, so dass folglich fiir die p-CoQA-Isomere keine

signifikante Induktion mehr ermittelt werden konnte (Kap. 5.5).

Auftillig ist dariiber hinaus, dass sowohl in den ozonbehandelten als auch in den mit Pss
infizierten Blattern die Z-3-p-CoShiA hohere Induktionen als das entsprechende E-Isomer
zeigte (Kap. 4.5.6). Dies konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass eine Umsetzung der
p-CoShiA als E-Isomer, jedoch nicht als Z-Isomer durch die C3H erfolgt (Schoch et al. 2001).

Mogliche Funktionen der Z-Isomere miissten noch untersucht werden.

Die oben dargestellten Ergebnisse weisen somit stark darauf hin, dass die Ligninbiosynthese
in den ozonbehandelten Bléttern iiber die Reduktion der C3H-Aktivitit umgesteuert wird.
Arbeiten von Franke et al. (2002a) und Coleman et al. (2008) konnten zeigen, dass die
Reduktion der Expression der C3H im engen Zusammenhang mit der Zusammensetzung des
gebildeten Lignins steht, denn Mutanten von Arabidopsis und Pappel (Populus
grandidentata), die eine Reduktion der C3H auf Transkriptebene aufweisen, bilden Lignin

mit hohen Anteilen an H-Einheiten aus. In der vorliegenden Arbeit konnte mit der Hypothese
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der Reduktion der Aktivitdt der C3H somit auch ein Lignin mit einem hoheren Gehalt an
H-Einheiten gebildet werden. Diese mogliche Verdnderung der Zusammensetzung des
Lignins ist wahrscheinlicher mit der Induktion der Pathogenabwehr zu assoziieren, da eine
Akkumulation der p-CoShiA- und der p-CoQA-Isomere sowohl durch eine Behandlung mit
einem akuten Ozonstress als auch durch eine Infektion mit PSS hervorgerufen wurde,

wohingegen in den mit PQ (10 pM) behandelten Bléttern keine Induktion festgestellt wurde.

Fiir eine Assoziation mit der Pathogenabwehr sprechen auch Versuche mit Fichtenkulturen
(Picea abies). Eine Behandlung dieser Zellkulturen mit einer autoklavierten Aufbereitung der
Zellwande von Rhizosphaera kalkhoffii als Elicitor der HR fiihrte zu einer schnellen Zunahme
der Aktivitidt der PAL sowie der CAD auf der Enzymebene. Die Zunahme der Aktivitédt der
Enzyme wurde durch die Bildung von Lignin in der Zellkultur begleitet (Messner & Boll
1993). Das durch diesen Elicitor induzierte Lignin weist ebenfalls einen hohen Anteil an

H-Einheiten und C-C-Verkniipfungen auf (Lange et al. 1995).

Die bisher bekannten Reaktionen auf einen akuten Ozonstress in Kombination mit den in
dieser Arbeit erzielten Daten deuten somit darauf hin, dass die Ligninbiosynthese in Richtung
einer vermehrten Bildung von H-Einheiten induziert wird. So wurde unter anderem eine
erhohte Aktivitdt der CAD auf der Ebene der Transkriptrate und der Enzyme beschrieben.
Bisher wurde jedoch noch nicht das daraus gebildete Lignin ermittelt und deren
Zusammensetzung bestimmt (Sandermann et al. 1998). In Pappeln (Populus tremula X alba)
fiihrt jedoch eine chronische Ozonbehandlung mit einer Konzentration an Ozon von 60 bzw.
120 nl 1" iiber einen Zeitraum von einem Monat zu einer Induktion der CAD auf Transkript-
und Enzymebene. Die Induktion der CAD geht dabei mit einer Akkumulation eines Lignins
einher, das einen hohen Anteil an H-Einheiten und C-C-Verkniipfungen aufweist. Das Lignin
zeigt dabei einen dhnlichen strukturellen Aufbau wie das durch den Elicitor induzierte Lignin
in der Pathogenabwehr (Cabané et al. 2004). Von Cabané et al. (2004) wurde daher vermutet,
dass die ozoninduzierte Lignifizierung im Bereich der Nekrosen im Zusammenhang mit dem
PCD steht. Somit konnte diese Art des Lignins mdglicherweise auch unter einem akuten

Ozonstress gebildet werden und dabei aufgrund der Pathogenabwehr induziert worden sein.

Das unter einer Pathogenabwehr induzierte Lignin ist allerdings eventuell empfindlicher

gegeniiber einem Befall von pathogenen Pilzen, da durch den hohen Gehalt an H-Einheiten

125



5. Einordnung der Ergebnisse in den biologischen Kontext

die Resistenz der Zellwdnde gegeniiber hydrolytischen Enzymen, wie sie durch pathogene
Pilze gebildet werden, abnimmt (Franke et al. 2002a). Eine Induktion des Lignins konnte
somit eventuell nicht unbedingt als Schutz, im Rahmen der HR, vor einer weiteren
Ausbreitung des Pathogens fungieren. Vielmehr ist es denkbar, dass dieser
Lignifizierungsprozess in solchen Zellen eine Rolle spielt, die nicht direkt an der HR beteiligt
sind, sondern die das direkt benachbarte Gewebe bilden. Diese Zellen wéren dann an der
Begrenzung des sich ausbreitenden Zelltods durch die hohe antioxidative Kapazitit der
starker lignifizierten Zellwinde beteiligt, indem sie die einleitenden ROS-Signale abfangen

(Pell et al. 1997).

Die in der vorliegenden Arbeit auch dem Metabolitentyp 3 zugeordneten E-/Z-5-FQA waren
unter allen Behandlungen, die zu einer pathogeninduzierten HR fiihrten, signifikant induziert.
Bei allen drei Behandlungen lagen mittlere Induktionen im Vergleich zu den anderen
induzierten Metaboliten desselben Stressors vor. Dagegen zeigten die Blétter behandelt mit
PQ (10 uM) keine signifikante Induktion der FQA-Isomere (Kap. 4.5.6). Die E-/Z-5-FQA
sind somit wahrscheinlicher einer pathogeninduzierten HR als einem direkten oxidativen

Stress zuzuordnen.

Die FQA ist in Pflanzen héufiger vertreten, wie beispielsweise in Kaffeebohnen und Kohl
(Clifford 1999). In Tabak wurde die FQA bisher jedoch nur in der Sprossachse von Mutanten
nachgewiesen, die eine Reduktion in einem Enzym der Ligninbiosynthese, der CCR,
aufwiesen (Dauwe et al. 2007). Ein Nachweis der Induktion dieser Metabolite in Reaktion auf

einen Ozon- oder Pathogenstress konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal erbracht werden.

Die Synthese der FQA ist Teil der Phenylpropanoidbiosynthese. Dabei entsteht zunéchst aus
dem CaffeoylCoA durch die CCoOAOMT das FeruloylCoA (Koshiro et al. 2007). Durch eine
HCT konnte das FeruloylCoA in Anwesenheit von Chinaséure in die FQA tiberfiihrt werden.
Die in der Studie von Hoffmann et al. (2003) isolierte HCT katalysiert zwar die Bildung der
Feruloylshikimisdure aus dem FeruloylCoA, jedoch nicht die Bildung der FQA. Kiirzlich
wurde in Tabak aber eine weitere Isoform der HCT identifiziert (Hoffmann et al. 2004), die
stattdessen eventuell die Bildung der FQA katalysiert. Wie oben bereits erwdhnt, konnte diese

zweite Isoform auch fiir die Bildung der p-CoQA und p-CoShiA wéhrend einer induzierten
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HR verantwortlich sein, so dass eine gleichzeitige Akkumulation dieser Metabolite und des

FQAs wabhrscheinlich ist.

Die Metabolite des Metabolitentyps 3 mit den quasimolekularen Massen m/z 447,2 sowie
m/z 805,6 mit eciner RT von 25,0 min konnen ebenfalls wahrscheinlicher einer
Pathogenabwehr zugeordnet werden, da sie in den mit PQ (10 uM) behandelten Blattern nicht
induziert wurden und sie dagegen in den ozonbehandelten und in den mit Pss infizierten
Blittern gegeniiber den entsprechenden Kontrollen verstdrkt gebildet wurden. Der Metabolit
mit der quasimolekularen Masse m/z 447,2 wurde auch in den mit PQ (100 uM) behandelten
Proben induziert, wohingegen der Metabolit mit der quasimolekularen Masse m/z 805,6 und
einer RT von 25,0 min keine signifikante Anderung zeigte. Das Verhalten des Metaboliten
mit der m/z 805,6 und einer RT von 25,0 min unter einer Behandlung mit PQ (100 uM) wird
in Kap. 5.5 diskutiert. Beide Metabolite zeigten dabei fiir alle Stressoren schwiéchere
Induktionen im Vergleich zu den jeweiligen Induktionen der anderen Metabolite unter

demselben Stressor (Kap. 4.5.6).

Die Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 477,2 ist der einzige ozoninduzierte
Metabolit, der durch eine Behandlung der Blitter mit PQ (10 uM) signifikant, wenn auch sehr
schwach, induziert wurde (Kap. 4.5.5). Der Metabolit wurde daher vermutlich aufgrund des
oxidativen Stresses in der Pflanze induziert. Diese These wird durch die unterschiedlich stark
ausgeprigten Induktionen des Metaboliten unter den anderen Stressoren unterstiitzt. In den
mit PQ (100 uM) behandelten Blittern iiberwog ein oxidativer Stress vermutlich die
schwicher ausgepriagte pathogeninduzierte HR. Folglich wurden in diesen Blattproben die
hochsten Induktionen fiir den Metaboliten mit der quasimolekularen Masse m/z 477,2, im
Vergleich zu den Induktionen der anderen unter demselben Stressor verstirkt gebildeten
Metabolite, ermittelt. In den ozonbehandelten Blittern fiihrte vermutlich der durch das Ozon
direkt hervorgerufene oxidative Stress sowie der durch die in der pathogeninduzierten HR
gebildeten ROS zu einer hohen Induktion dieses Metaboliten im Vergleich zu den anderen
ozoninduzierten Metaboliten (Kap. 4.6). Dagegen konnten in den mit Pss infizierten Pflanzen
ausschlieflich die wihrend der HR gebildeten ROS zu einem oxidativen Stress fithren. Der
Metabolit m/z 477,2 wies zu dieser Hypothese passend eine mittlere bis schwache Induktion
in den mit PSs infizierten Pflanzen gegeniiber den unter demselben Stressor induzierten

Metaboliten auf. Da dieser Metabolit offensichtlich der einzige ermittelte ozoninduzierte
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Metabolit ist, der auch unter einem schwachen oxidativen Stress gebildet wird, wire eine
Strukturaufklarung dieses Metaboliten besonders interessant. Sowohl die erhaltenen
Fragmentspektren durch LC-MS/MS-Messungen als auch die Bestimmung der akkuraten
Masse mit FTICR-MS ergaben keine Hinweise auf eine mogliche Struktur. Es miissten daher
Fragmentierungsreaktionen mit dem FTICR-MS durchgefiihrt werden, um weitere Hinweise
auf eine mogliche Struktur zu erhalten. Des Weiteren konnte eine Isolierung dieser Substanz
durchgefiihrt werden, um mit Hilfe der NMR-Spektroskopie eine Strukturaufklarung
durchzufiihren.

5.4.4 Metabolite des Metabolitentyps 4

Bei den fiinf Metaboliten des Metabolitentyps 4 handelt es sich um Substanzen, die in den
nach 10 h geernteten, ozonbehandelten Blittern eine Induktion gegeniiber den Kontrollen
zeigten. In den 30 h nach Behandlungsbeginn geernteten Pflanzen wurde jedoch fiir alle
Metabolite keine weitere Induktion festgestellt. Moglicherweise wurde bereits 10 h nach
Behandlungsbeginn ein Plateau fiir alle ozoninduzierten Metabolite des Metabolitentyps 4

erreicht.

In den mit Pss und mit PQ (100 pM) behandelten Proben wurde 30 h nach
Behandlungsbeginn fiir alle Metabolite, bis auf die Substanz mit der quasimolekularen Masse
m/z 805,6 mit einer RT von 24,0 min in den mit PQ (100 uM) behandelten Proben, jeweils
eine Induktion der Substanzen gegeniiber den entsprechenden Kontrollen festgestellt. Fiir die
mit Pss infizierten Pflanzen wurde auch eine Induktion aller Metabolite festgestellt. Dagegen
wies in den mit PQ (100 uM) behandelten Blittern der Metabolit mit der quasimolekularen
Masse m/z 805,6 und einer RT von 24,0 min als einziger der Metabolite des
Metabolitentyps 4 keine Induktion gegeniiber den entsprechenden Kontrollen auf. Das
Verhalten dieses Metaboliten unter einer Behandlung mit PQ (100 uM) wird in Kap. 5.5
diskutiert. In den mit PQ (10 uM) behandelten Proben wurde fiir keinen der Metabolite des
Metabolitentyps 4 eine signifikante Verdnderung ermittelt (Kap. 4.5.5). Die Metaboliten des
Metabolitentyps 4 sind daher wahrscheinlicher einer Pathogenabwehr der Tabakpflanzen

zuzuordnen.

Vier der Metabolite des Metabolitentyps 4 wurden als Isomere des Feruloyltyramins (FT)

identifiziert (Kap. 4.2.1.5). Das E-FT-Isomer mit einer RT von 22,3 sowie das Z-Isomer mit
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einer RT von 24,0 min zeigten dabei mittlere bis hohe Induktionen, wohingegen das
E-FT-Isomer mit einer RT von 17,7 min nur eine schwache Induktion aufwies im Vergleich
zu den anderen Metaboliten, die unter demselben Stressor induziert wurden. Das Z-FT-Isomer
mit einer RT von 18,8 min wurde in den Bléittern, in denen durch die unterschiedlichen

Stressoren eine pathogeninduzierte HR hervorgerufen wurde, neu gebildet.

Das FT ist ein Amid, das in Pflanzen durch die Tyramin-HydroxycinnamoylCoA-Transferase
(THT) aus FerulyolCoA und Tyramin gebildet wird (Guillet & De Luca 2005). In Tabak der
Varietdt L. cv Samsun wurde das FT als 16sliches Phenol in geringen Mengen nachgewiesen
(Dauwe et al. 2007). Auch in der vorliegenden Arbeit wurden drei der vier FT-Isomere bereits
in geringen Mengen in den Kontrollpflanzen ermittelt (Kap. 4.3, 4.5.4 und 4.5.5). Eine
Induktion der THT erfolgt, insbesondere in Solanaceaen, unter Pathogenbefall (Negrel et al.
1993; Keller et al. 1996; Guillet & De Luca 2005). In Tabak fiihrt beispielsweise eine
inkompatible Interaktion mit einer avirulenten Unterart des Tabakmosaikvirus, neben der HR,
zu einer Induktion der THT. Das Produkt der THT, das 16sliche FT, wurde dabei nicht
detektiert, jedoch wurde durch Versuche mit radioaktiv markiertem Tyramin nachgewiesen,
dass das gebildete FT wihrend der HR sehr schnell in die Zellwand eingebaut wird (Negrel &
Jeandet 1987). In einer Studie von Newman et al. (2001) wurde gezeigt, dass eine
inkompatible Interaktion von Pfeffer (Capsicum annuum) mit dem avirulenten Pathogen
Xanthomonas campestris pv campestris zu einer Induktion der Enzymaktivitdt der THT und
zu einer Akkumulation des FTs in Ioslicher Form fiihrt, wohingegen eine kompatible
Interaktion zu keiner Induktion fiithrt. Somit ist vermutlich eine Induktion der HR erforderlich,
um eine Induktion der THT und des FTs hervorzurufen. Fiir das FT werden zwei mogliche
Funktionen in der Pathogenabwehr vorgeschlagen. Auf der einen Seite wird das FT durch
Vernetzung mit Lignin schnell in die Zellwidnde eingebaut und konnte dadurch die
Anfilligkeit der Zellwande gegen den Abbau durch Mikroorganismen verringern und dadurch
die Zellwand als chemische Barriere gegen Pathogene stirken. Auf der anderen Seite konnte
das FT direkt als antimikrobiell wirksame Substanz im Apoplasten der Blitter fungieren
(Schmidt et al. 1998). In einer Studie von Grandmaison et al. (1993) wurde gezeigt, dass FT
das Gesamtwachstum von Mykorrhizapilzen hemmt. Des Weiteren hat das FT eine
antimikrobielle Wirkung gegeniiber dem Bakterium Xanthomonas campestris pv campestris
(Newman et al. 2001).
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In einer Studie von Schraudner et al. (1993 und 1994) fiihrt ein akuter Ozonstress in der
Tabakvarietdt zu einer erhohten Enzymaktivitit der THT und durch Versuche mit radioaktiv
markiertem Tyramin wurde gezeigt, dass ein Einbau des FTs in die Zellwénde erfolgt. Das FT
wurde in dieser Arbeit jedoch nicht in 16slicher Form in den ozonbehandelten Blittern
nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen erstmals unter einem akuten
Ozonstress eine Induktion des 16slichen FTs ermittelt (Kap. 3.4). Das ermittelte 16sliche FT
wird dabei vermutlich liberwiegend in die Zellwand eingebaut. Zusitzlich konnte es jedoch in
16slicher Form als antimikrobielle Substanz im Apoplasten fungieren. Die unterschiedlich
stark ausgeprigten Induktionen der FT-Isomere in den Proben, in denen eine
pathogeninduzierte HR ausgelost wurde (Kap. 4.5.6), konnten darauf hindeuten, dass
moglicherweise die FT-Isomere mit schwacher Induktion verstirkt in die Zellwidnde
eingebaut werden, wohingegen die Substanzen mit hoher Induktion mdglicherweise als
antimikrobielle Substanzen akkumuliert werden. Des Weiteren besteht die Mdoglichkeit, dass
die Z-Isomere des FTs nicht in die Zellwand eingebaut werden kdnnen und aufgrund dessen

akkumulieren.

5.5 Metabolite des Metabolitentyps 5

Neben den ozoninduzierten Metaboliten wurden die phenolischen Substanzen 3,4-, 3,5- und
4,5-diCQA sowie E-/Z-3-, 4- und 5-CQAs als Metabolite des Metabolitentyps 5
charakterisiert. Diese zeigten in der Untersuchung nach einem akuten Ozonstress sowohl 10 h
als auch 30 h nach Behandlungsbeginn keine signifikante Verédnderung der Peakflichen
gegeniiber den entsprechenden Kontrollen (Kap. 4.1). Es wurden die Peakflichen der
CQA-Isomere sowie der 3,5-diCQA, die von den diCQAs die grofite Peakfliche aufwies,

unter den unterschiedlichen Stressoren untersucht (Kap. 4.3, 4.5.4 und 4.5.5).

Die CQAs und diCQAs sind weit verbreitete HCAs in der Pflanzenwelt (Herrmann 1978;
Kiihnl et al. 1987). Trotz dieses hdufigen Vorkommens in groeren Mengen in Pflanzen und
vieler Jahre Forschung auf diesem Gebiet, herrscht beziiglich ihrer Funktion keine Einigkeit
(Grace & Logan 2000). Eine mogliche Funktion liegt aufgrund ihrer nachgewiesenen hohen
antioxidativen Kapazitit (Meyer et al. 1998; Iwai et al. 2004) in der antioxidativen Abwehr
der Pflanze (Grace & Logan 2000). Die CQAs und diCQAs konnten somit unter einem

Ozonstress, Pathogenstress und PQ-Stress eine wichtige Funktion ausiiben, da bei allen
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Stressreaktionen ROS gebildet werden. Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass nicht nur in den ozonbehandelten Pflanzen sondern auch in den mit PSS
infizierten Blittern jeweils keine signifikante Verdnderung der Peakflichen gegeniiber den
Kontrollen vorlag (Kap. 4.3 und 4.5.4). Auch der durch eine Behandlung mit PQ (10 puM)
hervorgerufene oxidative Stress flihrte zu keiner Verdnderung der Gehalte an diesen
Metaboliten (Kap. 4.5.5). Das Verhalten der CQAs und diCQAs in der vorliegenden Arbeit
deutet daher wahrscheinlicher darauf hin, dass diese Metabolite nicht an einer antioxidativen
Abwehr der Pflanze beteiligt sind, die mit einem Abbau dieser Substanzen einhergehen
wiirde. Entsprechend wurden bei der Bestimmung der antioxidativen Kapazitit mit dem Total
Oxidant Scavenging Capacity (TOSC) Assay der ozonbehandelten, nach 30 h geernteten
Proben sowie der entsprechenden Kontrollen in der vorliegenden Arbeit sowohl fiir die
Gesamtextrakte als auch fiir die HPLC-Fraktionen vergleichbare TOSC-Werte ermittelt
(Kap. 4.4). Die E-5-CQA wies in der vorliegenden Arbeit mit 284,6 + 17,7 mg kg’
Frischgewicht in den ozonbehandelten und mit 288,7 + 9.4 mg kg in den Kontrollblittern
einen hohen Gehalt auf (Kap. 3.3.4). Die mit dem Standardadditionsverfahren ermittelten
absoluten Gehalte an E-5-CQA wiesen, iibereinstimmend mit der relativen Quantifizierung
(Kap. 4.3), keine signifikanten Unterschiede auf. Der hohe CQA-Spiegel fiihrte vermutlich
dazu, dass die Induktion der strukturell verwandten Metabolite unter einem akuten Ozonstress
zu keiner signifikanten Verdnderung der TOSC-Werte der ozonbehandelten Proben gegeniiber
den Kontrollen fiihrte. Da die CQA-Isomere im gleichen Zeitfenster wie die ozoninduzierten
Metabolite eluieren, wiirde dies erkldren, dass die HPLC-Fraktionen, bei denen es sich jeweils
um die HPLC-Eluate des Zeitfensters handelt, in denen die ozoninduzierten Metabolite
detektiert werden, vergleichbare TOSC-Werte wie die Gesamtextrakte aufwiesen. Dies spricht
gegen die Rolle der CQAs in der antioxidativen Verteidigung.

Ebenfalls gegen eine direkte Rolle in der antioxidativen Verteidigung spricht die Lokalisation
der CQAs und diCQAs. Die meisten der 16slichen HCAs sind iiblicherweise in den Vakuolen
der SchlieBzellen, der Epidermiszellen und der subepidermalen Zellen lokalisiert (Dixon &
Paiva 1995; Waldhauser Mésli & Baumann 1996; Hutzler et al. 1998). Aufgrund der
Lokalisierung in den Vakuolen sind die HCAs, und damit auch die CQAs und diCQAs,
wahrscheinlich nicht primdr an einem Abfangen der ROS beteiligt, da die ROS in einem
anderen Kompartiment der Zelle vorliegen als die HCAs. Die unter einem akuten Ozonstress

aus dem Ozon gebildeten ROS akkumulieren {iberwiegend im Apoplasten (Conklin & Barth
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2004; Apel & Hirt 2004; Kangasjarvi et al. 2005), in dem auch das Antioxidans Ascorbat
lokalisiert ist. Ascorbat spielt, insbesondere auch unter einem akuten Ozonstress, in der
Abwehr von ROS eine wichtige Rolle (Conklin & Barth 2004; Kangasjarvi et al. 2005;
Jaspers et al. 2005). Dies wird unter anderem durch eine Studie von Conklin et al. (2008)
unterstiitzt, in der eine Mutante von Arabidopsis mit einer unzureichenden Ascorbat-
Biosynthese, eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Ozonstress zeigt. Aulerdem fiihrt ein
Bespriihen von Tabakbldttern mit einer Ascorbat-Losung zu schwécheren Symptomen an den
Blittern nach Ozonexpositionsexperimenten (Menser 1964). Im Gegensatz zu den
CQA-Isomeren zeigt das Ascorbat bei Studien mit Arabidopsis (Mahalingam et al. 2006)
sowie N. tabacum L. cv Bel W3 (Pasqualini et al. 2002) 12 h bzw. 8 h nach Beginn einer
akuten Ozonexposition eine hohere Konzentration in den behandelten Pflanzen gegeniiber den
Kontrollen. 24 h bzw. 27 h nach Beginn der Ozonbehandlung haben sich die Ascorbatgehalte
durch die im Cytosol enthaltenen Enzyme wieder erholt, so dass zu diesem Zeitpunkt keine
signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten Pflanzen und den Kontrollen vorliegen.
Es kann somit davon ausgegangen werden, dass zum Zeitpunkt 30 h nach Beginn der
Ozonexposition auch in Tabakblittern der vorliegenden Arbeit das Ascorbat wieder
vergleichbare Konzentrationen wie die Kontrollen aufwies und einen Einfluss auf die
antioxidative Kapazitit eines Pflanzenrohextrakts hat. Das Ascorbat konnte somit in der
vorliegenden Arbeit vermutlich auch zu den vergleichbaren TOSC-Werten zwischen den
behandelte Proben und den Kontrollen bei der Bestimmung der antioxidativen Kapazitit

beigetragen haben (Kap. 4.4).

Wie oben bereits erwéhnt, findet die primire ROS-Akkumulation in Reaktion auf Ozon
wahrscheinlicher im Apoplasten statt. Neben dem Ascorbat sind vermutlich auch die im
Apoplasten lokalisierten (Mittler 2002), antioxidativ wirksamen Enzyme Superoxiddismutase
und Ascorbatperoxidase am Abfangen dieser ROS beteiligt. Von den gebildeten ROS ist das
H;0,, im Gegensatz zu den anderen ROS, jedoch in der Lage durch Membranen zu
diffundieren (Apel & Hirt 2004) und dadurch in das Cytosol zu gelangen. Im Cytosol konnen
die ROS von den dort lokalisierten, antioxidativ wirksamen Enzymen, wie der
Superoxiddismutase, der Ascorbatperoxidase sowie der Catalase und anderen Antioxidantien,
wie dem auch dort lokalisierten Ascorbat abgefangen werden (Lamb & Dixon 1997). Ein
Eindringen der ROS bis in die Vakuolen, in denen die HCAs {iberwiegend lokalisiert sind,
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wirde daher eher seltener auftreten und macht die Rolle der HCAs in einer direkten

antioxidativen Verteidigung unwahrscheinlich.

Eine andere Situation liegt jedoch vor, wenn die aus dem Ozon gebildeten ROS zu einem sehr
ausgeprigten oxidativen Stress flihren, der die Kapazitit der Antioxidantien im Apoplasten
deutlich tberschreitet. In diesem Fall wiirden insbesondere die hochreaktiven OH durch
Lipidperoxidation zu einer Schidigung der Membranlipide sowie zur Schéddigung von
Nukleinsduren, Proteinen und Chlorophyll fiihren. Dies konnte mit einer
Dekompartimentierung innerhalb der Zelle einhergehen. Die in den Vakuolen lokalisierten
HCAs wiirden dann mit den ROS interagieren und dadurch im zeitlichen Verlauf abgebaut
werden. Unter solchen Bedingungen wiirde somit {iberwiegend die direkte toxische Wirkung
des Ozons zu einem unkontrollierten nekrotischen Zelltod fithren. Die Ausbildung einer
pathogeninduzierten HR wére dagegen deutlich schwécher ausgeprigt. Solche Bedingungen
lagen in der vorliegenden Arbeit vermutlich in den ozonbehandelten Blittern 5 vor. In diesen
Blattern wurde, im Gegensatz zu den Bléttern 4, eine signifikante Abnahme der Peakfliche
der 5-CQA im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt. Auerdem wiesen die Blétter 5 einen
hohen Anteil (70-90 % der Blattfliche) an abgestorbenem Pflanzengewebe auf (Kap. 3.6), so
dass in diesen Bldttern vermutlich iiberwiegend die direkte toxische Wirkung des Ozons, und
weniger die Auswirkungen der pathogeninduzierten HR, zu einem Zelltod fiihrte. In einer
anderen Arbeit wurde auch eine kontinuierliche Abnahme der Konzentration an CQA nach
einer akuten Ozonbehandlung von Tabakbléttern der Varietdt L. cv Bel W3 beschrieben. Der
akute Ozonpuls fithrte in diesen Bléttern, im Vergleich zu den Kontrollen, zu einer etwa
3-fachen Verringerung der CQA-Gehalte nach 10 h und zu einer etwa 5-fachen Verringerung
der Gehalte nach 24 h (Pasqualini et al. 2003). Die starke Abnahme der Gehalte an CQA
konnte bei dieser Untersuchung somit moglicherweise auf die Verwendung von Blattproben
mit einem vergleichbar hohen Nekrotisierungsgrad, wie er in der vorliegenden Arbeit bei den

ozonbehandelten Bléttern 5 vorlag, zurtickgefiihrt werden.

Die Behandlung der Blétter 4 mit einem akuten Ozonpuls fiihrte demgegeniiber in der
vorliegenden Arbeit vermutlich {iberwiegend zu einer pathogeninduzierten HR, so dass der
programmierte Zelltod (PCD) gegeniiber dem nekrotischen unkontrollierten Zelltod tiberwog.
Fiir die in dieser Arbeit strukturell erstmals aufgeklédrten, ozoninduzierten Metabolite wurden

dementsprechend bereits andere mogliche Funktionen, wunter anderem in der
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Ligninbiosynthese sowie in der Verstdrkung der Zellwédnde oder als antimikrobiell wirksame
Substanz diskutiert (siche oben). Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften konnten
allerdings auch diese Substanzen als Radikalfinger fungieren, da beispielsweise die
strukturell verwandten Substanzen p-Coumarsdure und Ferulasdure hohe antioxidative
Kapazititen aufweisen (Meyer et al. 1998). Die FQA zeigt auBlerdem die hdochste
antioxidative Kapazitit gegeniiber O,” im Vergleich zu den Isomeren der CQAs und diCQAs
(Iwai et al. 2004). Manche der HCAs konnen auch kovalent an die Zellwdnde der Pflanzen
gebunden sein (Strack et al. 1988), wie es auch fiir das induzierte FT beschrieben wurde
(Schraudner et al. 1993; Schraudner et al. 1994). Da alle diese Substanzen nicht abgebaut,
sondern stattdessen akkumulierten oder konstant blieben, fungierten diese HCAs

wahrscheinlich nicht als Radikalfanger der ROS.

Diese Vermutung wird auch durch die Daten gestiitzt, die durch eine Behandlung mit PQ und
einer Infektion mit Pss erzielt wurden. Die Behandlung der Blitter mit PQ (100 uM) fiihrte in
der vorliegenden Arbeit iiberwiegend zu einem unkontrollierten nekrotischen Zelltod und nur
in einem geringen Ausmall zu einem PCD durch die pathogeninduzierte HR. Dies war
begleitet von einer signifikanten Abnahme der Gehalte an 3,5-diCQA sowie von zwei der
CQA-Isomere. Die Peakflichen der anderen CQA-Isomere zeigten eine Tendenz zu einem
Abbau an, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Kap. 4.5.5). Des Weiteren wies
auch die Substanz mit der quasimolekularen Masse m/z 805,6 und einer RT von 24,0 min eine
signifikante Abnahme der Peakfliche auf. Der aufgrund eines vergleichbaren
Fragmentmusters vermutlich strukturell verwandte Metabolit mit der quasimolekularen Masse
von m/z 805,6 und einer RT von 25,0 min zeigte demgegeniiber keine signifikante
Verdanderung (Kap. 4.5.5). Moglicherweise war bei diesem Metabolit ein Abbau dennoch
vorhanden, jedoch schwicher ausgeprigt. Bei allen induzierten Metaboliten der Behandlung
mit PQ (100 uM) lag nur eine schwache Induktion im Vergleich zu den Induktionen der
ozonbehandelten Proben vor. Dies kann vermutlich auf zwei Ursachen zuriickgefiihrt werden.
Zum einen lag in den mit PQ (100 uM) behandelten Blittern ein ausgepragter unkontrollierter
nekrotischer Zelltod vor, der wahrscheinlicher zu einem Abbau der Substanzen fiihrte. Zum
anderen lag in den mit PQ (100 uM) behandelten Blittern vermutlich nur eine schwach
ausgepriagte SA-abhidngige HR vor, die somit vermutlich nur zu einer schwachen Induktion
der Metabolite fiihren konnte. Der Abbau der CQA war in den mit PQ (100 uM) behandelten

Blittern jedoch nicht stark ausgeprégt, so dass vermutlich die schwache Ausprigung der SA-
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abhingigen HR stirkeren Einfluss auf die niedrigen Induktionen der mit PQ (100 uM)

behandelten Blétter hatte als die Auswirkungen des unkontrollierten nekrotischen Zelltods.

In den mit PQ (10 uM) behandelten Blittern wiesen die Peakflichen der CQAs und der
3,5-diCQA keine signifikanten Unterschiede gegeniiber den entsprechenden Kontrollen auf
(Kap. 4.5.5). In diesen Blittern flihrte ein schwach ausgeprigter oxidativer Stress nur zu
geringen morphologischen Verdnderungen, so dass wahrscheinlich keine Zerstorung der
Membranen der Vakuolen hervorgerufen wurde und aufgrund dessen die HCAs keine
Verianderungen aufwiesen. Dies kann als weiterer Beleg dafiir gewertet werden, dass die

HCAs keine Rolle in der direkten Verteidigung gegen oxidativen Stress spielen.

Die Infektion der Blatter mit Pss fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Gehalte an
den CQA-Isomeren sowie der 3,5-diCQA (Kap. 4.5.4). Dies deckt sich mit Ergebnissen in
anderen Studien. So =zeigten Tabakpflanzen sowohl nach einer Infiltration mit
Tabakmosaikvirus (TMV) (Shadle et al. 2003) als auch nach einer Infektion mit dem
virulenten Bakterium Cercospora nicotianae (Maher et al. 1994) keine signifikante
Verdnderung der CQA-Gehalte gegeniiber Kontrollen. Die Infektion mit TMV fiihrte jedoch
zu einer Induktion der SA (Shadle et al. 2003) wie es auch in der vorliegenden Arbeit in den
mit PsS infizierten Bléttern ermittelt wurde. Es fiihrte somit weder eine inkompatible noch

eine kompatible Interaktion zu einer signifikanten Ab- oder Zunahme der Gehalte an CQA.

Zusammenfassend haben die CQA-Isomere sowie die diCQAs in der vorliegenden Arbeit
somit vermutlich keine priméire Funktion im Abfangen von ROS in den ozonbehandelten und
mit Pss infizierten Blattern 4. Der CQA-Spiegel in der Pflanze war jedoch unter diesen
Stressoren, trotz der vermutlichen Reduktion der Aktivitiat der C3H, die die Akkumulation der
p-CoQA- und p-CoShiA-Isomere in den ozonbehandelten Blittern erkldren konnte, konstant.
Dies ldsst sich mdglicherweise durch ein starkes Konzentrationsungleichgewicht zwischen
diesen Substanzen erkldren. Wiahrend sich eine Reduktion der C3H-Aktivitdt auf die
vermutlich deutlich geringere Konzentration der p-CoQA und der p-CoShiA in den Blittern
auswirkt, wirkt sich diese auf die hohen CQA-Konzentrationen kaum aus. Warum Tabak so
hohe Konzentrationen an CQA aufweist, die unter den beschriebenen Stressoren kaum
Anderungen zeigen, muss in weiteren Untersuchungen geklirt werden. Insbesondere wiire es

dabei sinnvoll mit Tabakmutanten zu arbeiten, um Hinweise zu erhalten, wie die Pflanzen auf
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einen Ozon- oder Pathogenstress reagieren, wenn die Aktivitit bestimmter Enzyme der
Phenylpropanoidbiosynthese, wie beispielsweise der C3H oder der HCT, beeintrichtigt ist.
Markierungsexperimente mit *CO, konnten Hinweise darauf geben, ob eine Umsetzung der
CQA nach einem akuten Ozonstress oder einer Infektion mit Pss erfolgt. Durch das Ernten
der Tabakpflanzen zu zusétzlichen anderen Zeitpunkten als 10 h und 30 h nach Beginn der
Ozonbehandlung konnte abgesichert werden, dass auch zu anderen Zeitpunkten keine

signifikanten Verdnderungen in den Gehalten der CQAs gegeniiber den Kontrollen vorliegen.
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