Antioxidanter i havre; kloning av gener for avenantramid-biosyntes

Bakgrund

I Sverige, sdvil som i andra véstldnder, 6kar sjukvardkostnaderna pa ett alarmerande sitt. Vi dter for
mycket mat, for fet mat och mat med en felaktig ndringssammanséttning. Hjartinfarkt ar den storsta
orsaken till for tidig dod bade i Sverige och i USA (National Centre for Health Statistics). Det ar
helt nodvandigt att vinda denna trend och istdllet Gvergd till mer hdlsosamma matvanor. Detta
skulle bade oka livskvaliteten och minska belastningen pa vér sjukvérd (Collins, 1989; Duve and
White, 1991; Peterson, 2002; Tian and White, 1994). En langsiktig vision &r att f& médnniskor att dta
mer havre, detta eftersom havre har flera dokumenterade positiva hilsoeffekter. Det finns goda data
som visar att en havre-diet sinker blodkolesterolvérdet i vissa riskgrupper vilket har fatt Food and
Drug Administration (FDA) att konstatera “a diet high in soluble fiber from whole oats and low in
saturated fat and cholesterol may reduce the risk of heart disease” (Kerckhoffs et al., 2003).
Speciellt viktiga ur hélsosynpunkt dr havrens unika B-glukaner och antioxidanter, fr.a.
avenantramider. Det finns goda data som visar ett regelbundet intagande av mat rik pa naturliga
fiber och antioxidanter motverkar hjirt-kérlsjukdomar och tjocktarmskancer (Collins, 1989; Duve
and White, 1991; Peterson, 2002; Tian and White, 1994). Under senare ar har flera nyttoprodukter
baserade pa havre lanserats, t.ex Proviva, Oatly och Magiform. Uppenbarligen borjar konsumenten
fa upp Ogonen for havre. Genom att ytterligare O0ka halterna av de hélsobefrimjande bioaktiva
komponenter som redan finns i havre, och genom att pavisa dessa effekter i biologiska testsystem,
borde havre kunna utvecklas till en dnnu béttre ’functional food” groda.

Att havrekdrnor har ett gott naturligt skydd mot hérskning har varit ként sedan linge. Redan pé
1930-talet konstaterades att havre innehéller hoga endogena halter av antioxidanter (Peters and
Musher, 1937). Senare visades att ett flertal av dessa dr av vilka de s.k. avenantramiderna ar
dominerande. Det finns indikationer pa att dessa forutom antioxidantaktivitet &ven har lipogenase-
inhiberande aktivitet, och att vissa kan fungera som antiallergener. Endast havre verkar innehélla
dessa unika antioxidanter (Peterson, 2002). De endogena halterna av avenantramider 1 havrekédrnan
varierar dock mycket inte bara mellan olika havresorter, men ocksé inom samma sort och fréan ar till
ar och fran lokal till lokal. Halterna kan variera 100 till 1000-faldigt! (Médattd et al, 1999;
Bryngelsson et al, 2003; Dimberg et al, 2001). Orsakssambandet ar inte utrett, och litet ar ként om
regleringen av avenantramidbiosyntesen i cellen. Eftersom avenatramiderna normalt forekommer 1
relativt ldga koncentrationer pa ca 25-100 mg/kilo i kdrnan dr det ocksd svart att utvinna tillrdckliga
méangder for mer ingdende studier eller att fa fram extrakt med tillrackligt hdga halter for att kunna
visa pa biologiska effekter i olika testsystem.

En havre med forhdjda avenantramidhalter skulle & andra sidan eventuellt kunna ersétta tillsatsen av
antioxidanter till smagrisfoder, kunna ersitta vete i fiskfoder och en havreolja extraherad fran hog
antioxidanthavre skulle vara intressant att tillsétta diverse livsmedelsprodukter som t.ex. margariner,
majondser o.d. En forutséttning for att en sddan hogavenantramidhavre skall kunna tas fram &r dock
att mer kunskap om regleringen av avenantramidbiosyntesen i cellen tas fram. Detta projekt syftade
till att ta fram just sddan kunskap.

Uppniadda resultat

Kloning och karakterisering av AtHHT genen.

Projektets 6vergripande och viktigaste malsdttning var att klona och karakterisera den/de gener som
kodar hydroxycinnamoyl-CoA:hydroxyantranilate-N-hydroxycinnamoyl transferas (HHT) aktivitiet
1 havre (Matsukawa et al., 2000, Ishihara et al., 1999, Ishihara et al., 1998, Ishihara et al., 1997).



Vid projektets start fanns det ingen publik sekvensinformation for HHT gener eller enzymer. Vér
strategi var dérfor att analysera DNA sekvensen fran ett antal gener frén olika vixter som kodar for
enzymet HCBT (N-hydroxin-namoyl-benzoyltransferase), och med hjélp av denna information
designa degenerade primrar som for att amplifiera upp DNA frdn nérbesldktade gener. HCBT
enzymet valdes dirfor att dess enzymatiska aktivitet padminner om HHT. Genom RT-PCR
amplifiering av totalt RNA isolerat fran unga havreblad lyckades vi efter diverse optimeringar av
reaktionsforhéllandena, amplifiera upp ett flertal olika DNA sekvenser. En ndrmare analys av dessa
visade att de flesta som véntat motsvarade varianter av HCBT genen. En sekvens avvek dock och
var endast ca 80% lik HCBT genen. D4 vi sokte med denna sekvens 1 publika databaser fick vi tvé
traffar som bada visade sig vara opublicerade sekvenser fran Avena sativa cvs. Shokan, deponerade
av en Japansk grupp. Trots ett flertal tidigare sokningar av oss med sdkord som HHT, Avena,
cinnamoyl etc. hade vi tyvdrr inte lyckats fa fram dessa sekvenser ur den enorma
informationsméangd som finns pa Internet. Via korrespondens med den Japanska gruppen fick vi
reda pd att en publikation var pa ging pd Shokan sekvensen. Under februari 2004 kom
publikationen ut, dir det visades att dessa sekvenser mycket riktigt motsvarade AtHHT genen
eftersom in vitro studier 1 ett expressionssystem med denna gen visade att den kodade for
hydroxycinnamoyl-CoA:hydroxy-antranilat N-hydroxycinnamoyltransferas aktivitet (Yang et al.,
2004).

Genom chromosome walking teknik isolerade vi en fulllingdsklon av AtHHT genen frdn Sang och
dven 615 bp av dess promotersekvens. Den kodande delen innehdll en 6ppen ldsram (open reading
frame) pd 1321 bp som motsvarar en proteinsekvens pa 441 aminosyror. Vid jdmforande studier av
av HHT generna fran Avena sativa v. Sang och Shokan, visade det sig att dessa tvd gener var 99%
homologa over hela den kodande delen. Mer Gverraskande var dock att Sang genen var 588 bp
kortare dn Shokan genen (figure 1). Eftersom ldsramen var opaverkad och eftersom splice liknande
signaler fanns runt den saknade biten tolkade vi detta som att AzFHHT genen kan forekomma 1 olika
splicevarianter.. En teori dr da att dessa olika varianter (isoformer) av enzymet kan ha nagot olika
aktiviteter och ddrmed syntetiserar olika avenantramider.
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Figure 1. HHT gener frin A. sativa v Sang och A. sativa v Shokan.

Gré farg indikerar promoter sekvens, svart farg dr gemensam sekvens for Sang och Shokan medan vit farg
indikerar unik 588 bp sekvens for Shokan. Siffran 1 anger formodat transkriptionsstart, 131 translationsstart
av HHT proteinet, 1454 translationsstop och 1755 polyadenyleringsstillen (stopp av transkription). -600
indikerar slutet pa promotersekvensen.

Expression av ATHHT genen.

Genom att anvinda sekvensinformationen frin AtHHT generna for att konstruera primers och
genom att gora direkta prober frdn sekvenserna studerade vi regleringen av HHT genen med RT-
PCR 1 ett flertal olika havresorter under ett flertal olika induktionsbetingelser. For att gora detta pa
ett systematiskt sdtt utvecklade vi ett system dér vi tog bort epidermis pa unga blad som direfter
stressades pa likartat sétt genom att inkubera de tillsammans med olika inducers (figure 2). Ett antal
olika stressparametrar sdsom mekanisk stress (nalstick, klipp, skor), abiotisk stress (kyla, torka) och
olika elicitorer (oligosaccarider, bakterieextrakt, Ca-ionoforer) testades. Efter detta togs bladbitar
for RNA isolering vid ett flertal olika tidpunkter och uttrycket av AtHHHT genen undersoktes.



Figure 2. System for att testa avenantramid induktion i havre.
Bladen togs fran ca 6 dagar gamla plantor, epidermis togs bort pa
undersidan av bladen som dérefter fick flyta pa buffertlosning
innehallande olika inducers.

Som framgar sa induceras AtHHT expressionen i ett flertal fall och vid olika tidpunkter. I
majoriteten av fallen inducerades ett band motsvarande den kortare formen av enzymet, men 1 vissa
fall erholls dven den ldngre formen (figur 3C. spéar b). Vidare visade experimentet med den
bakteriella inducern, i detta fall ett extrakt fran Pseudomonas fluorescens bendmnt FPT 9601, att
induktion skedde redan efter 2 timmar i bdda de testade sorterna. Trots ett stort antal forsok lyckade
vi dock varken fé en riktig reproducerbarhet i induktionskinetiken eller definiera vilken inducer som
var mest effektiv. Uppenbarligen ér regleringen mycket komplex, dir dven differentiell splicing kan
ingd som en del.
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Figure 3. RT-PCR experiment pa AtHHT expression under olika induktionsforhallanden och tider.

A. sativa Absolument mutique inkuberade O till 22 minuter (angivet under gelbanden) med en bakteriell
inducer. B. A sativa Emma inkuberade O till 22 minuter (angivet under gelbanden) med en bakteriell
inducer. C. Test av olika stimuli. a, ingen behandling; b, epidermis avlagsnat; ¢, nalstick; d, gnuggning; e,
hackning: f. k6ldbehandline.

Slutligen testade vi AsHHT expressionen i olika havresorter. I detta fall inducerade vi alla med FTC
elicitorn under 4 timmar innan RNA isolering och RT-PCR analys. Detta visade att det finns en stor
variation 1 AtHHT expression mellan olika havresorter ddr t.ex SW Betania och Jaune geante a
grappes visade ett relativt hogt uttryck medan Euro hade betydligt ldgre och Matilda och SW Seger
1 princip inget uttryck alls av AtHHT genen (figur 4).
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Figur 4. RT-PCR analys av AtHHT expression i 17 olika havresorter

S, 100 bp stege (storlekskontroll); 1, Gotland; 2, Grise d’auvergne; 3, Stormogul; 4, Endress weiss; 5, Noire
semi nuda orientalis; 6, SW Betania; 7, Jaune geante a grappes; 8, Blanche du vieux moulin; 9, SW01168;
10, Euro; 11, SW Matilda; 12, Bullion; 13, Rouge du centre; 14, SW Sang; 15, SW00327; 16, SW Seger; 17,
SW Akt och S, 100 bp stege (storlekskontroll).



Post-transkriptionell kontroll av avenantramid biosyntes

Forutom den komplexa och svar-reproducerade variationen i1 A¢#HHT genregleringen kan dven den
mingd avenantramider som slutligen syntetiseras ocksa paverkas av post-transkriptionella
regleringsmekanismer. For att undersoka detta utarbetade vi en metod for direkt kvantifiering av
avenantramider. Vi utarbetade forst en extraktions- och separations assay for fron och kalibrerade
systemet m.h.a. tre olika standars (erhdllna fran D. Peterson, USA). Dessa var 2c, 2p och 2f (5-
hydroxyantranilin - kaffeinsyra, 5-hydroxyantranilin - p kumarsyra och 5-hydroxyantranilin -
ferualsyra). Vi identifiera dérefter dessa tre avenantramider i extrakt frdn Sang fron (figur 5).
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Figure 5. HPLC separation av avenantramider extraherade frian Sang fron.
2c, 2p och 2f indikerar identifierade avenantramider.

Genom att kora avenantramid separationen i ndrvaro av ett dmne, ABTS (2,2’-azinobis 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate), som &dndrar fiarg d& den direkt reagerar med antioxidanter i
HPLC separationsmixen kunde vi bekriftad avenantramiderna antioxidantaktivitet (figur 6). Detta
forsok visade ocksa att den mest aktiva avenantramiden dr 2¢ medan 2p var minst aktiv.
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Vi fortsatte direfter med att extrahera avenantramider fran fron fran 13 olika havresorter (tabell 1)
som tidigare rapporteras ha olika halter av avenantramider. Vi analyserade dessa i ABTC systemet
och fann da att aktiviteten varierade ca en faktor 2 mellan de hogsta och ldgsta halterna (Figur 7).



Short name | Scientific Name Weight [g] Sample 1 | Weight [g] Sample 2
Antiox, SW 00327 0.4972 0.4953
Betania SW Betania, 0.4811 0.5141
Bullion Bullion 0.5101 0.5061
Emma SW 01168 0.4960 0.4988
NGB 4874 0.4891 0.4968
Grise d’auvergne 0.5105 0.5078
Jaune geante a grappes, 0.4974 0.4927
Matilda 0.5062 0.5044
Absolument mutique 0.5061 0.4963
Rod Rouge du centre 0.4843 0.5030
Sang 0.5037 0.4980
Noire semi nuda orientalis 0.5036 0.4893
A% Blanche du : 0.4896 0.4870

Tﬁbell 1. Anvianda havresorter i denna stu.die.

Hogst antioxidantaktvitet uppmattes 1 fron frdn havresorterna Blanche du vieux moulin (“vit”),
SWO00327 (“antiox”) och NGB4874 (“Gotland”), medan Sang uppvisade ldgst aktivitet (figur 7).
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Figur 7. Total antioxidantkapacitet i 13 olika havresorter.

Testad havresort dr indikerad under staplarna. Se tabell 2 for utldsning av sorterna. Y-axlen visa
antioxidantaktivitet uttryckt som totala ytan fran en ABTC topp dividerad med uppvigd méingd frén anvént
i avenantramidextraktionen.

Vi utnyttjade direfter samma assay for att méta avenantramidaktivitet i blad. Tanken var att dels pé
protein-aktivitetsnivd konfirmera RT-PCR resultaten och dels ytterligare optimera
induktionsforhdllanden f6r avenantramid biosyntes. [ praktiken visade sig emellertid
avenantramidinduktionen vara mycket komplex och dven om forsoket rent tekniskt fungerade bra,
kunde vi inte med hjdlp av dessa kvantitativa avenantramidmétningar definiera optimala
induktionsforhallanden for avenantramider biosyntes (Figure 8).

Dessa forsok bekréftade séledes de initiala RT-PCR forsoken, dvs. det var mycket svart att initiera
AtHHT gen expression 1 blad trots att ett flertal olika potentiella inducers testades. Vi vet helt enkelt
for lite om hur AtHHT genen regleras. For att béttre reda ut mekanismerna for AtfHHT genuttryck
satte vi darfor upp teknik for sk. “chromosomal walking” i havre och med hjédlp av specifika
primers fran strukturgensekvensen vandrade vi uppstroms och isolerade ca 600 bp av den promoter
som styr AtHHT genen (Figure 9).

Som framgér innehéller AtHHT promotorn, forutom de forvantade TATA och CAAT boxarna, ocksa
ett antal potentiella reglerande cis-element varav vi bedomer tvd Myb boxar och en Dof box som de



Figure 8. HPLC Kkromatogram av avenantramid metanolextraktioner frian inducerade och
oinducerade blad.

A. Extraktion fr&n unga blad fran ca 6 dagar gamla havre plantor. B. Extraktion frén unga blad fran ca 6
dagar gamla havre plantor efter 4h induktion av FTP elicitorn (figure 3B).

mest intressanta. Det finns exempel fran andra gener déir sddana element ar involverade i
stressreglering bl a. 1 kdldstress och torkstress. Mer forskning behdvs givetvis for att konfirmera
detta ocksa for AtHHT genen.

Myb box
1 TAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTATCAAC TGCTGCAAATAAAATCAGAGGC TGGTGATCCACTGCACAGATTACGGGGACCAACCAC

Dof box
97 GCATTGTCTTGTCTTGAAGTGCCTTTTCTACCATAAAGCGTGAAGGTGCTGTCAGCGCTGATGCATCGAGCAGATCAGGCCGATGTGTAGAGGCC

Myb box
192 ACCGGCAGSGCGTCCATACCACGGTAGGTTGGACCGCGTCCACCCAGGATCGAGCAACAGTTGAGCGTCCAAGCCCGAAACCTCCCTCCCTGTC
286 TCTGCC CCGCCGGTCATCCATCCCACCAACTCCCCACCCGTCGCCTCCTCCTCCCGC.A.S.A. GAGCTGCTGCTAAAACTCGAAGCAGA
392 AAAAAAAAAAAGGAACGGCGGCATCCCGCCTGGATCGCCGGY TATALAAACCGCGCCACCCCCCTCTTGCTCACCAGCTCTCCACCAAGAGCTALCC

478 TACTAGAACTACTTTAATCATAGCACCGCTGCGCCGTCCGTACCACGCGTGTGACCGCGGCTTCTTCCTCGTAGAGACGACCCTTTCGCTTTAGTT

s74 TCCCCTCCGAGTCCCAGATCTGCAGCGAGAAGGAGAAG ATG AAG ATC ACG GTG CGG AGC TCG ACG GTG GTG

Figur 9. Nukleotidsekvens av AtzHHT promotern.
Roda bokstéiver indikerar promotersekvens, blaa proteinkodande sekvens (open reading frame). Intressanta
cis-element &r skrivna i fetstil och indikerade som boxar, eller med gron text ovanfor sjdlva cis-elementet.

Diskussion

Den huvudsakliga malséttningen for detta projekt var att klona genen for avenantramidbiosyntes
fran havresorten Sang. Eftersom ingen HHT gen fanns klonad vid starten av detta projekt, och
eftersom havregenomet dr mycket stort, var detta ingen trivial uppgift. Vi loste detta genom att
utnyttja sekvenslikheter fran nérbeslidktade enzym med liknande aktiviteter som HHT och kunde pé
sd vis designa lampliga primerpar. Vi fick di produkter i vdra PCR amplifieringar som motsvarade
en helt ny gen som var ca 80% likt HCBT genen. Vid sokning med denna i diverse databaser hittade
vi en liknande sekvens som var inlagd under opublicerade data. Vid kontakt med de Japanska
forskare som lagt in sekvensen visade det sig da att den mycket riktigt kodade for HHT enzymet.
Det var naturligtvis lite retfullt att vi inte hann forst med att klona denna gen, men andra sidan
sparade vi nu en hel del tid i att karaktersera den biokemiska aktiviteten av en sekvens vi hade
plockat upp. Istdllet hade vi att bra verktyg for att direkt gd vidare till andra fasen av detta projekt,
dvs. att studera den naturliga regleringen av avenantramid biosyntes i havre.



Det verkar finnas ett visst samband mellan olika faktorer sasom bakterie- och svampangrepp, torka
och effekt av olika odlingsregimer och syntes avenantramider hos féltodlade plantor (M&étté et al,
1999). Inte i ndgot fall har dock ett klart samband mellan nigon enskild stressfaktor, eller ndgon
definierad odlingsparameter och AA halter kunnat pavisas. Ett skél till detta dr att samtliga dessa
studier har utforts pad fron och man har mitt pa slutprodukterna. Enligt den Japanska studien
induceras deras HHT gen bdde av patogener sdsom Pseudomonas och svartrost och av diverse
elicitors. Induktionen dr dynamisk, dvs efter ndgra timmar nedregleras HHT biosyntesgenen igen.
Om man miéter AA halter 1 fron s& méter man sdledes summan av alla héndelser under hela
tillviaxtsdsongen dir otaliga olika stressfaktorer stdndigt har stimulerat plantorna. Det dr darfor
mycket svart att defineira de samband som rader mellan olika miljoparametrar, geninduktion och
upplagring av slutprodukterna, avenantramiderna.

For att komma forbi detta dilemma utarbetade vi ett system ddr vi under mycket kontrollerade
former kunde studera HHT induktionen och didrmed avenantramidbiosyntesen. Vi odlade
havreplantor under standardiserade former i vixthus. Efter 10 dagar isolerade vi unga blad fran
dessa plantor, inkuberade dessa 1 nédrvaro av olika inducerande forhallanden som tex elicitorer,
kalciumionoforer, hga och laga temperaturer, torkstress etc. under varierande tider fran minuter till
nagra timmar. Vi isolerade ddrefter RNA fran dessa blad och med hjilp av RT-PCR och specifika
HHT primrar métte vi specifik induktion av HHT genen. Trots att dessa studier upprepades i 10
olika havresorter, lyckade vi dock inte hitta reproducerbara induktionsbetingelser likt vad Japanerna
visade. Systemet &r séledes mycket komplext.

For att fastligga sambandet mellan induktionen av HHT genen och ackumulering av slutprodukten,
och for att utesluta en reglering av avenantramidaktivitet pa posttranskriptionell nivd satte vi upp
analysmetoder for att direkt médta avenantramid halter 1 unga blad. Som positiv kontroll anvinde vi
extrakt frdn fron. Vi kunde dd endast pdvisa laga méingder av avenantramid i blad, vilket séledes
bekréiftade de molekyléra studierna.

Vid jimforande studier av Sang AtHHT genen med den Japanska Shokan genen visade det sig att
Sang sekvensen var ca 588 bp kortare, samtliga bp fran den kodande delen av sekvensen. Samtidigt
var ldsramen bevarad, dvs. Sang sekvensen kodar for ett protein som dr 196 aa kortare dn hos
Shokan. Detta skulle kunna innebdra att syntesen av HHT regleras via differentiell splicing av
mRNA.

Sammanfattningsvis sé att AtHHT genen saledes mycket intressant bade ur grundvetenskaplig och
tillimpad synpunkt. Rent vetenskapligt kan vi ldra oss mer om hur denna gen regleras och darmed
ocksé ldra oss nya saker om genstruktur och genreglering i havre. Sddan kunskap kan leda till att vi
kan ta fram havre med hogre avenantramidhalter. Detta kan ske antingen genom att identifiera en
regleringsmutant i AtHHT expressionen eller en mutation i ett cis element i A#tHHT promotorn i var
Tillingpopulation. Kunskap om AtHHT gensekvensen gor ocksd att vi kan producera transgen hog-
avenantramid havre dir AtHHT genen uttrycks t.ex frdn en stark frospecifik promotor. Vid en
eventuell fortsédttning pa detta projekt dr det just dessa saker vi kommer att fokusera pd. Under
varen 2008 kommer vi ocksé att generera och analysera 400000 nya havre EST sekvenser fran blad
och ytterligare 400000 fran fron. Vi bor da ocksa hitta alla de olika splice varianter av AtHHT
genen som existerar.

Material och metoder

Culturing conditions

All oat (Avena sativa L.) cultivars erea grown on “enhetsjord K” soil in the green-house in a day/night
temperature regime of 20/16°C, an 18 h photoperiod and a photon flux density of 297 pmol m2 s!.



Elicitation of primary leaves

Primary leaves from 8d old plants were picked and treated with elicitor. The same leaves were also used for
RNA isolation (see below). Two different elicitors were used, penta-N-acetylchitopentaose, provided by
Seikagaku Corporation, and an FPT elicitor, prepared according to the protocol below. First, elicitor
treatment was performed as described by Ishihara et al. (1998). The young first leaves of two cultivars, Sang
and SW00327, were picked and the lower epidermis was peeled off using a scalpel and a pair of forceps. The
peeled leaves were then placed in Petri-dishes containing elicitor with the peeled side down. A treatment
series of 30 minutes, 1h, 2h, 4h, 10h, 20h, 24h and 32h were performed in order to determine the optimal
time of induction. In all experiments untreated leaves were used as controls. After peeling of the lower
epidermis, leaves were left floating on the elicitor. In addition leaves without peeling were included, which
instead were pecked by a needle, rubbed with the edge of a spoon or cut into small pieces. Some plants were
also placed at 4°C for 20 h.

Preparation of FPT elicitor

Colonies of two strains of Pseudomonas (P. chlororaphis and P. fluorescens), cultivated on agar plates were
picked and put in LB medium to grow in room temperature over night. The cells were centrifugated at 5000
x g for 10 minutes and the pellet was washed twice with 3 ml of 10 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5)
and finally resuspended in 1 ml of 10 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5). The bacterial suspension was
thereafter heated in a boiling water bath for 3 min and centrifuged at 15000 x g for 10 minutes. The resulting
supernatant was diluted 100-fold and was designated FPT elicitor.

Isolation of total RNA

After elicitor treatment (see above), the leaves were snap-frozen in liquid nitrogen and used as template for
RNA extraction. To extract total RNA from the treated leaves, approximately 0.5g of the frozen tissue was
grinded in liquid nitrogen using mortal and pestle. Extraction was then carried out according to the TRIZOL
protocol provided by Invitrogen. The extracted RNA was dissolved in RNase-free water and at -80°C. The
RNA concentration and the purity of the extracted samples were assessed by spectrophotometry according to
Sambrook et al. (A8.20-21) and the integrity of the RNA was assessed by running the samples on a 2%
agarose gel. 1

RT-PCR

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) was performed in an Eppendorf Mastercycler
using the SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum® 7ag DNA Polymerase kit by provided
by Invitrogen. Reactions were performed in 25ul RT-PCR reaction contained 12.5 pl 2x Reaction mix (a
buffer containing 0.4 mM of each ANTP and 3.2 mM MgSOs), 0.5 pg total-RNA, 10 pM forward primer
(AsHHTfor), 10 u M reverse primer (AsHHTlrev), 2 u 1 SuperScript™ III RT/ Platinum® Tag Mix.
Temperatures, time lengths and the number of cycles were optimized to give as clear results as possible.

Isolation of 3°- and 5 °’-end sequences

To obtain the full-length AsHHT-gene, an RNA ligase-mediated rapid amplification of 5’-and 3°-cDNA ends
method (RLM-RACE) was performed. The GeneRacer™ Kit from Invitrogen was used for this application
according to the protocol provided by the manufacturer. Extracted total-RNA from the oat cultivar Sang
treated with elicitor for 10 h was used as template. The primers AsHHT 1for and and AsHHT lrev were used
to amplify oat sequences and actin primers (ascid127C2v1f and ascid127C2v1rt) were used as control.

Analysis of obtained sequences

To verify that the obtained sequences were AsHHT fragments, the sequences were run in Blastn searches on
NCBI'’s homepage (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Furthermore, blast searches were performed against the
UniGene set of 2866 oat transcripts in our oat database (http://www.agod.org) to find out whether the
sequences already existed in this UniGene set (Brautigam et al., 2005).

Seed sample preparation for avenantramid analysis

Seeds were peeled by hand and ground in a mortar. Approximately 0.5 g (Table 1) of the ground seeds was
weighed out in duplicates and extracted with 4 ml 100% methanol three times. The samples were shaken for
1 hour and centrifuged for 20 minutes (4500rpm) in all three extraction steps. The supernatants were
collected after each centrifugation step and the methanol was evaporated through vacuum drying in
speedvac. The dried samples were resolved in 250 pl of 100% methanol.

Measuring the Total Antioxidant Capacity (TAC) by Using ABTS
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TAC was measured by using the ABTS method. This technique measures the relative ability of antioxidant
substances to scavenge the 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) radical cat ion (ABTS'™"). Two
different detectors were used; the UV/VIS detector measures absorbance at 720nm and recognizes the color
change when ABTS"* reacts with antioxidants and the PDA detector measures absorbance at all wavelengths
at the same time and detects different compounds separated by the HPLC column. The area of the peaks
detected with the UV/VIS detector is a measurement of the antioxidant activity of a certain compound. The
antioxidant activity was recalculated into trolox equivalents.
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Egna publikationer och 6vrig resultatformedling till ndringen (frin 2004)

Under projektperioden har vi publicerat 5 uppsatser med havreanknytning i internationellt
vélrenomerade tidskrifter. Vi har dnnu inte publicerat nagon uppsats specifikt pd avenantramiderna,
eftersom detta arbete inte dr fardigt for en riktigt bra tidskrift. Som framgar har vi ocksé visat ett
antal posters vid internationella symposier och jag har personligen hillit ett stort antal anféranden
for diverse havreaktorer, bl.a vid Uddevallakonferensen, for Svalof Weibulls, for Svensk
Havreforening och vid internationell cerealiekonferenser i Képenhamn och Lettland. Nedan foljer
en mer detaljerad redovisning.
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