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X Zusammentassung

Zusammenfassung

In der Reaktion von Lycopersicon esculentum auf Verwundung wurde das
Oktadekapeptid Systemin als Signalmolekiil bei der Induktion der Wundantwortgene
identifiziert. Analog zum Peptidhormonsystem in tierischen Systemen wird Systemin als
grossere Vorstufe von 200 Aminosduren, genannt Prosystemin, exprimiert. Aus dieser
Vorstufe wird Systemin nach Verwundung durch eine hypothetische Prohormon
Konvertase proteolytisch freigesetzt, die bisher allerdings nicht identifiziert werden
konnte.

In einem genetischen Sichtungsverfahren in Saccharomyces cerevisiae sollten Systemin-
spezifische Proteasen identifiziert und charakterisiert werden. Hierzu wurden die beiden
funktionellen Domidnen des Transkriptionsfaktors GAL4 mit einem Peptidlinker
verbunden, der ausser Systemin noch flankierende Aminosduren des Prosysteminproteins
enthielt. Dieser modifizierte GAL4/Systemin Transkriptionsfaktor wurde dann in einem
gald-defizienten Hefestamm zusammen mit einer ¢DNA Expressionsbibliothek aus
Tomate coexprimiert und die Transformanten nach Klonen gesichtet, welche die GAL4-
Funktion aufgrund der Spaltung der Systemin-Domine des Transkriptionsfaktors infolge
der Aktivitit einer cDNA-kodierten Protease verloren hatten.

Im Laufe der Sichtung wurden ¢DNA-Klone isoliert, deren abgeleitete
Aminosduresequenzen fiir eine kern-kodierte ClpP Protease, eine bisher in Pflanzen nicht
charakterisierte X-Pro Aminopeptidase, cine Insulinase und ein a-Expansin kodieren.
Diese Klone wurden durch Northern und Southern Blot Analyse charakterisiert; die
Northern  Blot  Analyse liess jedoch keine wundinduzierbare Expression der
entsprechenden Gene erkennen. Im TLaufe des Sichtungsverfahrens wurden weitere
cDNAs, deren abgeleitete Aminosdursequenzen Ahnlichkeit zu potentiell an der
Signaltransduktion der pflanzlichen Verwundungsreaktion beteiligten Proteinen
aufweisen, identifiziert. Dabei handelt es sich um eine Lipase aus der Familie der GDSL-
Lipasen (LeGDSLI) sowie der 12-Oxo-Phytodiensiure Reduktase (LeOPR1) aus dem
wundinduzierten Biosyntheseweg fiir Jasmonsaure. Diese Klone wurden ebenfalls durch
Northern und ~ Southern Blot Analyse charakterisiert. Die Verwundung von
Tomatenpflanzen sowie die Behandlung der Pflanzen mit Induktoren der

Verwundungsreaktion fiihrte jedoch zu keiner Erhthung der Transkriptspiegel fiir
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LeGDSL1 und LeOPRIL. Die 12-Oxo-Phytodiensidure Reduktase wurde heterolog als
GST-Fusionsprotein in Escherichia coli exprimiert und aus bakteriellen Extrakten
gereinigt. Aufgrund der Homologie zu Warburgs "Old Yellow Enzyme" (OYE) aus S.
cerevisiae wurde eine vergleichende biochemische und spektrale Charakterisierung
dieses Flavin-abhingigen Enzyms sowie die Aufkldrung der 3-dimensionalen Struktur
von LeOPR1, dem ersten pflanzlichen OYE-Homolog, durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass LeOPRI ebenso wie OYE in der Lage ist, durch die
Bindung phenolischer Liganden sogenannte "Charge Transfer Complexes" (CT-
Komplexe) zu bilden, die zu einer Verdnderung des Flavinspektrums mit der Ausbildung
eines neuen, zu grosseren Wellenldngen verschobenen Absorptionsmaximums fiihrt. Der
FMN-Kofaktor liess sich durch Weisslicht in Gegenwart des Elektronendonors EDTA
reduzieren, wobei beobachtet werden konnte, dass die Aminosdureumgebung im aktiven
Zentrum in der Lage ist, das radikalische Flavin-Semichinon zu stabilisieren.

"Steady state"-kinetische Analysen ergaben, dass LeOPRI in der Lage ist, eine grosse
Zahl o B-ungesittigter Carbonyle zu reduzieren, wobei die Hydrophobizitit der
Seitenkette sowie eine planare Struktur des Substrats einen positiven Einfluss auf die
katalytische Effizienz von LeOPRY ausiiben.

Die Ermittlung der Stereospezifitit der LeOPR1 ergab eine deutliche Praferenz fiir cis(-)-
OPDA, welches keine Vorstufe der biologisch aktiven Jasmonsidure darstellt. LeOPR |
scheint also nicht direkt an der Synthese von biologisch aktiver (+)-7-iso Jasmonsiure
beteiligt zu sein.

Die Suche nach OPR Isoenzymen in L. esculentum fiihrte zur Klonierung zweier weiterer
OPR-Isoformen, LeOPR2 und LeOPR3. LeOPR3 konnte nach heterologer Expression als
GST-Fusionsprotein in E. coli aus bakteriellen Extrakten gereinigt werden. Die
Bestimmung der Stereoselektivitit des Enzyms zeigte, dass LeOPR3 in hohem Masse das
physiologische Substrat cis(+)-OPDA iber ¢is(-)-OPDA bevorzugt. LeOPR3 ist somit
das OPR-Isoenzym aus Tomate, welches an der Biosynthese von Jasmonsiure beteiligt

ist.
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Abstract

The 18 amino acid peptide systemin was identified as the primary signal mediating the
local as well as the systemic wound response of tomato plants upon wounding by
herbivores. Systemin is synthesized as a larger precursor polypeptide of 200 amino acids,
prosystemin, from which systemin is released upon wounding by proteolytic processing.
The proteases responsible for the release of systemin are still unknown.

The aim of this work was to identify systemin cleaving proteases by use of a genetic
screen in the yeast Saccharomyces cerevisiae. The two functional domains of GAL4 were
Jjoined by a linker sequence coding for systemin and also flanking amino acids of the
prosystemin protein. This modified GAL4/systemin transcription factor was coexpressed
in the gal4-deficient yeast strain YJOZ together with a tomato cDNA expression library,
The transformants were screened for clones that had lost the GAL4 function due to
cleavage of the linker by a cDNA derived protease.

During the screening, clones were obtained coding for a nucleus-encoded proteolytic
subunit of a Clp protease, a X-pro amino peptidase and an insulinase which had not been
identified in plants before, and an c-expansin. The clones were characterized by northern
and Southern blot analysis but none of the corresponding genes was expressed in response
to inducers of the wound response.

Two more clones were obtained coding for proteins which are possibly involved in the
wound signal transduction chain. These are a lipase of the GDSL-family of lipolytic
enzymes and the [2-oxophytodienoic acid reductase (OPR) which is part of the wound-
induced pathway of jasmonic acid biosynthesis. The mRNA levels of both clones were
not upregulated by wounding or other mediators of the wound response.
I2-Oxophytodienoic acid reductase (LeOPR1) as part of the wound signalling cascade
was expressed in E. coli as a GST-fusion protein and purified from bacterial extracts.
LeOPRI is related to Warburg’s "Old Yellow Enzyme" (OYE) and a comparative
biochemical and structural characterization was performed.

Like OYE, LeOPRI was found to form charge transfer complexes (CT-complexes) upon
binding of phenolic ligands resulting in a new absorption maximum at longer wavelenths.
The EDTA-dependent photoreduction of enzyme-bound flavin revealed that the amino

acids surrounding the acitve site of LeOPRI are able to stabilize the anionic flavin-
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semiquinone.

Steady state kinetic analyses showed that LeOPRI1 is able to reduce a number of o,f3-
unsaturated carbonyls. The hydrophobicity of the sidechain and a planar structure of the
substrate appears to have a positive effect on the catalytic efficiency of LeOPR1.
Determination of the stereospecificity revealed that LeOPRI strongly prefers cis(-)-
OPDA over cis(+)-OPDA the precursor of biologically active (+)-7-iso jasmonic acid.
Therefore, LeOPR1 is not directly involved in jasmonic acid biosynthesis.

The search for OPR isozymes in tomato led to the cloning of two further cDNAs coding
for the OPR isoforms LeOPR2 and LeOPR3. LeOPR3 was expressed as a GST fusion in
E. coli and was purified from bacterial extracts. Determination of the stereospecificity of
LeOPR3 revealed a high preference for the physiological cis(+)-OPDA over cis(-)-
OPDA. Hence, LeOPR3 is the tomato OPR isozyme involved in the pathway of jasmonic

acid biosynthesis.



