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X Zusammenlassung

Zusammenfassung

In der Reaktion von Lvcopersicon esculentum auf Verwundung wurde das

Oktadekapeptid Systemin als Signalmolekul bei der Induktion der Wundantwortgene

identifiziert. Analog zum Peptidhormonsystem in tierischen Systemen wird Systemin als

grössere Vorstufe von 200 Aminosäuren, 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 Saccharomxces cerevisiae sollten Systemin-

spezifische Proteasen identifiziert und charakterisiert werden. Hierzu wurden die beiden

funktionellen Domänen des Transkripttonsfaktors GAL4 mit einem Peptidlinker

verbunden, der ausser Systemin noch flankierende Aminosäuren des Prosysteminproteins

enthielt. Dieser modifizierte GAL4/Systemm Transkriptionsfaktor wurde dann in einem

(er//4-dcfizienten Hefestamm zusammen mit einer cDNA Expressionsbibliothek aus

Tomate coexprimiert und die Transform anten nach Klonen gesichtet, welche die GAL4-

Funktion aufgrund der Spaltung der Systemin-Domanc des Transkriptionsfaktors infolge

der Aktivität einer cDNA-koclleiten Protease verloren hatten.

Im Laufe der Sichtung wurden cDNA-Klone isoliert, deren abgeleitete

Ammosäuresequenzcn für eine kern-kodierte ClpP Protease, eine bisher in Pflanzen nicht

charakterisierte X-Pro Aminopeptidase. eine Insulinase und ein a-Expansin kodieren.

Diese Klone wurden durch Noithern und Southern Blot Analyse charakterisiert; die

Northern Blot Analyse liess jedoch keine wundinduzi erbare Expression der

entsprechenden Gene erkennen. Im laufe des Sichtungsveifahrens wurden weitere

cDNAs, deren abgeleitete Ammosaursequenzcn Ähnlichkeit 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 (LeGDSL!) sowie der l2-Oxo-Ph\todiensaure Reduktase (LeOPRl) aus dem

wundinduzierlen Biosyntheseweg fur Jasmonsaure. Diese Klone wurden ebenfalls durch

Northern und Southern Blot Analxsc charakterisiert. Die Verwundung von

Tomatenpflanzen sowie che Behandlung der Pflanzen mit Induktoren der

Verwundungsreaktion führte jedoch zu keiner Erhöhung der Transkriptspiegcl für
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LeGDSLl und LeOPRl. Die 12-Oxo-Phytodiensäure 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-abhängigen Enzyms sowie die Aufklärung der 3-dimensionalen Struktur

von LeOPRl, dem ersten pflanzlichen OYE-Homolog, durchgeführt.

Es konnte gezeigt werden, dass LeOPRl ebenso wie OYE in der Lage ist, durch die

Bindung phenolischer Liganden sogenannte "Charge Transfer Complexes" (CT-

Komplexe) zu bilden, die zu einer Veränderung des Flavinspektrums mit der Ausbildung

eines neuen, zu grosseren Wellenlängen verschobenen Absorptionsmaximums führt. Der

FMN-Kofaktor liess sich durch Weisslicht in Gegenwart des Elcktronendonors FDTA

reduzieren, wobei beobachtet werden konnte, dass die Aminosaureumgebung im aktiven

Zentrum in der Lage ist. das radikalische Flavm-Semichmon zu stabilisieren.

"Steady state"-kinetischc Analysen ergaben, dass LeOPRl in der Lage ist, eine grosse

Zahl a,ß-ungesattigter Caibonyle zu reduzieren, wobei die Hydrophobizität der

Scitcnkette sowie eine planare Struktur des Substrats einen positiven Einfluss auf die

katalytische Effizienz von LeOPRl ausüben.

Die Ermittlung der Stereospezifitat der LeOPR 1 ergab eine deutliche Präferenz für r/s(-)-

OPDA, welches keine Vorstufe der biologisch aktiven lasmonsaure darstellt. LeOPRl

scheint also nicht direkt an der S\nthese von biologisch aktiver (+)-7-iso .lasmonsaure

beteiligt zu sein.

Die Suche nach OPR Isoenzymen m L. esculentum führte zur Klonierung zweier weiterer

OPR-Isoformen.LeOPR2 und LeOPR3. LeOPR3 konnte nach hetcrologer Expression als

GST-Fusionsprotem in E. coli aus bakteriellen Extrakten gereinigt werden. Die

Bestimmung der Stereoselektn hat des Eimms zeigte, dass LeOPR3 in hohem Masse das

physiologische Substrat c/v(+)-OPDA über cn(-)-OPDA bevorzugt. LeOPR3 ist somit

das OPR-lsoenzym aus Tomate, welches an der Biosynthese von .lasmonsaure beteiligt

ist.



XII Abstract

Abstract

The 18 amino acid peptide systcmin 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 systemm cleaving proteases by use of a genetic

screen in the yeast Saccharomvces cerevisiae. The two functional domains of GAL4 were

joined by a linker sequence coding for systcmin and also flanking amino acids of the

prosystemin protein. This modilied GAL4/systemin transcription factor was coexpressed

in the g<7/¥-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-pio amino peptidase and an insulinase which had not been

identified in plants before, and an a-expansm. 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 winch are possibly involved in the

wound signal transduction chain. These are a lipase of the GDSL-family of lipolytic

enzymes and the 12-oxophytodienoic acid reductase (OPR) which is part of the wound-

induced pathway of jasmonic acid bios}nthesis. The mRNA levels of both clones were

not upreguiated by wounding or other mediators of the wound response.

12-Oxophytodicnoic acid reductase (LeOPRl) as part of the wound signalling cascade

was expressed m E. coh as a GST-lusion protein and purified from bacterial extracts.

LeOPRl is related to Warburg's "Old Yellow Enzyme" (OYE) and a comparative

biochemical and structural characterization was performed.

Like OYE, LeOPRl was found to form charge transfer complexes (CT-complexcs) upon

binding of phenolic ligands resulting in a new absoiption maximum at longer vvavelenths.

The EDTA-dependent photoreduction of enzyme-bound flavin revealed that the amino

acids surrounding the acitvc site of LeOPRl are able to stabilize the anionic flavin-
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semiquinonc.

Steady state kinetic analyses showed that LeOPRl is able to reduce a number of a,ß-

unsaturated carbonyls. The hyclrophobicity of the sidechain and a planar structure of the

substrate appears to have a positive effect on the catalytic efficiency of LeOPRl.

Determination of the stereospccificity revealed that LeOPRl strongly prefers c7,v(-)-

OPDA over r«(+)-OPDA the precursor of biologically active (+)-7-iso jasmonic acid.

Therefore, LeOPRl 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 stereospccificity of

LeOPR3 revealed a high preference for the physiological c«(+)-OPDA over cis(-)-

OPDA. Hence, LeOPR3 is the tomato OPR isoz\ me involved in the pathway ofjasmonic

acid biosynthesis.



f Einleitung

I.Einleitung

Um den Fortbestand eines ortsgebundenen Organismus zu sichern, bedarf dieser der

Fähigkeit, sich an wechselnde Umwcltbedingungen anpassen zu können. Pflanzen

müssen daher in der Lage sein, externe Parameter zu perzipieren, und bei eintretenden

Veränderungen eine Adaptation an die neuen Bedingungen durchzuführen.

Die Verwundung durch Insekten oder mechanische Beanspruchung stellt für die Pflanze

ein existenzbedrohendes Risiko dar. Neben dem Verlust von assimilierendem Gewebe

durch die Frass-Tatigkeit eines Schädlings wird ausserdem die Cuticula, der mechanische

Schutz der Pflanze gegenüber der Umwelt, zerstört; eine ideale Vorraussetzung für das

Eindringen von Pflanzenpathogenen (Pflanzenviren, Pilzsporen und Bakterien) in den

pflanzlichen Organismus. Ausserdem verursacht die aufgrund der Verletzung ausgelöste

erhöhte Transpiration zusätzlich die Dehydratation des pflanzlichen Gewebes im

befallenen Bereich der Pflanze. Im Laufe der Evolution haben Pflanzen jedoch

Abwehrreaktionen gegen Herbivore entwickelt, um die Schädigung pflanzlichen

Gewebes zu begrenzen.

Im Falle der Verwundung \on Tomatenpflanzen (Lxcopersicon esculentum) durch

Insekten oder mechanische Einwirkung werden in der Pflanze mehr als 20 Abwehrgene

(Wundantwortgene) aktiviert. die fur Protcaseinhibitorcn, Proteine zur

Signaltransduktion und Proteasen kodieren (Walker-Simmons und Ryan 1977; Hildman

et oh 1992;PautotcM/, 1993; Constabcl etat. 1995; Schaber und Ryan 1996; Bergey et

al. 1996; Bergey und Ryan 1999). Die wundinduzierten Protcaseinhibitorcn hemmen die

proteolytischen Verdauungsenzyme des Insekts, wodurch es zu einer

Proteinunterversorgung und Wachstumsstorungen kommt, die schliesslich zum

Absterben des Insekts fuhren können (Ryan 1990), Diese Reaktion der Pflanze ist

bemerkensvverlerwcise nicht ausschliesslich auf das befallene Gewebe beschrankt. Nach

Verwundung akkumulieren u.a. die Transkripte fur die Protcaseinhibitorcn I und II auch

in unverletzten Teilen der Pflanze, d.h. es handelt sich um eine systemische Induktion (fur

Zusammenfassungen, siehe Schaller und R\an 1996: Ryan 2000).
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Die Ausbreitung der systemischen Expression der Proteaseinhibitoren in der Pflanze,

ausgehend vom Ort der Verwundung, erfordert ein Signalmolckiil, welches an der

Verwnndungsstelle generiert und anschliessend in systcmisches Gewebe transportiert

wird, um dort die Wundantwort auszulosen. Auf der Suche nach dem Proteaseinhibitor-

induzierendcn Faktor (proteinase inhibitor inducing factor. PIIF; (Ryan 1992)) fand man

Oligo-Galakturonide. Fragmente aus der Pflanzenzellwand. che in der Lage sind, die

Wundantwort auszulösen (Bishop et al. 1984). Aufgrund der Tatsache, dass diese

Zellwandfragmente nicht in der Pflanze transportiert werden, wird angenommen, dass es

sich bei den Oligo-Galakturoniden nicht um das Signalmolekül zur Induktion der

systemischen Wundantwort handelt (Baydoun und Fry 1985). Elektische Signale, die

durch den Zusammenbruch des Membranpotentials am Ort der Verwundung entstehen

und sich durch die Pflanze fortsetzen wurden ebenso als PIIF diskutiert wie auch

hydraulische Signale (Zusammenfassung in Malone 1996). Abseisinsäure (ABA: (Pena-

Cortes et al. 1989)) Oktadekanoidc (barmer et al. 1991 ; Farmer und Ryan 1992; Bogre et

al. 1997) und Ethylen (O'Donnell et al. 1996). Der wahrscheinlichste Kandidat für das

Signalmolckiil in der pflanzlichen Verwundungsreaktion ist jedoch das aus 18

Aminosäuren bestehende Peptid Systemin. welches in Mengen von Femtomolcn pro

Pflanze die Wundantwortgene zu induzieren vermag (Pearce et al. 1991). Das Oligo¬

peptid ist ca. 1 Mill ion-fach akfn er als Oligo-Galakturonide und wird über das Phloem in

systemisches Gewebe transportiert (Narvâez-Vâsqtiez et al. 1995). Dabei korreliert der

zeitliche Verlauf der Translokation von Systemin mit der Geschwindigkeit des endogenen

Wundsignals (Green und Ryan 1973; Nelson et al. 1983; Narväez-Väsquez et al. 1995;

Schaller und Ryan 1996).

Systcmin selbst wird als Vorstufe \on 200 Aminosäuren, genannt Prosystemin (McGurl

et al. 1992), konstitutix schw ach exprimiert und vermutlich durch proteolytische Spaltung

aus dem Vorläufer freigesetzt.

Der Systemin Signaltransduktionsw eg zur Induktion det Wundantwortgene in Tomate ist

vereinfacht in Abbildung I dargestellt. .Ausgehend von Prosystemin wird nach

Verwundung Systemin durch Proteolyse freigesetzt und über das Phloem zum

Zielgewebe transportiert. Dort bindet es an seinen plasmamembrangebundcnen Rezeptor

(Mcindl et al. 1998: Scheer und Ryan 1999) und aktiviert hierdurch eine komplexe
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Verwundung Prosystemin

1
Svstemin

PM

a-Linolensäure

I
„ 9, MAPK
Ca

Genaktivierung

OPDA

I
.lasmonsaure

Abb. I: Schematische Darstellung der Signaltransduktion bei der Vcrwundnngsrcaktion in Tomate

Das vereint achte Modell der Signaiubeitiagungduieh S\ stemm nach Verwundung ist hier dai gestellt. Nach

Verwundung wird Syslennn aus Piosyslemm beigesetzt und bmdcl an einen plasmamcmbran-(PiVI)-

gebundenen Rezcploi (R) Dies fuhtt zu einem Inllux von Protonen (H1 ) und Calcium (Ca"'), sowie zur

Aktivierung einer MAP Kinase (VI A PK) Es kommt zur Freisetzung von «-Linolensäure durch eine

Phospholipase A2, die ubei den Oktadckanoidwcg zu .lasmonsaure melabolisicit wird, welche dann zur

Aktivierung dei Abwehrgenc fühlt

Signalkaskadc. Es kommt zu einer Depolarisation der Plasmamembran (Moyen und

Johannes 1996), einem Influx, von Calcium (Moyen et al. 1998) und Protonen (Felix und

Boller 1995), wobei die Inhibierung einer plasmamembrangebundenen ATPase eine

Rolle zu spielen scheint (Schaller und Oecking 1999). Ebenso wird sehr rasch nach

Verwundung eine MAP Kinase aktiviert (Stratmann und Ryan 1997), die möglicherweise

die Aktivität einer Phospholipase A2 reguliert (Narväez-Vasquez et al. 1999). Durch die

Aktivität der Lipase kommt es zur Freisetzung von «-Linolensäure, die in den

Oktadekanoidweg zur Biosynthese von .lasmonsaure mündet, welche über einen bislang

unbekannten Mechanismus die Wundantwortgene induziert.

.lasmonsaure und ihr Methylester Methyljasmonat regulieren eine Vielzahl

physiologischer Vorgänge in der Pflanze, wie z.B. Fruchtreifung, Pollenproduktion,

Wiirzelwachstum und Rankenkrümmung (zusammengefasst in Creelman und Mullet

1997). In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass auch andere Oxylipine und

Intermediate des Oktadekanoidweges biologisch aktiv sind (zusammengefasst in Weiler
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et al. 1998), so spielt z. B. das Intermediat 12-Oxo-Phytodiensâure (OPDA) in der

Mechanotransduktion eine Rolle (Falkcnstein et al. 1991 ; Weiler et al. 1998),

Abbildung 2 zeigt schematisch den Biosyntheseweg von .lasmonsaure, der von a-

Iinolensaure ausgeht, die durch Lipoxygenase (I ,OX) zu 13(S)-Hydroperoxylinolensätire

umgesetzt wird. 13(5)-Hydioperoxyliuolensaurc kann - vom Biosyntheseweg der

o I molensauic

HOO

O

O.

„COOH

T ipo\\ ncn.ise (LOX)

coon

Aliermxid S\nthasc (VOS)

COOII

l-( S) Hvdiopeioxy Linolensauic

12 I ^(JJ-npow-Lmolensiiiiie

Allemwul CVIasef \OC)

COOH
c/it4 )-12-0\o Plivtodicnsauie

12-Oxo Phytodiensauie Reduktase (OPR)

£00 H

i Oxo-2(2'C/Vpcritcnvl-Cyt lopentan-
1-Oktansiiuie

i

y
î \ ß Oxidation

COOH
( 0-7-iso lasmonsauic

Abb. 2: Schematischc Darstellung des Oktadckanoidwcgcs
Die Biosvnthcse \ on lasmonsauic aus a Linolcnvuiic mit den aus tien einzelnen cnzymatischen
Reaktionen hcnoi gehenden Intel medialen ist hici illusticit
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.lasmonsaure abzweigend (in Abb. 2 nicht gezeigt) - durch eine ebenfalls wundinduzierte

Hydroperoxid Eyase (HPL) zu flüchtigen C6-Aldehyden oder Traumatin, oder durch eine

Peroxygenasc zu Cutin-Vorstufen metabohsicrt werden (Creclman und Mullet 1997;

Howe et al. 2000). Oder aber l3(S)-Hydroperoxylmolensaure wird durch das nächste

Enzym des Oktadekanoidweges, Allenoxidsynthasc (AOS), in das Alienoxid 12,13(5)-

Epoxylinolensäure und nachfolgend durch Allenoxidcyclase (AOC) m cw(+)-12-Oxo-

Phylodiensaure (cw(+)-OPDA) umgesetzt. Wahrend die bisherigen Reaktionen

vermutlich in Piastiden stattfinden (zusammengefasst in Weiler et al. 1998), wird 12-

Oxo-Phytodicnsaure vermutlich m den Peroxisomen durch 12-Oxo-Phytodiensäurc

Reduktase (OPR) zu 3-0\o-2(2'(Z)-pentenyl)-Cyclopentan-l-Oktansäure (OPC 8:0)

reduziert und nachfolgend in 3 ß-Oxidationszyklen zu (+)-7-iso .lasmonsaure

metabolisiert.

Die Eigenschaften von S>stemm, d.h. seine Expression als grossere Vorstufe, sowie seine

hohe Aktivität und Mobilität m der Pflanze, ahnein denjenigen von Peptidhormonen aus

tierischen Systemen. Dort werden Neuropeptide und Peptidhormone als inaktive

Vorstufen synthetisiert, sezerniert und von sogenannten Proprotein Konvertascn (PCs)

durch Proteolyse in ihre aktne Form überfuhrt. Die fur die Prozessierung von

Prosystemin verantwortlichen Proteasen wurden jedoch bisher nicht identifiziert, ebenso

sind die fur die Inaktiviertmg des Pcptidhormons postulierten Proteasen unbekannt.

PCs gehören dein Klan der Subtilascn an, und hier der Familie der Kexine (Siezen und

Leunissen 1997). Hieraus sind bisher 7 Proprotein Konvcrtasen bekanut, die sich durch

eine gemeinsame Substratspezifitat auszeichnen, d.h. Spaltung am C-terminalen Ende

zweier benachbarter basischer Aminosäuren (Barr 1991; \an de Ven et al. 1993; Seidah

und Chretien 1997; Steiner 1998). In Pflanzen sind solche Proteasen jedoch noch nicht

beschrieben worden. Es gibt allerdings indirekte Hinweise auf die Existenz von Kexin-

ähnlichen Proteasen in Pflanzen. In transgenen Tabakpflanzen wurde der Vorläufer eines

virus-kodierten Fungiziden Killertoxins CKP6) exprimiert und gezeigt, dass das Protoxin

von einer im Golgi-Apparat lokalisierten Protease korrekt nach einem dibasischen Motiv

gespalten wird (Kmal et al. 1995; Jiang und Rogers 1999).

Des weiteren wurde in Plasmamembran-Fraktionen von Tomatenblättern ein Systemin-
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Bindeprotein (SBP50) identifiziert, welches möglicherweise an der Prozessierung von

Systemin beteiligt ist (Schaller und Ryan 1994). Die Inkubation von zweifach markiertem

Systemin (biotinyliert an Position 8 nach Austausch von Serin zu Cystein, und f S|-

markiert in Position Methionm 15) mit einer Plasmamembran-Fraktion aus

Tomatenblättern führte zur Spaltung des markierten Peptidhormons, wobei lediglich die

Biotin-Markierung. an SBP50 gebunden, delektiert werden konnte. Der C-lerminale Teil

von Systemin mit mindestens 4 Aminosäuren (MQTD) wurde durch eine Protease,

möglicherweise SBP50, abgespalten. Interessanterweise enthält Systemin ein dibasisches

Erkennungs-Motiv (Lysin 9, Argmin 10) fur die Kcx2p-ähnliche Prohormon Konvertase

Furin (Fuller et al. 1989). Ausserdem wird SBP50 von einem Antiserum gegen eine

Kex2p-ähnliche Protease aus Drosoplula eikannt (Schaller und Ryan 1994). Dies führte

zu der Vermutung, dass eine plasmamembrangebundene, Kcx2p-abnlichc Protease am

Signaltransduktionsweg der Verwundungsreaktion in Tomate durch die Spaltung des

Peptidhormons Systemin beteiligt sein konnte.

Die Suche nach der Systemin-spaltenden Protease verlief bisher ergebnislos, allerdings

wurden in den letzten Jahren mehrere cDNAs und Gene pflanzlicher Subtilisin-ähnlicher

Proteasen identifiziert (Ribeiro et al. 1995; Tornero et al. 1996; Taylor et al. 1997;

Tornero etat. 1997; Meichtty etal. 1999: Neuteboom et al. 1999; Jmziket al. 2000; Jordä

et al. 2000; Berger und Altmann 2000). Die biochemische Charakterisierung einer dieser

Subtilasen (Janzik et al. 2000) hat |edoch gezeigt, dass Systemin kein Substrat für diese

Subtilase ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte m einem genetischen Sichtungsverfahren in S. cerevisiae

versucht werden, solche Fomatenproteasen zu identifizieren, die das Wundhormon

Systemin oder seinen Vollaufer Prosystemin prozessieren können. Das

Sichtungsverfahren ähnelt dem "Two-H\bnd" System (Fields und Song 1989), in dem

sich mit Hilfe des Transkriptionsfaktors GAL4 mteragierende Proteine feststellen lassen.

Dieses System wurde von Dt. B. Kohorn zur Identifikation von Proteasen modifiziert

(Smith und Kohorn 1991 ) und sollte fur die Durchführung dieser Arbeit zur Identifikation

von Proteasen, die zur Spaltung \on S>stemm in der Lage sind, adaptiert werden. Hierzu

wurden die beiden funktionellen Domänen von GAL4 mit einer Linkersequenz,

verbunden, die fur Systemin und ebenso für flankierende Aminosäuren des Prosystemin
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Proteins kodiert. Nach Einführen dieses modifizierten GAL4 Transkriptionsfaktors in

einen gal4-deüz\enten Hefestamm wurde eine cDNA-Expressionsbibliothek aus Tomate

zusammen mit dem GAL4/Systcmin Transkriptionsfaktor coexprimiert und in einem

Sichtungsverfahren jene Klone identifiziert, die in Abhängigkeit der exprimierten cDNA

die GAL4-Funktion verloren haben. Die auf diese Weise isolierten cDNAs wurden weiter

molekularbiologisch und/oder biochemisch charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Biologisches Material

2.1.1 Pflanzen

Für die Herstellung der cDNA Expressionsbibliothek sowie zur Isolierung von RNA

wurde Sprossgewebe 2 Wochen alter Pflanzen von L. esculentum Milk cv. Castlemart II

eingesetzt. Fur die Extraktion von genomischer DNA wurden Blätter von

Tomatenpflanzen (L. esculentum Mill cv. UC82b) unterschiedlichen Alters (2-12

Wochen) verwendet.

Die Tomatenpflanzen wurden in Klimakammern bei einer Tagestemperatur von 25 °C

und einer Nachttemperatur \ on 18 °C bei konstant 75% relativer Luftfeuchtigkeit

angezogen. Die Lichtpenode betrug 16.5 Std. (>140 mMol m~~s~ ),die Dunkelperiode

7,5 Std,

Suspcnsionskulturen von Excopersicon peruvianum Zellen wurden wie bei Schaller

(1998) beschrieben kultiviert.

Behandlung von Tomatenpflanzen zur Analyse der Induzierbarkeit einer bestimmten

mRNA

"~

Verwundung: 2 Wochen alte Pflanzen mit 2 ausgebildeten Blättern wurden mit einer

Pinzette 2 mal quer über die Mittelrippe eines terminalen Fiederblattes gequetscht. Nach

8 Std. wurde der Spross oberhalb der Kotyledonen dekapiliert, das verwundete Blatt und

auch das gegenüberliegende, pingere Blatt entnommen und in flussigem Stickstoff

eingefroren.

Fütterung mit Induktoren der Wundreaktion: 2 Wochen alte Pflanzen wurden an der

Stengelbasis abgeschnitten und fur 1 Std. in Lösungen gestellt, die eine der folgenden

Substanzen enthielt: Systemm (50 nM). .lasmonsaure (400 pM), Bestatin (1 mM).
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Anschliessend wurden die Pflanzen für weitere 7 Std. in Gläschen mit H20 gestellt und

danach die beiden ausgebildeten Blätter entnommen und in flussigem Stickstoff

eingefroren.

2.1.2 Bakterienstämme (E. coli)

Fur Klonierungen wurden die Bakterienstamme DH5a, DHIOB (Gibco BRL, Basel,

Schweiz). XLl-Blue (Stratagene, Zurich. Schweiz) und Topi OF' (Invitrogen, Groningen,

Niederlande) verwendet.

Zur heterologen Expression \on Proteinen wurden BL21 (DE3) pLysS und BL21 codon

plus RIL (Stratagene) benutzt.

Die Anzucht der Bakterien erlolgte m EB-. 2YT-, SOC- oder NZY-Medium. welches mit

den entsprechenden Antibiotika \ ersetzt war (Sambrook et al. 1989).

2.1.3 Ilefestämme (S. cerevisiae)

Für die Durchführung des genetischen Sichtungsveifahrens in Hefe wurde der

Hefestamm Y.IOZ (freundlich zur Verfügung gestellt von Dr. Bruce Kohorn, Department

of Botany, Duke University. Durham, USA) verwendet.

Die Anzucht der Hefezellen erfolgte m Vollmedium (YPD) bzw. in Selektionsmedium

(SC) Yeast Nitrogen Base (Gibco BRL). versetzt mit einem Aminosäure-Mix unter

Ausschluss derjenigen Aminosäure, auf die zu selcktionieren war (Zusammensetzung des

"drop out" Genuschs der Aminosäuren nach persönliche! Mitteilung von Dr. Bruce

Kohorn).

2.2 Chemikalien, Oligonukleotide, Enzyme und molekulare Marker

2.2.1 Chemikalien

Sämtliche Chemikalien und Lösungsmittel wurden, wenn nicht ausdrücklich im Text
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erwähnt, von den Firmen Flttka, Sigma, Aldrich (Buchs, Schweiz) und ICN (Eschwege,

Deutschland) bezogen.

Die Medien für Bakterien- und Hefeanzucht stammten von Gibco BRL.

Radiochemikalien wie f- S|-Mcthionin und |a-~1~P]-dATP (800 Ci/mmol) wurden von

ICN (Eschwege. Deutschland) geliefert,

2.2.2 Synthetische Oligonukleotidc

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Microsynth (Balgach,

Schweiz) hergestellt.

2.2.3 Enzyme

Rcstriktionsendoniikleasen und DNA-modifizierende Enzyme (alkalische Phosphatase

(calf intestinal alkaline phosphatase)) stammten von MBl Fermentas (Gebrüder Mächler,

Schweiz) oder New England Biolabs (Bioconcept. Allschwü, Schweiz), DNA

Polymerasen von Stratagene und Promega (Wallisellen. Schweiz).

2.2.4 Molekulare Marker für DNA-/RNA- und Proteingele

Molekulare DNA- und RNA-Marker stammten von MBl Fermentas.

Der vorgefärbte molekulare Protein-Gewichtsmarker (prestained SDS/PAGE Standards,

Low Range) wurde von BioRad (Glattbrugg. Schweiz) bezogen.
er z v rc 'er

2.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.3.1 Standardtechniken

Für Standard-'Pechniken wie Restriktionsanalyse, elektrophoretische Auftrennung von
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Nukleinsäuren, Ligieren von DNA-Fragmenten u.a. wurden Protokolle aus Sambrook et

al. ( 1989) und Ausubel et al. ( 1994) angewandt.

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fi agmenten erfolgte nach Saikt et al. ( 1988) nach Vorschrift

der Hersteller der verwendeten Polymerasen m einem DNA Thermo Cycler (Perkin

Eimer, Rotkreuz, Schweiz) oder Robocycler Gradient (Stratagene).

2.3.3 Isolierung linearisierter DNA-Fragmente aus Agarose

Für die Isolierung linearisierter DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurde das Prep-A-

Gcne System der Firma BioRad entsprechend der Vorschrift des Herstellers eingesetzt.

2.3.4 Transformation chemisch kompetenter E. coli -Zellen

Die Einfuhrung zirkulärer Plastutd-DNA m chemisch kompetente Escherichia coli-

Zellen erfolgte nach der Methode von Inotie et al. ( 1990).

2.3.5 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Bereitung elektrokompetenter Zellen (PH 10B)

In einem Erlenme\erkolben wurden 100 ml LB-Medium mit 2 ml einer Ubernachtkultur

von DHIOB-Zellen beimpft. Der Kolben wurde bei 37 °C und 200 U/min
'
in einem

Schüttler (Lab-Shaker; Adolf Kuhner AG, Schweiz) inkubiert, bis die Zellen eine

optische Dichte bei 600 nm \on 0.3 - 0.5 aufwiesen. Die Kultur wurde in einen 200 ml

Zentrifngcnbecher überfuhrt und 15 Min. auf Eis gestellt. Alle nachfolgenden Schritte

wurden bei 4 °C durchgeführt. Die Zellen wurden fur 15 Min. bei 2500 x g sedimentiert

und der Überstand verworfen. Das Zellsediment wurde zweimal in je 100 ml und einmal



12 Material und Methoden

in 10ml kaltem H20 resuspendiert und die Zellen wiederholt abzentrifugiert. Das zuletzt

erhaltene Zellsediment wurde in 200 pl H20 resuspendiert und für jede Transformation

wurden 40 pl der Suspension eingesetzt.

Elektroporation

Die Elektroporation wurde mit dem GenePulser der Firma BioRad durchgeführt. Das

Gerat wurde folgendermassen eingestellt: Spannung (2.5 kV), Widerstand (200 Q),

Kapazität (25 uF).

Zur Elektroporation wurden Eleklroporationsküvetten mit 0,1 cm Plattenabstand benutzt

(BioRad). Küvctten und 1.5 ml Rcaktionsgefässe wurden auf Eis vorgekühlt. Ein

Milliliter DNA-haltige Lösung wurde in das Reaktionsgcfäss vorgelegt, anschliessend

40pl elektrokompctente Zellen zugegeben und mit der Pipette kurz gemischt. Die Zellen

wurden anschliessend in die Kuvette überfuhrt und dem elektrischen Feld ausgesetzt.

Direkt danach wurden die Zellen in 1ml SOC-Medium resuspendiert, in ein 12ml

Reaktionsgcfäss (Sarstedt: Sewelen. Schweiz) gegeben und 45 Min. bei 37 °C in einem

Schüttler inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen auf LB~Agarplatten mit dem

zur Selektion von Transformanten notwendigen Antibiotikum ausplattierf und für ca. 14

Sfcl. bei 37 °C inknbiert.

2.3.6 Transformation von S. cerevisiae

Das Einbringen zirkulärer Plasmid-DNA in fiele wurde mittels einer Lithitimacetat-

Polyethylenglykol-basierten Transformationsmethode durchgeführt (Ausubel et al.

1994).

2.3.7 Überführung von Plasmid-DNA aus 5. cerevisiae h\E. coli (plasmid-shiiffling)

Zur Charakterisierung der in Hefe erhaltenen cDNA-Klonc wurde das Plasmid zunächst

wieder in E. coli gebracht, um die Amplifikation und Reinigung der cDNA zu erleichtern.

Dazu wurden die Hefezellen und elektrokompetente DFIIOB-Zellen gemeinsam in eine
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Elektroporationskiivette gegeben und der DNA-Transfer erfolgte durch Elektroporation

(Marcil und Higgins 1992).

2.3.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach einer auf alkalischer Lyse basierenden

Methode. In kleinem Massstab (Mini) nach Birnboim und Doly (1979), in mittlerem

Massstab (Midi) mit Hilfe des Wizard® Plus Midiprep-Systems von Promega (Zürich,

Schweiz), und in grossem Massstab (Maxi) durch Cäsiumchlorid-

Dichtegradientenzcntrifugation wie in Sambrook et al. (1989) besehrieben.

2.3.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung doppclstrangiger DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode nach

Sanger et al. ( 1977) mittels des ABI PRISMJ " Dye Terminator Cycle Sequencing Kit von

Perkin Eimer nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die so synthetisierten

fluoreszenzmarkierten üligonukleotide wurden in einem 5 %igen (w/v) Polyacrylamid/

Harnstoff Gel in einem Applied Biosystems Model 373 DNA Sequenator (Perkin Eimer)

aufgetrennt und analysiert.

2.3.10 Extraktion von Gesamt-RNA aus Tomatengewebe

Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek wurde die Gesamt-RNA aus 10g frischen Gewebes

(Spross) mittels einer phenol bas teilen Extraktionsmethode isoliert (Sambrook et al.

1989).

Für die Analyse der gewebespezitischen Expression wurde die Gesamt-RNA aus

verschiedenen Geweben (Suspensionszellen, Kot\ ledonen. Blatter, Wurzeln und Blüten)

nach obiger Methode isoliert.
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2.3.11 Isolierung der poly(A)-RNA aus Gesamt-RNA

Zur Isolierung der poly(A)-RNA wurde das PolyAtract® mRNA Reinigungssystem von

Promega nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. Dieses System basiert auf der

Bindung von biotinylierten Oligo(dT)-Nukleotiden an die zu extrahierende mRNA. Das

Hybrid aus mRNA und biotmyhertem 01igo(dT)-Nukleotid wird an Streptavidin-

gekoppelte paramagnetischc Partikel gebunden und durch Verwendung eines Magneten

von der übrigen RNA abgetrennt.

2.3.12 Extraktion genomischer DNA aus Tomatenptlanzen

Gcnomischc DNA wurde aus Tomaten gew ehe von 2-12 Wochen alten Tomatenpflanzen

unter Verwendung des Nucléon Ultrapure Plant DNA Extraction Kit® der Firma

Amcrsham Pharmacia Biotech (Zurich. Schweiz) nach Anleitung des Herstellers isoliert.

2.3.13 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Radioaktiv matkicrte Sonden zur H>bndisierung von Northern bzw. Southern Blots

wurden mit dem Prime-lL 11 Random Primer Labeling Kit der Firma Stratagene gemäss

der Vorschrift des Herstellers hergestellt.

2.3.14 Northern Blot Analyse

Fünf Mikrogramm isolierter Gesamt-RNA wurden m einem Formaldehyd-Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran (Protran BA85,

Schleicher und Schnell. Riehen, Schweiz) überfuhrt und mit einer radioaktiv markierten

DNA-Sonde hybridisiert (Sambrook et al. 1989). Die Hybiidisicrungsbedingungen sowie

die Strmgenz der Waschschiitte zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonde

entsprachen denen in Schaller und Oecking ( 1999). Die Analyse der Blots erfolgte mittels

eines Phosphorlmagers und der Software ImageQuant (Molecular Dynamics. Sunnyvale,
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Ca, USA).

2.3.15 Southern Blot Analyse

Genomische DNA wurde aus Fomatenpflanzen isoliert wie unter 2.3.12 beschrieben. Je

fO pg DNA wurden mit den m Kapitel 3 m den entsprechenden Abbildungen

angegebenen Restnktionsendonukieasen verdaut, nach Standardprotokollcn in einem

Agarosegel clektrophorctisch aufgetrennt und auf eine Nitrozelltilosemembran überfuhrt

(Sambrook et al. 1989). Die DNA Blots wurden mit einer radioaktiv markierten cDNA-

Sonde (2.3.13) hybridisiert (2.3.14) und bei Temperaturen gewaschen, die ca. 10 °C

unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der DNA-FIybride lagen. Die Analyse der

Southern Blots erfolgte wie unter 2.3.14 beschrieben.

2.3.16 Amplification des 5-Endes unvollständiger cDNAs (RACE-PCR)

Zur Amplifikalion des 5"-Endes \on partiellen cDNA-Klonen wurde das SMART"'

RACE cDNA Amplification Kit der Firma Clontech (IPC Biotechnology GmbH,

Heidelberg, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zuerst wurden aus

Gesamt-RNA unter Einsatz eines Oligo (dT)-Primers durch Reverse Transkriptase

einzel strängige, komplementäre cDNAs synthetisiert. Ein Aliquot dieser Reaktion wurde

anschliessend verwendet, um die RACE (rapid amplification of cDNA ends)-Reaktion

auszuführen. Einzelheiten zur Vorgehensweise sind der Anwendungsvorschrift des

Herstellers zu entnehmen,

2.3.16.1 Amplification des 5'-Endes der X-Pro Aminopcptidase l cDNA (LeX-Pro-AP!)

Das fehlende 5'-Ende der LeX-Pro AP 1 -cDNA w urde mit dem SMART RACE cDNA

Amplification Kit der Firma Clontech. wie unter 2.3.16 beschrieben, amplifiziert.

Es wurde folgender genspezifischer Primer gewählt:

5 '-CCTTGCAAAAGCTCTGAAGAACCCTGTT-3
'
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2.3.16.2 Amplifikation des 5'-Endes der Lipase cDNA (LeGDSLl)

Das fehlende 5'-Ende der Lipase cDNA wurde mit dem SMART RACE cDNA

Amplification Kit der Firma Clontech. wie unter 2,3.16 beschrieben, amplifiziert.

Es wurde folgender genspezifischer Primer gewählt:

5'-GATTTTGTCAACAACTATTATCTTGTGCCCAATTC-3'

2.3.17 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Gesamtprotein wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Ein Teil der zu analysierenden

Lösung wurde mit 9 Teilen des Bradford Reagens ( Pierce/Socochim; Lausanne, Schweiz)

gemischt. Die Extinktion wurde bei 595 tint gegen den entsprechenden Lösungspuffer m it

Reagens (1:10) in einem 2-Strahl Spektrophotometer (Uvikon 933, Kontron, Zürich,

Schweiz) ermittelt. Als Proteinstandard diente Rinderserumalbumin.

2.3.18 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte durch SDS-PAGE in diskontinuierlichen

Gelsystemen nach Lämmli (1970) mit 10 %igen (w/v) Trenngelen in MiniProtcan II

Apparaturen von BioRad. Die Gele wurden zur Protei ndeteküon mit Coomassie Brilliant

Blue R250 angefärbt.

2.3.19 Western Blotting

Die Übertragung von Proteinen aus SDS-Gelen auf Nitrozellulose-Membranen (Protran

BA85, 0,45 mm Porenweite; Schleicher und Schnell. Riehen, Schweiz) oder PVDF-

Membranen (Immobilon P, 0.45 mm Porenweile; Millipore, Volketswil, Schweiz)

erfolgte nach Tow bin (1979). Hierzu wurden Mini Protean Western Blot-Module der

Firma BioRad verwendet.
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2.3.20 N-terminale Sequenzierung

Die zu untersuchenden Proben wurden über ein 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch

aufgetrennt und durch Western Blotting auf eine PVDF-Mcmbran überführt. Die auf der

Membran befindlichen Proteine wurden mit einer 1 %igen (w/v) Ponceau-S-Lösung in 2

% (v/v) Essigsäure angefärbt und das protein-tragende Membranstück wurde zur

Sequenzierung ausgeschnitten. Die Aminoterminale Sequenzierung durch Edman-Abbau

wurde von Dr. R. Brunisholz (Institut für Molekularbiologie und Biophysik der ETH

Zürich) durchgeführt.

2.3.21 Import der L. esculentum clp Protease in Erbsenchloroplasten

Die cDNA der clp Protease in pYES2 wurde mit Flilfe des TNT0' Coupled Reticulocyte

Lysate System (Promega) nach Vorschrift des Herstellers in vitro translatiert.

Translationsprodukte wurden durch Zugabe von | S]-Methionin zum Reaktionsansatz

radioaktiv markiert.

Die Isolierung intakter Chloroplasten aus Erbsenkeimlingcn (Pisum sativum) und die

Experimente zum Import des in vitro franslatierten Proteins erfolgten nach Schnell und

Blobel(J993).

2.4 cDNA-Bibliothek aus L. esculentum in pYES2

2.4.1 cDNA-Synthese und Klonierung

Die cDNA-Synthese aus Tomaten pol\(A)-RNA erfolgte mit dem cDNA Synthesis Kit

der Firma Stratagene nach den Angaben des Herstellers.

Für die Erststrangsynthese wurden 5 ug poly(A)-RNA und Oligo (l(T)-Primer. die eine

A7;oI-Schnittstelle enthielten, eingesetzt. Die Synthese des komplementären cDNA-

Stranges erfolgte durch eine reversen Transkriptase (Moloney murine leukemia virus

reverse transcriptase). Um die Qualität der Erststrangsynthese überprüfen zu können.
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wurde ein Aliquot des Reaktionsansatzes entnommen und mit 0,5 pl [et- PJ-dATP (800

Ci/mmol) versetzt (s. 2.4.2).

Durch RNAse H. die die RNA des RNA/DNA-Hybrids abbaut, sowie DNA-Polymerase

L die die entstehenden RNA-Fragmente als Primer nutzt, wurde der Zweitstrang der

cDNA synthetisiert. Auch hier wurden zur Kontrolle der Zweifstrangsynthese 2ul (a-

32P|-dATP (800 Ci/mmol) zugegeben (s. 2.4.2).

Die Termini der so synthetisierten cDNAs wurden mittels Pfu DNA Polymerase (3'-> 5'

Exonukleaseaktivitat) auf das Anfügen der Lmker-Adapter. die eine ZtcoRI-Schnittstelle

bilden, vorbereitet.

Nach dem Ligieren der /ircRLAdapter an die cDNA-Bibliothek wurden diese mit T4

Polynukleotid-Kinase am 5'-Ende phosphor}licit.

Abschliessend wurde die cDNA-Bibliothek mit Xhol restringiert und war nach

Grossenfraktionierting durch Gclfiltiation (s. 2.4.3) bereit fur die Ligation in einen

geeigneten Vektor. Die Ligation der cDNA-Bibliothek erfolgte m den Vektor pYES2

(lnivtrogcn), der das Ampieillmresistenzgen ß-Laktamasc zur Selektion in E. coli und das

URA3-Gen (Orotidin-5'-phosphat Decarboxylase) zur Selektion in Hefe aufwies. Die

Expression der cDNA stand unter Kontrolle des GAL1 Promotors, welcher durch

Galaktose incluzieibar ist.

2.4.2 Überprüfung der Erststrang- und Zweitstrangsynthese der cDNA-Bibliothek

Um die Grossenverleilung der cDNAs m der Erst- und Zweitstrangsynthesc zu

überprüfen, wurden Aliquots der gleichen spezifischen Aktivität in einem alkalischen

Agarosegel zusammen mit einem molekularen DNA-Marker aufgetrennt, die cDNA im

Gel durch Trichloressigsaure gefallt, das Gel im Geltrockner (BioRad) getrocknet, auf

Röntgenfilm (Kodak X-OMA f AR) exponiert und nach ca. 14 Std. analysiert (Sambrook

etat. 1989).
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2.4.3 Grössenfraktionieriing der cDNA-Bibliothek und Abtrennung der nicht

eingebauten deoxy-Nukleotide

Die Grössenfraktionieriing wurde nach Vorschrift \on Stratagene durch Gelfiltration mit

einer Sepharosesaule (CL-2B) durchgeführt. Von allen aufgefangenen Fraktionen wurde

ein Aliquot entnommen und die enthaltene Radioaktivität im Szintillationszähler

(Beckmann, Schweiz) ermittelt. Auf diese Weise wurden Fraktionen ermittelt, die cDNA

enthielten, welche anschliessend in einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt wurden

um die Grossenverteilung der cDNAs m den einzelnen Fraktionen zu untersuchen

(Sambrook et al. 1989; Austibcl et al. 1994).

2.5 GAL4/Systcmin-Fusionskonstrukte

2.5.1 Herstellung des G/lL-//Systemin-Fusionskonstrukts

In das GAL4-Gen (Latighon und Gesteland 1984) auf einem ße/wHIAfZ/WlILFragment

von S. cerevisiae DNA in pUC 119 wurde durch gezielte Mutagenese eine neue, singulare

ßo/II-Schnittstelle eingeführt (Smith und Kohorn 1991), m welche der Systemin-Linker

unter Beibehaltung des offenen Leserasters ligterf wurde (Abb. 3 und 4). Die beiden

komplementären Einzelstrange der Linkersequenz (Abb. 4), die ebenfalls am 3'- und 5'-

Bam HI ATG Sal 1 Mutation IhndllT

i i

\CG 1 TG GC \GATC1 \G\ ICC \CA

Flu I eu Vis Sei 1 In

Abb. 3: Schematische Darstellung des GAL^-Fragments in pUCJ 19

Die Lage des ollcnen Leseiastcis des G IL-/Gens mneihalb des BcunK LTYrnf/III-Fragments ist

hier angedeutet Lbenso die Position dci emgelugten Bç/lI-Schnittstcllc, sowie die Region dci

Mutation in den G \L4 Mutanten und die Lage dei Ä//1 -Schnittstelle zui Subkloniciung det

Linkeiscqucn7 in die GAL4 Mutanten
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Ende eine ßg/II-Schnittstelle aufwiesen, wurden durch die Firma Microsynth

synthetisiert. Nach Ligation des Systemin-Linkers in GAL4 und Überprüfen der Identität

des Konstrukts durch Sequenzierung wurde das Fusionskonstrukt mit den beiden

Restriktionsendonukleasen BamlU und Hindill aus pUCl 19 ausgeschnitten und über die

gleichen Schnittstellen in den Hefeexpressionsvektor pSB32 Moniert (Abb. 5). Bei pSB32

Belli

GATCTrGCTCTa'CAATCTAACCCAGGATCTAAGAGAGACGCACCAAAGATGGAAAG^GACAACAACAAGCTCGAGA

AACGACAAGTTAGATTCGGnOIASAPTGTGTCTGGGTGGrTrCTACST'lTGACTGTTGTrGTTCGÄGCTCTCTAC

D 1, A V Q S K T ? S a R ? ? P X M Q T D N W K L Ï

S\ stemm

Abb. 4: Darstellung des Systemin-Linkers zur Klonierung in GAL4

Die beiden komplementären Oligonukleotidc, die fur Systemin und flankierende Aminosäuren des

Prosysteminproteins codieren, wurden wie gezeigt in die neu eingefügte ßg/lI-Schnittstcllc von GAL4 in

pLÎCl 19 ligicrl.

handelt es sich um ein Hefe/Zi. co/Z-Plasmid vom YCp-Typ (yeast centromeric plasmid)

mit einer Centromersequenz (CEN. Abb. 5) und einem ARS-Elemcnt (autonomous

replication sequence), welche für cine stabile Replikation des Plasmids in Hefe bei einer

Kopienzahl von 1-2 pro Zelle (low copy plasmid) verantwortlich ist, aufgrund des

Replikationstirsprungs (ori) aber ebenso für die Replikation in E. coli geeignet ist.

Anschliessend wurde das GA/^/Systemin Fusionskonstrukt in pSB32 in den Hefestamm

YJOZ eingeführt (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Bruce Kohorn).

Abb. 5: Schematische Darstellung
von pSB32
Die Skizze von pSB32 zeigt die Lage
der BamH]- und H/w/ni-Schnittstcllc

sowie die wichtigsten Elemente des

Vektors, amp: Ampicilhnresistenz;
I.cu2: Leu2~fvtarker; CEN: Zcntromer;

on: RcpHkalionsurspnmg.

BamlU Himllll

pSB32fS.4kb>

ON
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2.5.2 Herstellung von GAL4/Systemin-Fusionskonstrukten mit reduzierter GAL4-

Aktivität

Fvu das genomische Sichtungsveitahien winden G4L4/Systcmm fusionskonstiukte

heigestellt, dcten GAL4-Aktrvitat dutch gezielte Mutationen icdtizicit woiden wai

(Smith und Kohorn 1991) Die dafui notwendigen Konstiukte wuiden von Di Biiice

Kohotn zm Vcifugung gestellt Abbildung 6 zeigt che Klonieiungsstiategic zm

Hcistellungdei entspicchenden 1 usionskonstiukle Duich Ligation des Systemin-Lmkeis

in G/AL4-pUC119 und nachfolgende! Umklonieiung in pSB32 entstand das GAL4I

Systemin-Fiisionskonstnikt, kothetend fui einen modifizierten GAL4-

Tiansknptionsfaktoi mit 10(L> CAL4 Aktivität Aus diesem Konstiukt wtude mit den

Restiiktionsenzymen Sali und Hmdlll das 3 -Ende dei GAZ//-Scquenz ausgeschnitten

WiUltvpGAU
in pUCII9
iOO r VktlMtU

S 1 1

l

S\^k mni Sail

100% \kUMlil

1

11» MI 1 (, XI 4

1
IKMl

__J^1 -fc ».

ill
r

Bon» m
G S/ 4 Sts I G U 4 3-

s i h un

11

Bim 111

G iL 4 si-.

Mutiutei GA1 4

m pS R V.

-tS"- VklivifU

Mulicitci G if 4

in pS B 3'

\W Aktnit*

B un Hl l

S 11

1
r, \14

s .11

1
G U -1

TT
? ii " n

Si

SI

1

1

zie G iL 4
Ihn 1111

i—^ ».
1 II n 1 111

I

IT

G \I4
Ihn I III

'

»am HI

Bern HI

s ill I

1 *

| G \L4\ Sis | r,U4\-

1 *

| G \L4 | s « | G 1/ 4 J

3
H II«] II«

It Ina HI

4S' Aklmtit

10% Aktmli«

Abb. 6: Klomeiungssti ategie /in Vnfei tigung dei 3 aeisihitdenen G iL4/S-\stemm

Fnsionskonsti uktc

Das Veil ihicn zui Hustellun» du GM 1 S\ stemm 1 usionskonstiuktc mit 3 untuschicdlichcn GAL4

Akin ilatcn ist hici duccstdll Dis 1 n ihc Sal\ HmJWl Fngnunl des G\\ 4/Svstemm t iisionskonstiukts

ohne Mutation m dci G \L4 Sequenz wuuk clinch da SaWlhndWl Fiagmcrttc du GAI4 Mutanten

ausgetauscht
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und gegen die Sall/HindUl-Vragmente aus den GzlL4-Mutanten reduzierter Aktivität

ausgetauscht. Auf diese Weise entstanden letztendlich 3 unterschiedliche GAL4/

Systemin-Transkriptionsfaktoren mit 3 unterschiedlichen GAL4-Aktivitäten: GAL4/

S100%, GAL4/S45% und GAL4'S10r/o.

2.5.3 "Filter-lift"-Experiment zur Überprüfung der GAL4-Aktivität der 3 GAL4/

Systemin Transkriptionsfaktoren

Vor der Durchführung des genetischen Sichtlingsverfahrens musstc geklärt werden, ob

die 3 GAL4/Systemin Transkriptionsfaktoren m der Lage sind, das Reportergen IacZ(ß-

Galaktosidase) im Hefestamm YJOZ zu induzieren. Hierzu wurden Transformanten der

3 Zelllinien YJOZ GALT S10%. GAL4/S45% und GALA/S 100% auf eine

Selektionsplatte (-Leu) uberfulnt und bei 30 °C fur ca. 3 Tage inkubiert. Anschliessend

wurden die Zellen durch ein "Lilter-lift"-Experiment (Ausubel et eil. 1994) auf eine

PVDF-Membran (Hybond N. 0.45 mm Porenweite; Amersham Pharmacia Biotech)

ubertragen. Die Zellen auf der Membran wurden durch dreimaliges Einfrieren der

Membranen bei -80 °C und Wiederauftauen l\siert und die Membranen danach in

Petrischalen mit Z-Puffer (60 mM Na2HP04.40 mM NaH2P04. pH7, 10 mM KCl, 1 mM

MgS04, 50 mM p-Mercaptoelhanol. 1 mg/ml X-ß Gal) gelegt und bei 30 °C inkubiert.

Die Blaufärbung der Zellen wurde über ei neu Zeitraum v on 2 Std. bis 10 Std. verfolgt und

analysiert.

2.6 Genetisches SichtungsveiTahren in S. cerevisiae

2.6.1 Durchführung des genetischen Sichtungsverfahrens

Das Verfahren ist schematisch m Abbildung 7 dargestellt. Der Hefestamm YJOZ wurde

mit den drei GAL//S\slemm Mutanten transformiert, was drei verschiedene Zelllinien

ergab: YJOZ-GALLS 100%, Y.lOZ-GAL4/S45% und YJOZ-GAL4/S10%. Jede dieser

Zelllinien wurde mit der unter 2.4 beschriebenen cDNA-Bibliothek transformiert (2.3.6)
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und auf SC-Agar (-Leu; -Ura; Glukose) plattiert.. Die erhaltenen Transformanten einer

Zelllinie winden mit einem sterilen Objektträger von den Transformationsplatten

abgeschabt und in einigen Vbllilitet Mmimalmedium icsuspendieit. Anschliessend

G W-//S\ stemm rusiomkmisti ukt Klontet en inpsB ^2

GAL4-mi G \U - 1 V

li-imloimiun1<U'.<,oMriel'U<>ntinHelnt.ui]mi'.,i TO/

Uispl.ittieun auf Sckkfionsplatten ohm 1 euem

genoniisches Sichtimgsvei fahren

auf Sui/idsubstrat 2-Deo\\galaktose /

kein W.uhsdun aul Sumdhnbsti at

iriiU s\sUmm

GaI4~posifnt Ikk/ellen

Wachstum aul Sw/idsubsli al

p\es2

cl

Lwmstoimrtioii mit cl1\ V-Bihhothek

Spaltung des Svstcmm-

Ï mkti s dm ch eine eDN \-

ahgdeifete Piolease

-o
"\ ciluit (loi GA1 4 Funktion

Abb. 7: Schematische Darstellung des genetischen Sichtung crlahrens

Das Piiti/ip des genetischen SiehtunssM. il alliens ist hici daiecstellt Das GAW/Systcmin-
Fusionskonstmkt welches Im einen modili7icilcnTiaiiskiiptioiislaktoi kodieit.in dem die DNA-bindende

Domäne (GAI4 DB) mit dei tianskiiptions iktmci enden Domäne (G \L4 1A) duich einen 1 inkei

(Svstemin) \ cibumkn ist und in i IOZ eingduh.it Die daiaus astiltieicnde GW4 positiveZellhnic wnd

mit du cDNA Hibhothek tiansloinueit \nsdili essend winden aul Seiektionsplallen mit dem

Suizidsubstiat 2 Deow salakto^e klone isolieit die die G \L4 \k(i\ ital aulguind cinci cüN'X abgeleiteten
Piolease odei eines des iDN \ abceleitUen intensiuendcn Piotems ^cllolcn haben
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wurden Aliquots dieser Suspension auf Selcktionsplatten (SC -Ura; -Leu; Glyzerin (3%;

v/v) und 2% Milchsäure (v/v) als alternative Kohlenstoffquelle) ausplattiert, die das

Suizidsubstrat 2-Deoxygalaktose (Fluka. Buchs. Schweiz) enthielten. Dieses

Suizidsubstrat wird durch die galaktosemetabolisierenden Enzyme der Hefe in das

toxische Zwischenprodukt 2-Deo\ygalaktose-J-phosphat überführt (Platt 1984). was

zum Absterben derjenigen Hefezellen fuhrt, in welchen der GAL4/Systemin-

Transkriptionsfaktor die galaktosemetabolisierenden Enzyme zu induzieren in der Lage

ist. Diejenigen Zellen, die trotz des Suizidsubstrats auf diesen Platten wachsen, besitzen

keinen funktionellen GAL4/Systemin Transkriptionsfaktor mehr (oder tragen eine

Mutation in den galaktosemetabolisierenden Enzymen) und wurden als potentielle

"Positivklone" gerastert auf eine neue Selektionsplatte überfuhrt (Masterplatte).

Um solche Klone, in denen der Yetlust der GAL4 Aktivität auf der Gegenwart der

pflanzlichen cDNA beruht, von |cnen zu unterscheiden, die eine Mutation in der GAL4I

Systcmin-Sequenz enthielten, wurde em weiteres Selektionsverfahren durchgeführt.

Hierzu wurde die Masterplatte auf eine Selektionsplatte rephka-plattiert, die Uracil und

5-Fluor-Orotsäure (Apollo Scientific. England) enthielt. Das URA3-Gen auf dem cDNA-

enthaltenden Plasmid pYE,S2 kodiert für Orotidin-5'-phosphat Decarboxylase, welche

das Suizidsubstrat 5-Fltior-Orotsaure zu dem toxischen Zwischenprodukt 5-Fluor-Uracil

umsetzt (Guüuie und Fmk. 1991; Kohorn et al. 1992). Durch den fehlenden

Selektionsdruck auf das cDNA-enthaltende Plasmid pYES2 mit dem URA3-Marker

selektionierte man somit Zellen, die »mi-defizient sind und das Plasmid pYES2 nicht

mehr enthielten. Die auf dieser Replikaplattc wachsenden Zellen wurden nun nochmals

auf Selektionsplatlen mit 2-Dcoxygalaktose als Suizidsubstrat rcplika-plattiert. Bei

denjenigen Kolonien, die nun auf dieser Platte wuchsen, handelte es sich um Mutanten,

die die Fähigkeit zur Galaktoseverwertimg unabhängig von der Expression der cDNA in

pYES veilorcn hatten (Mutation im GAWSvstemin-Konstrukt oder in

galaktosemetabolisierenden Enzymen selbst). Diese Klone wurden somit nicht weiter

untersucht.

2.6.2 Analyse der erhaltenen Positivklone durch DNA-Sequenzierung

Die zu untersuchenden cüNAs wuiden zunächst wie unter 2.3.7 beschrieben in E. coli
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überführt, amplifiziert und einer Restriktionsanalyse unterzogen, um eine

Grössenabschätzung der enthaltenen cDNA durchzuführen. cDNAs, die mehr als 500

Basenpaare umfassten. wurden vom 3'- und 5'-Ende ansequenziert. Zur vorläufigen

Identifizierung der cDNAs wurden die erhaltenen Sequenzen mit Datenbanken (nicht

redundante Datenbanken GenBank. Swissprot. PDB, PIR und PRE) verglichen

(Programm WU-BlastX).

2.7 Expression, Reinigung und biochemische Charakterisierung einer

12-Oxo-Phytodiensäure Reduktase (LeOPRl) aus L, esculentum

2.7.1 Klonierung des offenen Leserasters von LeOPRl in pGexG

Zur Expression von LeOPRl in E. coli als N-terminales GST-Fusionsprotein wurde das

offene Leseraster von LeOPRl in den GST-Fusionsvektor pGexG (Görlach und Schmid

1996) Moniert. Der Vektor erlaubt die Expression des GST-Fusionsproteins unter

Kontrolle des IPTG-induzierbaren /Y?c-Promotors. Die N-terminale GST-Domäne kann

durch Behandlung mit der Protease Faktor Xa abgetrennt werden.

Das offene Leseraster von LeOPR 1 wurde durch PCR mit folgenden Primern amplifiziert:

5'-P-ATGGAAAATAAAGTCGTTGA-3' (GEX G5)

5'-ACGGTACCTCATGTCATGGTTTCTAGAA-3
'

(GEX G3)

Als DNA-Polymerase wurde Pmy>~DNA Polymerase (Roche Diagnostics, Rotkreuz,

Schweiz) verwendet, die eine 3 '-> 5 '-Exonuklease-Aktivität besitzt, wodurch der Einbau

nicht komplementärer Nukleotide drastisch reduziert wurde (Korrekturlesen). Das PCR-

Produkt wurde durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Kpnl zur Ligation in pGexG

vorbereitet, über die Schnittstellen Siul (5'-Ende; stumpfes Ende) und Kpnl (3'-Ende;

kohäsives Ende) in den Vektor eingeführt und in DH5a-Zellen transformiert.

Abschliessend wurde die Identität des GST'LeOPR Lbusionskonstrukts durch DNA-

Sequenzierung verifiziert.
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2.7.2 Expression von GST/LeOPRl in E. coli (500 ml Kultur)

Zur Expression des GST-Fusionsproteins wurde das Fusionskonstrukt (GST/LeOPRl) in

den E. co/f-Expressionsstamm BL21 (DE3) pLysS (Stratagene) eingeführt. 500ml 2-YT

Medium in einem 2 Liter Erlenmeyerkolben wurden mit 4 ml einer Vorktiltur von GST/

LeOPRl angeimpft und bei 37 °C unter Seleklionsdruck (Ampicillin, 100mg/l) auf einem

Orbital-Schüttler (200 U/miif1; Adolf Kühner AG) inkubiert. Bei Erreichen einer

optischen Dichte bei 600 um von ungefähr 1.0 erfolgte die Induktion der

Proteinexpression mit IPTG (ImM). Die Expression des Eusionsprotems erfolgte

während 4 Std. bei 30 °C. Anschliessend wurden die Zellen für 15 Min. bei 2500 x g (4

°C) abzentrifugiert und das Zellscdiment bis zur Aufarbeitung bei -80 °C eingefroren.

2.7.3 Expression von GST/LeOPRl (121 Fermenter)

Zur Gewinnung grosser Profei innen gen (10-20 mg) wurden die Expressionszellen (s.

2.7.2) in einem 12 l-"airlift" Fermenter angezogen (Laborfermenter Typ L 1523.

Bioengineering. Wald, Zürich. Schweiz). 12 Liter 2-YT Medium mit der entsprechenden

Menge Ampicillin (100 mg/1) wurden mit ca. 200 ml einer Vorkultur inokuliert. Bis zu

einer optischen Dichte bei 600 nm von annäherungsweise 1.0 wurden die Zellen bei 37

°C angezogen. Anschliessend wurde IPTG zu einer Endkonzentration von ImM

zugegeben. Nach 5 Std. bei 30 °C wurden die Zellen mit Flilfe einer Durchflusszentrifuge

(Fleraeus,Zürich, Schweiz) sedimentiert und bis zur Aufreinigimg von GST/LeOPRl bei

-80 °C eingefroren.

2.7.4 Reinigung von rekombinanter LeOPRl aus E. coli

Zehn Gramm E. colLZcllcn wurden in 20 ml Puffer A (50 mM Tris-HCl, pH 8,0,10 mM

NaCl, 1 mM EDTA) mit 0.1 mg ml DNasel, l mg/ml Lysozym und 1 mM PMSF

resuspendiert. Nach 20 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen durch

Ultraschall aufgeschlossen (Sonicator W-380; ESE Secfroid, Adens, Schweiz) und die

Zelltrümmer durch Zcntrifugation (20 Min. 25000 \ g bei 4 °C) abgetrennt. Der



27 Material und Methoden

Überstand wurde einer Affinitätschromatographie an Glutathion-Sepharose 4B

(Amersham Pharmacia Biotech; Säulenvolumen 6 ml), äquilibriert mit Puffer A,

unterzogen. Nach Auftragen der Probe wurde mit 10 Säulenvolumen Puffer A und danach

mit 10 Säulenvolumen Puffer B (50 mM Tris-HCl. pH 8.0) gewaschen. Das GST/

LeOPRI-Fusionsprotein w urde mit 5 mM reduziertem Glutathton in Puffer B cluiert.

Zur Entfernung der GST-Domane w urde Faktor Xa (Factor Xa cleavage and removal kit:

Roche Diagnostics. Rotkreuz. Schw eiz) in einem Gewichtsverhältnis von 1:150 mit GST/

LeOPR 1 für 48 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Spaltung erfolgte an der in pGexG

determinierten Stelle, N-terminal des Start-Methionins von LeOPRl. Das Fortschreiten

der GST-Abspaltung wurde mittels SDS-PAGE überprüft. Die freigesetzte LeOPRl

wurde nochmals über eine Glutathion-Sepharose 4B-Affinitätssäule gereinigt, wodurch

die abgespaltene GST-Domänc entfernt wurde.

Im letzten Reinigungsschritt wurde eine Anionenaustauschchromatographie unter

Verwendung einer MonoQ-Säule ( 1 ml Bettvolumen, äquilibriert in 20 mM Tris/HCEpH

8.0) und des Protein-Reinigungsystems Akta Explorer Chromatography System

(Amersham Pharmacia Biotech) eingesetzt, wobei ein linearer NaCl-Gradienl (0 - 1 M in

90 ml) in 20 mM Tris-HCl. pH 8.0 die besten Ergebnisse lieferte. Die Fraktionen (1 ml)

des Eluats wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

2.7.5 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten von LeOPRl

Der molare Extinktionskoeffizient des an die LeOPRl gebundenen Kofaklors FMN

wurde spektrophotometrisch (LH ikon 933 Spectrophotometer; Kontron Instruments AG)

durch Vergleich der Absorptionsmaxima bei 445 nm von GST/LeOPRl und dem durch

Denaturierung mit 2% SDS aus Fusionsprotein freigesetzten FMN-Kofaktor (6445=

12500 M~' cm"1) bestimmt.

Alle weiteren angegebenen Konzentrationen \on LeOPRl, GST/LeOPRl, der LeOPRl -

Mutante als auch von LeOPR3 wurden spektrophotometrisch über den molaren

Extinktionskoeffizienten (c_|_|?) bestimmt.
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2.7.6 "Steady-state" Kinetiken

Allen getesteten Substraten war eine Doppelbindung in a,ß~Position zu einer

Carbonylgruppe gemein. Der Verlauf der Reaktion wurde durch Messung der Oxidation

des Co-Substrats NADPH bei 340 um spektrophotometrisch verfolgt. In Abhängigkeit

der bei einem gegebenen Substrat beobachteten Reaktionsgeschwindigkeit wurde eine

Proteinkonzentration zwischen 0,725 und 72.5 nM eingesetzt. Die "steady-state"

Konstanten wurden bei 25 °C in 1 ml Reaktionsansatzcn (100 mM KPP, pH 7,0, mit 0,1

% Triton X-l 00,200 pM NADPH, 20 mM Glukose. 10 U Glukoseoxidase) ermittelt. Die

Reaktion wurde durch Zugabe des zu analysierenden Substrats gestartet. Um die

Übertragung der Elektronen \on NADPH auf den fur LeOPRl alternativen

Elektronenakzeptor 02 zu imtetbinden, land die Reaktion in Gegenwart eines Sauerstoff-

konsumierenden Systems statt. Hierbei handelte es sich um die Reaktion von

Glukoseoxidase. die m Gegenwart von molekularem Sauerstoff Glukose unter Bildung

von FI9O2 zu Glukonat oxidiert.

Die Substrate wurden, wenn möglich, im Reaktionspuffer gelost. Aufgrund der

begrenzten Loslichkeit in wassugen Losungen wurden einige Substrate in einer

ethanolischen Stocklosung dem Reaktionsansatz zugesetzt. In diesen Fallen wurde darauf

geachtet, class die Ethanolkonzentiation im Reaktionsansatz bei allen getesteten

Substratkonzentrationen konstant blieb (2% (v/v)). Fur die Analyse der erhaltenen Daten

wurde das Programm SigmaPlot von Jandel Scientific herangezogen.

2.7.7 Titration von LeOPRl mit phenolischen Liganden

Die Titrationen \on LeOPRl winden sowohl tur GS f/LeOPRl als auch für LeOPRl (je

6 nM in 100 mM KPP. pH 7.0) mit steigenden Konzentrationen unterschiedlich

substituierter, phenolischen Liganden bis zur Sättigung durchgeführt. Nach Zugabe des

Liganden wurde ein Absorptionsspektrum (Uvikon 933 Doppelstrahl Spektrophotometer,

Kontron Instalments) von 300 - 850 11m aufgenommen. Die Zunahme des neu

entstehenden Absorptionsma\imums, hervorgerufen durch eine Komplexbildung

zwischen proteingebundenem Flaun und dem Liganden, wurde mit der in Lösung

befindlichen Ligandenkonzenlration m Relation gesetzt und hieraus der KD-Wert für den
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Liganden ermittelt. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm SigmaPlot.

2.7.8 Photoreduktion von GST/LeOPRl

Die Reduktion des proteingebunclenen FMN-Kofaktors durch Licht wurde unter

anaeroben Bedingungen in Argon-gesättigtem Phosphafpuffer (100 mM KPP, pH 7,0)

durchgeführt. Als Elektronendonor wurde 5 mM EDTA eingesetzt. Von der in einer

Quartzküvctte vorliegenden Proteinlösung mit oxidiertem Kofaktor (ca. 20 nM) wurde

ein Absorptionsspektrum des oxidierten Flavins aufgenommen. Anschliessend wurde die

Proteinlösting mit einem Diaprojektor (750 mmol m"~ s" ) für eine definierte Zeitspanne

belichtet und erneut ein Absorptionsspektrum aufgenommen. Die Belichtung wurde so

lange durchgeführt, bis keine spektrale Änderung mehr festzustellen war. Zur Analyse der

Daten diente das Programm SigmaPlot.

2.7.9 "Stopped Flow" Experimente zur Bestimmung der Reduktions- und

Oxidationsraten des FMN-Kofaktors

Um die Reaktionsgeschwindigkeit der Reduktion des FMN-Kofaktors von LeOPRl

durch NADPH bzw. der Rcoxiclation des Flavins durch die artifizieilen Substrate N-

Ethylmaleimid und /7-<7/;v-Dodec-2-enal (Acros Organics, Brunschwig AG, Basel,

Schweiz) zu ermitteln, wurden beide Halbreaktionen in einer "Stopped Flow"

Messvorrichtung (Eigenbau der Fakultät für Biologie der Universität Konstanz,

Deutschland) analysiert (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. S. Ghisla,

Universität Konstanz. Deutschland).

Um die Geschwindigkeit der Reduktion des Fla\ ins zu untersuchen, wurden verschiedene

Konzentrationen NADPH unter anaeroben Bedingungen mit Hilfe einer pneumatischen

Steuerung mit GST/LeOPRlox gemischt und die Geschwindigkeit der Reduktion des

Kofaktors spektroskopisch bei 340 um verfolgt.

Bei der Analyse der Reoxidationsrate von mit NADPH reduzierter GST/LeOPR 1 wurden

unter anaeroben Bedingungen verschiedene Konzentrationen Y-Ethylmaleimid bzw.

/7Y///.v-Dodec-2-enal mit GST/LeOPRl
d als Elektronenakzeptor beigemischt und die
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Reoxidation des Flavins spektrophotometrisch überwacht. Die erhaltenen Daten wurden

mit den Programmen Programm A (Universität Konstanz) und SigmaPlot (Jandel

Scientific) analysiert.

2.7.10 Ermittlung der Stereospezifitat von GST/LeOPRl

Die Experimente zur Bestimmung der Stereospezifitat von GST/LeOPRl wurden von Dr.

Florian Schaller (Ruhr-Universitat Bochum. Deutschland) durchgeführt. 750 ng GST/

LeOPRl in 1 ml Reaktionspufter (50 mM KPP. pfl 7,5) mit 1 mM NADPH wurden für

30 Min. bei 25 °C mit 0.1 mM racemischen Substrat (c/.v±-OPDA) inkubiert und

anschliessend analysiert. Die e/v-Enantiomere des Substrats 12-Oxo-Phylodiensäure (eis

(+)-; cZ.v(-)-OPDA) und des Produkts 3-0\o-2(2'|Z]-pentenyl)-Cyclopentan-l-

Oktansäurc (cis(+Y; c7s(-)-OPC-8:0) wurden mit Hilfe von Chiraler Kapillar-

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (mit ß-Cyclodcxtrhi als stationäre Phase)

aufgetrennt und bestimmt (Schaller et al. 1998).

2.8 Vorarbeiten zur Strukturaufklärung von LeOPRl

2.8.1 Gezielte Mutagcnesc der LeOPRl

Zur Einführung gezielter Mutationen in die LeOPR 1 -Sequenz wurde das QuickChange

Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene nach Angaben des Herstellers

angewandt. Zum Austausch \on Arginin 142 in LeOPRl gegen ein Methionin wurde das

entsprechende Codon CGT (R) gegen ATG (M) ausgetauscht. Das verwendete System

von Stratagene basiert auf der S\ nthese zweier komplementärer Oligonukleotidc welche

die Mutation beinhalten.

Sense Oligonukleotid:

5'-GAGGACTAACACCTCAAATTATGTCCAArGGCATAGATATTGCAC-3';

Antisense Oligonuklcotid:

5 '-GTGCAA1ATCTATGCCATTGGACATAATTTGAGGTGTTAGTCCTC-3 '.
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In einer PCR-Rcaktion mit diesen beiden Oligonukleotiden als Primer und dem Plasmid

(pGexG) mit der Wildtyp cDNA von LeOPRl als Matrize wurde mit der Pfii DNA

Polymerase das gesamte Plasmid amplifiziert und die Mutation eingefügt. Anschliessend

wurde das PCR-Produkt mit der Restriktionsendonuklease Dpnl behandelt, welche

spezifisch Am-methylierte DNA erkennt und hierdurch nur die eingesetzte Wildtyp-

DNA schneidet. Mit einem Aliquot des Reaktionsansatzes wurden ultrakompetente E.

coli XLI-Blue-Zellen transformiert und die Plasmid-DNA aus einzelnen Transformanten

wurde mit Hilfe von DNA-Sequenzierung überprüft.

2.8.2 Expression und Reinigung rekombinanter LeOPRl R142M aus E. coli

Ein nach Kapitel 2.8.1 erhaltenes Plasmid mit der R142M Mutation wurde in den

Expressionsstamm BL21 (DE3) pLysS (Stratagene) eingeführt. LeOPRl R142M wurde

wie unter 2.7.2 und 2.7.3 exprimierl und gereinigt.

2.8.3 Aufklärung der Struktur von LeOPRl

Die Aufklärung der 3-dimensionalen Struktur von LeOPR 1 R142M wurde von Constanze

Brcithaupt unter Anleitung von Dr. Tim Clausen am Max-Planck Institut für Biochemie

in Martinsried durchgeführt.

2.9 Identifizierung, Klonierung und Expression von Isoenzymen der

LeOPR 1 in L. esculentum

2.9.1 Analyse von EST-Klonen aus L. esculentum

In einem Datenbankvergleich mit LeOPRl als Matrize wurde versucht, Tomaten ESTs

(expressed sequence tags) zu identifizieren, die Sequenzahnlichkeit mit LeOPRl

aufwiesen. Die EST-Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms SeqMan (Lasergene
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Programm-Paket, DNAStar, USA) nach überlappenden Sequenzen untersucht. Die

erhaltenen Sequenzen wurden in die entsprechenden Aminosäursequenzen übersetzt und

mit Hilfe des Programms ClustalW (MegAlign. Lasergene Programmpaket) mit der

Aminosaurcscquenz von LeOPRl verglichen.

2.9.2 Amplification der kompletten cDNA-Sequenz von LeOPR2 und LeOPR3

Anhand der EST-Sequenzen. die partiellen cDNAs von LeOPR2 und LeOPR3

entsprechen, wurden Primer entworfen, um die entsprechenden cDNAs vom Stop-Codon

bis zum 5'~Ende mittels RACE-PCR (s. 2.3.16) zu amphfizieren.

Genspezifischer Primer fur LeOPR2:

5'-ATATACATGTGAATAAT17\GGAAGCAACTT 37

genspezifischer Primer fur LeOPR.L

5'-AACTGTTCTTCTCACAGACGCGATAACGG-3').

Für die Amplication der cDNA w urde das SMART,M RACE cDNA Amplification Kit

(Clontech, ITC Biotechnolog) GmbH. Heidelberg. Deutschland), wie unter 2.3.16

beschrieben, angewendet. Die eihaltenen PCR-Fragmcnte wurden mit Hilfe des TOPO

TA Cloning Systems (Invitrogcn) nach Vorgaben des Herstellers in den Vektor pCR®2.1-

TOPO subkloniert und das atuphfizierte cDNA-Fragment sequenziert.

2.9.3 Klonierung der LeOPR3-cl)NA in pGexG

Das offene Lescraster \on LeOPR3 wurde fur die Expression als GST-Eusionsprotein

über die Restnktionsschnittstellen Stiil/Kpnl in das GST-Fusionsplasmid pGexG

(Görlach und Schnud 1996) kloniert. Hierzu wurden folgende Primer entworfen:

5'-Primer (stumpfes Ende fur Ligation m S/vd-Schnittstelle):

5'-P-ATGGCGTCT FCAGCFC \AGA-3':

3"-Primer (enthalt L>/d-SchnittsteIle):

5'-GCCGGTACCTCACAG VCGCGATAACGGTC- 3 '.

Das offene Leseraster wurde mit Hilfe der P/u turbo DNA Polymerase (Stratagene)

amplifiziert, das PCR-Produkt mit dem Restriktionsenzym Kpnl behandelt und
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abschliessend in den entsprechend vorbereiteten Vektor pGexG ligiert. Nach

Transformation von DH5a-Zellen mit dem Ligationsansatz wurde die cDNA einiger

Transformanten durch DNA-Sequenzierung überprüft.

2.9.4 Expression von GST/LeOPR3 in E. coli BL21 codon plus (RIL)-Zellen

Der Expressionsstamm BL21 Codon plus (RIL) von Stratagene wurde mit der LeOPR3~

cDNA in pGexG transformiert. Dieser E. co/z-Expressionsstamm enthalt ein Plasmid das

die Gene fur fRNAs tragt, die die Translation seltener Codons fur Arginin. Isoleucin und

Leucin erleichtert. Die Expression von GST/LeOPR3 wurde in Gegenwart von

Ampicillin (100 mg/1) und Chloramphenicol (40 mg/1) wde unter 2.7.2 durchgeführt.

2.9.5 Reinigung rekombinanter GST/LeOPR3 aus E. co/LRohextrakten

Die Reinigung von LeOPR3 aus bakteriellen Roh-Extrakten erfolgte wie unter 2.7.4

beschrieben.

2.9.6 Ermittlung der Stereospezifitat von GST/LeOPR3

Die Bestimmung der Stereospezifitat von GS17LeOPR3 wurde von Dr. Florian Schaller

(Ruhr-Universitat Bochum. Deutschland) durchgeführt. Ein Milliliter Reaktionspuffer

(50 mM KPP. pH 7.5) enthielt 500 ng GS F LeOPR.L I mM NADPH und je 0,1 mM

optisch reine cn(+Y oder r/s-(-)-OPDA. Der Reaklionsveilauf bei 25 °C wurde

spektrophotometrisch bei 340 um verfolgt. Zur Aufbereitung der Daten wurde das

Programm SigmaPlot \erwendet.
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3. Ergebnisse

In den frühen 90iger Jahren w urde das Oktadekapeptid Systemin als ein Primärsignal der

Verwundungsreaktion in L. esculentum identifiziert (Pearce et al. 1991). Die Isolierung

seiner cDNA 1992 (McGurl et al. 1992) zeigte, dass es als ein grösserer Proteinvorläufer

exprimiert wird. Folglich muss S \ stem in proteolytisch aus dem Vorläufer freigesetzt

werden. Die Proteasen, die an der Freisetzung als auch der Inaktivierung von Systemin

beteiligt sind, wurden bis heute nicht identifiziert. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,

mit Hilfe eines genetischen Sichtungsveifahrens in S. cerevisiae solche Proteasen zu

identifizieren, die an der Prozessierung von Systemin oder Prosystemin beteiligt sind. Das

eingesetzte Sichtungsverfahren hat weiterhin die Möglichkeit zur Identifizierung von

Proteinen, die mit dem Wundhormon interagicren. Die folgenden Ergebnisse

dokumentieren die Synthese der Tomaten cDNA-Expressionsbibliothek, sowie die

Etablierung und Durchführung des Sichtungsverfahrens. Einige der isolierten cDNAs

wurden auf molekularer und-'oder biochemischer Ebene weiter charakterisiert und die

daraus resultierenden Ergebnisse sind anschliessend dargestellt.

3.1 cDNA Expressionsbibliothek aus L. esculentum

Es wurde eine cDNA Expressionsbibliothek im E. coli /S. cerevisiae shuttle-Vector

pYES2 erstellt. Als Ausgangsmaterial wurde mRNA aus dem Sprossmaterial von L.

esculentum Mill. cv. Castlemart II isoliert. Die Qualität der zur Synthese der cDNA-

Bibliothek verwendeten RNA wurde auf Degradation durch RNAsen überprüft. Die

Auftrennung der RNA in einem Formaldehyd-Gel und anschliessende Anfärbung mit

Ethidiumbromid liess keinen Abbau der RNA durch RNAsen erkennen und die

Präparation wurde zur cDNA-Sxnthcse eingesetzt. Die Synthese der cDNA-Bibliothck

wurde mit Hilfe des cDNA S\nthesis Kits der Firma Stratagene durchgeführt und auf

diese Weise wurden die cDNAs am 5"- und 3'-Ende mit einer EcoRl- bzw. X//0I-

Schnittstelle versehen. Der Erfolg der Erst- und Zweitstrang cDNA-Synthese wurde

gelelektrophoretiscu überprüft (s. 3.1.1). Die cDNAs wurden anschliessend einer

Grössenfraktionieriing unterzogen (s. 3.1.2). dann in den Vektor pYES2 ligiert und in E.
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ro/z-DH10B-ZeIlen eingefühlt (s. 3 1.3).

3.1.1 Grössenvcrtcilung der synthetisierten cDNA

Ahquots des ladioaktiv maikiciten Eist- bzw Zweitsti anges dei cDNA wuiden

elektiophoietisth aufgefiennt und che Gtossemeiteilung anhand des Vcigleichs mit

einem molekulaien DNA-Maiket eimittelt (Abb 8) Die Grosse des synthetisierten

Zweitsti anges dei cDNA Bibliothek lag zwischen 0.5 und 4.5 kb, mit gtosstci Häufigkeit

bei un gefahl 1.5 kb

Abb. 8: Li st- und Zweitsti ang cDNA-Svnthesc

\liquots tlet i idioaktn nnikicilcn Rcaktionsansatze des Fi st

h7\\ Zweitstianees dei cDN \-S\nthesc wuiden in einem 1 4

rrigcn alkalischen \caioscgel auf ectiennt und mittels

\utoiadiociaphii anahMcit Du Giosscnabschat/ung citoigte
milHillc des tnolekulaiui DN \ Xhikcis

3.1.2 Grössenfraktionieriing der cDNA-Bibliothek

Um eine cpialitativ hochwertige cDNA Bibliothek mit emei Insettgiossc von giossei als

1 kb zu eihalten. w uide nach dei LroRI-Adapteiligatioii eine Giossenfiaktionieiting ubei

eine Sephaiosesaule (CI -2B) duichgefuhit Die Giossenveiteilung dei cDNAs in den
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aufgefangenen Fraktionen wurde gelelektrophoretisch untersucht (Abb. 9). Alle

Fraktionen, in denen die Mehrzahl der cDNAs eine Grösse von weniger als 1 kb aufwies

(7 - 12), wurden verworfen. In den Fraktionen 4 - 6 hegt der Schwerpunkt der cDNA-

Lange bei grösser 1 kb. Diese Fraktionen wurden vereinigt und in den Vektor pYES2

ligiert.

Abb. 9: Gvösscnvertcilung
der synthetisierten cDNA-

Bibliothek

Die Grosscnvcrtcihmg der

ladioaktiv markierten

cDNA-Bibhothck in

aul gefangenen Fraktionen

nach Gclfiltialion mittels

cinci Sephaiose CL-2B-

Saule und Auftiennung der

eDNAs in einem

5 %igen Polyacrylaraidgcl
ist hici gezeigt. Die

Giosscnveiteilung wurde

mittels Autoiadiograplue
sichlbai gemacht.

3.1.3 Analyse der cDNA-Bibliothek in E. coli

Die Transformation der cDNA-Bibliothek in elektrokompetente DHIOB-Zellen ergab

3,5 * 10 unabhängige Transformanten. Von 36 zufällig gewählten Transformanten

enthielten 32 ein cDNA Insert (90r/J) mit einer durchschnittlichen Lange von ca. 1,4 kb.

Aus den vereinigten Transformanten w urden 10.4 mg Plasmid-DNA der Tomaten cDNA-

Expressonsbibhothek gereinigt.
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3.2GAL4/Systeniin-Fusionskonstrukte

Das gewählte Sichtungsverfahren wurde von Dr. B. Kohorn entwickelt und wurde hier

zur Identifizierung von Proteasen
.
die zur Spaltung von Systemin in der Lage sind,

adaptiert. Das Sichtungsverfahren basiert auf einem Flefe Reporterstamm, in dem das

Reportergen lacZ (ß-Galaktosidase) unter Kontrolle eines GAL4-Derivates steht. Der

Transkriptionsfaktor wurde dahingehend modifiziert, class die DNA-bindende und

Transkriptions-aküvierende Domäne durch das Substrat der gesuchten Protease, hier also

durch 24 Aminosäuren der Prosysteminsequenz. getrennt sind.

In eine eingeführte ße/lLSchnitlstelle (Smith und Kohorn 1991) des GAL4 Gens

(Laughon und Gesteland 1984) wurde unter Beibehaltung des offenen Leserastevs eine

Linkersequenz eingefügt, die für Systemin und flankierende Aminosäuren des

Prosysteminproteins kodiert (Abb. 1 und 2). Das Fusionskonstrukt wurde aus pUC 119 in

den Hefeexpressionsvektor pSB32 transferiert (Abb. 3). Um das genetische

Sichtungsvcrfahren mit unterschiedlich hoher Stringenz durchführen zu können, wurden

2 weitere GAL-LSystemin Eusionskonstrukte hergestellt, deren GAL4-Aktivität durch

gezielte Mutationen in der C-termmalen Region der GAL-/-Sequen/ reduziert war (Smith

und Kohorn 1991 ). Von Dr. Bruce Kohorn wurden zwei GALLMutanten zur Verfügung

gestellt, die gegenüber dem Wildtyp GAL4-Transkriptionsfaktor eine GAL4-Aktivität

von 45 % bzw. 10 % aufwiesen. Abbildung 6 fasst die Herstellung der drei GAL4/

Systemin Transkriptionsfaktoren zusammen.

Die durch die Transformation des GAL-Ldcfizienten Hefestammes YJOZ entstandenen

Zelllinien YJOZ GAL4/S10%
.
YJOZ GAL4 S45'7 und YJOZ GAL4/S100% mussten

nun auf ihre GALLAktivitat hm getestet werden. Die YJOZ-Stämme tragen das lacZ-

Gen aus E. coli unter Kontrolle des GAL/-Promoters (Dr. B. Kohorn, persönliche

Mitteilung). Die Expression der ß-Galaktosidase wird also durch GAL4 reguliert und

damit ist der Expressionsgrad der ß-Galaktosidase ein Mass fur die Aktivität des GAL4

Transkriptionsfaktors. Die jVGaiaktosidascexpression wurde in einem "Filter-lift"-

Experiment mit X-ß Gal als chromogenem Substrat überprüft. Wie in Abbildung 10

gezeigt, sind alle drei GAL4/S\stemin ITansktipüonsfaktoren in der Lage, das
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Rcporteigen zu induzieren Die Zellhnie welche die GAL4 Mutante mit der gciingstcn

GAL4 Aktivität cxpnmiert YIOZG \L4/S10tr zeigt auch die genngste Blaufärbung im

Eiltei lift Fxpenmenf (Abb 10 A) Die beiden andeten Zdllmicn \ IOZ GAL4/S45%

(Abb 10 B) und ïJOZ GAI 4 S100<7 ( \bb 10 C) weisen eine annähernd identische

Blaufärbung aut was daiaut hindeutet dass unter den gewählten YAnsuchsbedmgungcn

icduzicitc GA1 4 Aktixitat ausieichend lur maximale Blaufärbung ist dass also die

GA14 Aktivität nicht lumtietend fur den Gl ad dei Eaibung ist

Abb 10 G \L4-VktiMt.it du 1 G VI4/S\stemm rianskuptionsf.iktoien m \ J07

Mit Hille eines t dtei litt 1 xpiimientes mit \ ß G il ds Substi it winden die 3 /clllimen YTO/ G \1 4

SIO ( \) \ lOZCi \I 4 S4i (B) und \ rO/ G \I 4 S 100 r (U mt ihre G \I 4 \krmtit d h Induktion

des Rcpotteucns Ick Z uhetpintt

33 Transformation der 3 GAL4/S>stemin Zelllinien mit einer cDNA-

Expressions-Bibliothek aus L. esculentum

Zui Voibeicitung des genetischen Stcbtimgs\ettahrens w m den nun die 3 Zcl Hinten Y IOZ

GAL4/SKLc A IOZ G \I 4/S45rf und A IOZ G\L4S!00% mit dci cDN \

Fxpiessionsbibhothek aus L isailintum tiansfoimiert Vis Tianstoimationsmcthode

wurde eine auf I ithiumacctai Polvetlnlciishkol basietende Vertahicnsweise

ausgewählt da mit diesci die höchste lianstotmationsclfizienz von ca 5 >• I0;

liansfoimantcn pio Mikiosiamm DN \ erzicltwurde Inlabelle I ist die Gesamtzahl der



39 Ergebnisse

erhaltenen Transformanten für die einzelnen YJOZ GAL4/S-Zelllinien aufgeführt.

Zelllinic
Gesamtzahl

Transformanten

ZGAL4/S10% 6.0 "; 105

Z GAL4/S45% 1.2* 106

ZGAL4.'Sl007o 4.8 !i- JO5

Tab. I: Transformation der YJOZ-GAL4/Systemin Zelllinicn mit der cDNA-Expressionsbibliothek
aus//, esculentum

Fur jede der drei Y.TOZ-ZclUimen ist die Gesamtzahl der Transfoimanten nach Transformatton mit der

cDNA-E\prcssionsbibliolhek gezeigt

3.4 Genetisches Sichtungsverfahren in S. cerevisiae

Die transformierten Hefczellcn wurden auf Selektionsmedium (SC -Ura; -Leu; Glyzerin;

Milchsäure) in Gegenwart des Suizidsubstrats 2-Deoxy-Galaktose kultiviert. Zellen, die

einen £<7W-defizicnten Phänotyp zeigten, wurden einem weiteren Sichtungsverfahren

unterworfen, um diejenigen Klone herausztifiltern. in denen der Verlust der

Reportergenexpression nicht auf die Anwesenheit der L. esculentum. cDNA

zurückzuführen war (z.B. Mutationen in GAL4 oder lacZ). Hierzu wurde der

Selektionsdruck auf das cDNA-enthalfende Plasmid (pYES2; URA3-Marker)

aufgehoben und die Kolonien wiederholt auf Selektionsplatten (SC -Leu; Glukose)

replikaplattiert, die das Suizidsubstrat 5-Fluor-Orotsaure enthielten, was den Verlust der

cDNA zur Folge hatte. Die auf diesen Platten wachsenden Zellen wurden anschliessend

nochmals auf Sclcktionsplatten mir 2-Deoxy-Galaktose replikaplattiert. Waren die Zellen

immer noch in der Lage, in Gegenwart dieses Suizidsubstrats zu wachsen, so ist deren

.eflLZ-clefizenter Phänotyp offenbar nicht auf die Expression des cDNA-abgeleiteten

Proteins zurückzuführen. In Kolonien aber, welche im zweiten Durchgang nicht auf 2-

Deoxy-Galaktose wuchsen, war der Verlust der GALLFunküon offenbar auf die L.
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esculentum cDNA zurückzuführen und zufällig gewählte Klone wurden weiter

untersucht.

Hierzu wurden die cDNA-enthaltenden Plasmide (pYES2) mit Hilfe von "Plasmid-

shuffling" in E. coli gebracht, dort amplifiziert und durch Restriktionsanalyse die Grösse

der enthaltenen cüNA ermittelt. Überstieg die Länge der cDNA ca. 500 Basenpaare, so

wurde die cDNA terminal ansequenziert. Ein Datenbankvergleich der erhaltenen

Sequenzen erlaubte eine vorläufige Identifizierung der erhaltenen Klone. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Solche cDNAs, von denen zu erwarten war, dass sie

entweder für Proteasen kodieren oder eine Rolle in der Transduktion des Wundsignals

spielen, wurden im folgenden weiter untersucht. Hierbei handelt es sich tun die

proteolytische Untereinheit einer Clp Protease (Klon 45.51). eine X-pro Aminopeptidase

(Klon 100.21), eine Lipase aus der GDSL-Eamilie (Klon 100.4) und die 12-Oxo-

Phytodiensäure Reduktase aus dem Oktadekanoidweg (Klon 45.2).

3.5 Charakterisierung von Proteinen aus dem genetischen Sichtungs¬

verfahren

3.5.1 Proteolytische Untereinheit einer Clp Protease (L<?ClpP2) aus L. esculentum

Die abgeleitete Aminosäuresequenz der cDNA 45.51 wies hohe Ähnlichkeit mit der

proteolytischen Untereinheit (ClpP) einer Clp Protease (Clp = Caseinolytische Protease)

auf. Diese cDNA wurde daher im weiteren mit LrClpP2 bezeichnet. Clp Proteasen

bestehen aus einer grossen, regulatorischen Untereinheit, welche eine ATPase enthält,

und einer kleinen, proteolytischen Untereinheit des Serin-Proteasen-Typs. Die Tatsache,

dass LeClpP2 in dem beschriebenen Sichtungsverfahren isoliert wurde zeigt an, class die

Protease spezifisch den GAL4 Systemin Transkriptionsfaktor spaltet, oder aber mit

diesem interagiert. Zunächst sollte überprüft werden. ob es sich dabei um eine Interaktion

mit dem System in- oder dem GAL4-Anteil des Fusionskonstruktes handelt. Dazu wurde

LcClpP2 zusammen mit dem Wildtyp GALT-Transkriptionsfaktor oder dem GAL4/

Systemin45% Transkriptionsl'aktor exprimiert (Abb. ILA 2+3). Als negative Kontrolle
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wuide GAL4/S45% in Gegenwart des leeren Expressionsvektois (pYES2) expnmieit

(Abb. 11, A 1) Die Hefezellen wuiden auf Selektionsplatten mit X-ß Gal ausplatüert und

Klon Ni Homolog cbNA (lip)
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Tab. 2: Vuflistung der im Rahmen des genetischen Sichtungsveriahrens identifizierten cDNA-Klone

Die Tabelle listet alle im genetischen Sichtungsveitahien isolierten cDNA-KJonc auf, lui die 5 - und } -

tet murale DNA-Sequenzen ei halten wenden Nächste vet wandte Ptotcinc winden in Datenbankvci gleichen

(GcnBank SwissPiot u a ) mit Hilfe des Piogiamms "blast eimittelt Die Rcveic hnung des Klone (Klon

Ni ) cicibt sich aus dei Angabe dei Zclllmic (7 B 4î entspiieht v IOZ G Al 1 S459r) und dei Nitmmei des

Klons Die I an sc dei in pYLS2 klonieitcn cDN \ ist in dci îcehten Spalte wicdcisrceebcn

die Blaulaibung dei /cllcn.iesultieiend aus det Umsetzung des clnoniogcnen Substiats

aulgumd dci Expiession des kuZ -Repoiteigens. winde anaivsiett Die Negativkontiolle

(Abb ILA, I ) zeigt eine dunkle Blaufärbung Zellen die /eCipP2 mit Wildtyp GAI 4

cxpi imietten (Abb 11 A. 2) zeigten ebenfalls eine dunkle Blaufaibung Wtudc Z>CJpP2

3 4 kb

-12

- 6

3

- 2

1

\bb. 11: Charakterisierung \m\ 1 <>ClpP2
Die Systemin-spc7ilisehc Inteiaktion ( V) in \ IOZ O Ab4 S4S<< ist duieh Aussttciclien -von Hefekolonicn

auf Selektionsplatten mit dem chiomosiencn Substiat \-|5 Gal gezcittt Die Zellen cxpi im leiten GAL4/

SW/e mitdcmkonliollplasmidpYFSI (!) Wtlcltcp G AI 4 mit t<tlpP2 (2t oelet G \1 4'S ti°r mit

LcC1pP2(s) Die Northern Rlot \nal\se(B) winde mit S ttir Gcsaint-RN a pio Spin duichsrefuhil Die RN V

Gclblots wuiden mit ladioakm maikiettci 7eClpP2 cDN A als Sonde hxbudisicit Dci obcic Blol 7ciet

mRN A-Spieeel m Blattern \on Tomatcnptl tiwen nach \ cnuindunc f 2) odei Behandlung mit Sv stemm

(s) lasmonsauic (4) Best tun ö) im \ eis: Ick h 7ii unbehandelten Kontiollpflanzcn (1 ) Auf dem unteicn

Blot winden je 5 na Gesamt RNA aus kotWcdoncn ( I) Blattern (2) Wuizcln (*) Bluten (4) und

Suspcnsions7cllen (5) anahsieit Die Southern Blot \nahse (C) winde mit 10 ug sjcnomisthci DNA

duichgefuhit die mit den Restnktionsendonuklcasen JlindlW ( I ) \h<>\ \2) Ssp] (1) und Mim\ ( V) veidaut

wenden wai Dci DNA-Gel Blot vuiule mit dei iadioakti\ maikieiicn /eClpP2-eDNA als Sonde

hvbndisicit Import von ZeClpP2 in bibscnehloioplasten (D) in einem SDS-Piotcinsel winden I\ I (/;/

uftd-tianslatieite | ^S] Methionm maikieite I<ClpP2) C (isolierte Lhloioplastcn nach Import von

ZeCtpP2 \oi IheimoKsinbehandluni) 1 (\ucC nach 1 heimoKstnhchandlung) S (lösliche

Chloioplastenpioteme) pM (penpheie Menibianpioteinc) und \t (Mcmbianpiotemc) auf gehennt und mit

Tillfc elci Autoiadiogi aphte anahsieit Die Position eines i(l kDa Maikeipiotcins (BioRad) ist ancc7cist

12 3 4 5 12

B

1VT ( I S pm M kD<i

D

- i0

C
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mit dem GAL4/Systemin45% Transkriptionsfaktor exprimiert, so war die Blaufärbung

der Zellen deutlich geringer (Abb. 11 A, 3), was auf eine Interaktion von Z.eClpP2 mit der

Systemin-Domäne, nicht aber mit dem GAL4-Anteil des Transkriptionsfaktors hinweist.

Die für LeOpVl isolierte cDNA nmfasst 1172 Basenpaare. Das offene Leseraster besteht

aus 897 Basenpaaren und kodiert ein Protein von 299 Aminosäuren Länge und einer

molekularen Masse von 32,3 kDa (Abb. 12). Die katalytisch wichtigen Reste der

katalytischen Triade von Serinproteasen (Serin 190, Histidin 215 und Aspartat 264)

konnten durch Vergleich mit bekannten ClpP Proteasen identifiziert werden.

AAirGccccAAAAMAicTArcTnnrncTffA'cTi • / ".r csaccc-; ca>fggc-~att"ff~ca)agccacaacptcaktctciciaaaiacaatkcgcaattftcc 120

"ArlsCI\TTssLSKYNSA]F 20

CATCIGAMAIICCAATATI FCTCCCATATCTC1 AC; G" T,-'.;T"T FC"iGYGG«YGTAAAGGCTGGYGCCAAAG1GAAAAGIACGGGAAATAGCACCGTCAAGGC1GlGTATT 210

JSDYCN!SP!S Q
~

-. SLsSt<\\GKV^SRGNSlV<.AVY 60

Y
CÎGGAGGÏGACTGGGA11 1AGCAAAGGCÏFCACGrCI

* ~

G
"

>F "vF,Fi F A I~/GYGY , VC G I GC M Y
' ACCATCATCACCTTA I 11 ! CCI ACATATGCCGCCCAAGGTGAAGG \C 360

SGGDWOCAKASRSSGIv/û'GR \
^ S ä ^ Y F P 1 Y A A Q G 0 G ÎOO

CACCGCCAAFGGTACAAGAACGAITTCACAGFGFGA^Ya \J_ 1 c i TC41*A*AGG '
i Ci ' A GUG1" GGACCAGTTGATGA1 GATA1CGC1 AATGTCATAG1 IGC FCAGr | j c '160

11 ° P M V 0 ~ R h G G V - L - r. Y ^ < C G G A V G D 0 M A N V I Y A 0
_

F'tO

TUATC FFGATGCiGPGATCCCACAAAGGACAi <GF YFG1 "GFC "F C~CCY ,GY ,GG C AG FAAf \CCAGGAAFGGC1 GTFTTF GAI ACCAIGCGACATAT ÏCCACCCGATGFC1 600

IYLDAYG^F<0iV,^,N3^ C5vFAGJA\FG!l1GH!RDDV 180

CAAC]GICFGFGT1"GGACFCGC~GCAAG1 AGGGGGc ~l~ CM "„AGT*
""~

"C
'

YAA GGG YAGAG YT YTAGCÎTGCCAAATTCAACCATAAPGATFCACCAGCCl CÏAGGTGCG 720

a 1 V C V t F A A S 1 G ', -_^S'1|..i, Kit!,iP16ilMll<lPI(,G 220

CPAAGGTGGU 4AAG[GAFAYAGAAAFACAGGCTAAT ,
'-> C G G 'o C Y" Y ', YGC * Y'ÏT^GAYFGGF [ACCTT"CCTACC,YGACFGGYCAYAGCCTTGATAGGATFAATCAGGATA 8<<0

A G G G G fa D ! L ! Q A YF : G
^

- H > , M 1 NGYLA^GTGOSl PRINQ3 260

ClGAFCGTGÄTTTrT-CATCAGCGGAAAGGAAGClA,'G;'"i'CGGG-l','T..GY F , rGFCAFCYlGAAFCC A"GYAAGClvi1CAACCACFI GCAGCAGCTGCTGAACAAÏCtTAGI G-60

FDRDc-F1GAKEAk- G
_

1 G c V t G \ ^ 'F < Y
^ F^IAYAAIQSY- 299

FGTATUFAYGGAYGG!IYÂFII FCTACCFAÏCA1 *~F^"Tr T"A 'Y 1YCA"T
'

PCF~ FAGAGATTG1A'F1GY~ F1 AC F AAGITGGuïACACACAACAÏTCCFGCIGCCAGGAA I0S0

GAAAAIG A1GC2 AAA YTTTT-A^ITGT FGGCAAAGAG-i, Y'lG s."l GCCCGA i CFI A fl-AGin I ~. "Tr TA F CAuGAAAAAAA 1172

Abb. 12: cDNA-Sequenz von/.eClpl'2
Die cDNA-Sequcnz \ on (,?ClpP2. sow ic die Ammosauresequcnz des abgeleiteten Proteins sind gezeigt.
Die von dem Progiamm ChloroP ( hup \\ w\v ebs diu dk/sen ices/ChloroP/) vorhergesagte Spallstelle zw

Abspaltung des Transitpepttck ist mit einem Ptcil gekennzeichnet. Die kalahtischcn Reste Senn, Histidin

und Asparaginsäure sind mit einem Stein maikieit

Die Expression von Lt>ClpP2 wird durch Induktoren der Verwundiingsrcaktion nicht

beeinflusst (Abb. Il, B oben). Eine Anahse der gewebespezifischen Expression auf

mRNA Ebene (Abb. il. B unten) zeigte, class I.eCipVl konstitutiv exprimiert wird,

obgleich der Transkriptspiegel in Wurzeln deutlich geringer war als in Blüten, Blättern,

Kotyledonen oder Suspensionszellen. Das Hybridisierungsmuster nach Restriktion

genomischer DNA mit der Nuklease Hindlll. welche nicht in der cDNA schneidet, zeigt

ein intensiv markiertes DNA-Fragment und mindestens ein weiteres, schwach markiertes

Fragment (Abb. 1 1. C 1 ). Auch die Restriktion mit Sspl resultierte in mehreren markierten
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DNA-Fragmenten. Dies legt nahe, dass zusätzlich zu LeClpP2 noch mindestens ein

weiteres, nahe verwandtes Gen im haploiden Genom von L. esculentum vorhanden ist.

Ein Vergleich der Aminosaurcsequenzen bekannter ClpP Proteine mit Hilfe des

Programms ClustalX (Thompson et al. 1997) ergab, dass LcClpP2 im Vergleich zu

plastidar kodierten ClpP aus Nicotiana tabacum, Orxza sativa und Zea mays cine N-

terminalc Extension von ca. 60 Aminosäuren besitzt (Daten nicht gezeigt). Zudem wurde

durch das Programm ChloroP (http:/Avww.cbs.dtu.dk/scrvices/ChloroP/) die Existenz

eines Transitpcptids zum Transport in Chloroplasten vorhergesagt. Mit einem

Chloroplasten lmportexpcnment konnte die plastidare Lokalisaüon bestätigt werden

(Abb. U D). Nach Inkubation \on in vitro translatiertem LeClpP2 mit isolierten

Chloroplasten ist neben dem in vitro Translationsprodukt auch ein kleineres, prozessiertes

Protein von ca. 26 kDa zu beobachten (Abb, 11. D). Eine Behandlung der reisolierten

Chloroplasten mit Thermolysm zeigte, dass das 26 kDa Protein gegen proteolytischen

Abbau geschützt war, sich also innerhalb der Chloroplasten befand, wahrend das

Vorläuferprotein degradiert wurde. Nach Fraktionierung der Chloroplastenproteine in

lösliche und meinbrangebundcne bzw. membranasso/iierte Proteine fand sich der

Grossteil der importierten LcClpP2 in der loslichen Proteinfraktion. Die apparente

molekulare Masse von 26 kDa stimmt gut mit der errechneten Masse von 26.2 kDa für

das unter Annahme der durch das Programm ChloroP an der vorhergesagten Schnittstelle

prozessierte Protein iibercm.

3.5.2 X-Pro/Vminopeptidase (LeX-Pro API) aus L. esculentum

Mit dem Klon 100.24 wurde im Laufe des Sichtungsveifahrens eine weitere cDNA

identifiziert, die potentiell fur eine Protease kodiert. Die abgeleitete Aminosäuresequenz

wies hohe Übereinstimmung mit X-Pro Amtnopeptidasen aus anderen Organismen auf.

Der cDNA-Klon 100.21 wird daher im weiteren mit LeX-Pro API bezeichnet. Ein

Aminosauresequcn/\ergleich mit dem homologen Protein aus E. coli zeigte, dass die

cDNA am 5'-Ende umollstandig war, dass jedoch das aktive Zentrum in dem partiellen

Klon enthalten ist. Wie fur LcClpP2 (\gl. 3.5.1) wurde überprüft, ob die Interaktion mit

dem modifizierten Transknptionsfaktor auf dessen GAL4-Teil oder aber auf den
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Vbb. 13: Charakterisierung \on le\-Pro API ausL esculentum

V S\stcmm-spc7ifisehc Inteiaktion \on 11\ Pio \P1 Die Hctc-7cllcn c\pumicitcnGAL4/S l()0f< nut

ZcVPto \P1(1) Wildtyp GAI 1 mit /< \ Pio API (2) odci G AL4 SIOO'o mit dem kontioJlplasmtd

pYES2 ( *) Die Zellen winden aul Selektionsplatten nut \ \'i Gal als c hiomoscnetn Substiat

ausuestiiehcn B: Noithein Blot Anahse \c ^ ug Gesamt-RNA pio Spin winden in loimaldchvdaelen

aufgetiennt und auf Nitio/clluloscmcmbiancn »eblottet Die RN \ Gelblots winden nut ladioaktiv

maikicitei li\ Pio \Pl-eDNA hybudisicit Dei obcie Blot 7eiet mRNA SpicucI in Blattein von

romatenpflan7cn naeh \ envunikum (2) odci Behandlung mit Svstemm ( ^ lasmonsauic (4) Bcstatm

(S) mi Vemlcich zu unbehandelten Kontiollpllanzen ( 1 ) Auf dem untcien Blot \\ mden jc 5 us Gesamt-

RNA aus Kotyledonen ( 1 ) Blattein (2) Wui7clnO) Bluten ( t) und Suspensionszcllcn (5) analysiert C:

Southern Blot AnaKsc 10 tig üenomisebei DNA wuiden mit den Rcstuktionsendoniiklcascn Xbal ( I )

Hnuflll (2) EcoRl (A) und Dia] (4) vcidaut m einem Aeaiosccel aufgetiennt und auf

Nitiozclluloscniembianen gcblottet Dei DN A-Gcl Blot winde mit dci ladioaktiv maikiciten />X-Pio

API-cDNA als Sonde hvbudtsicit

Systemin-Lmkci /uiuckzutuhten ist (Vbb IL A) Winde dei GAL4/SystemmlOO%

Tianskiiptionslaktoi m Gcgeinvait von IcX-Pio API cxpiitmeit, so war die Expiession

des Repoiteigens/c/iZstatk teduziett ( \bb ILA 1) was m Gegenwart des leeienVektots

(pYES2) nicht zu beobachten wai ( Vbb 13, V L) Eine Coexpicssion von ZcX-PioAPl

mit Wildtyp G VI4 ( Vbb IL A 2) luhtte dagegen zu kernet deutlichen Reduktion dei

Repoiteigen-Expiession Dies deutet auf eine Inteiaktion bzw Spaltung des Svstemin-

Teils des GAL4/S)stemm]00'i Tianskuptionslaktois dutch LLVPio API hm Notthein

Blot Anaiv sen zeigten dass der Ttanskiiptspiegcl von ZcX-Pio API in Blatten) von

Tomatenpllanzcn sich nach Vetwundung odet nach Behandlung mit Induktoien dei

i z »i n

12 3 4 5
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Verwuiidungsreaktion nicht verändert (Abb. 13, B oben). Die Analyse der

gewebespezifischen Expression dagegen zeigte eine relativ hohe Expression der LeX-Pro

API mRNA in Wurzeln und Suspensionszeilen im Vergleich 7iir schwächeren Expression

in Blättern und Bluten. In den Kotv ledonen ist die LeX-ProAPI Expression am geringsten

(Abb. 13, B, unten). Fur jedes der bei der Southern Blot Analyse eingesetzten

Restriktionsenzyme ergaben sich mehrere Fragmente, die mit der markierten LeX-Pro

API cDNA-Sonde hybridisierten (Abb. 13). Dies gilt auch fur das Enzym Xbal, welches

nicht in der cDNA selbst schneidet. Die Southern Blot Analyse zeigt daher, dass

zusätzlich zu LeX-Pro API noch mindestens ein weiteres, nahe verwandtes Gen im

haploiden Genom von L. esculenlum voibanden ist.

Um die partielle cDNA von LeX-Pro API zu vervollständigen, wurde das fehlende 5'-

Ende der cDNA mittels RACE-PCR amplifiziert (Abb. 14). Mit dem genspezifischen

Printer fur LeX-Pro API (s.Abb. 15) und dem "Smarf'-Oligonukleotid des Kit-Herstellers

wurde unter den gewählten Parametern der PCR ein Fragment von ca. 1.2 kb amplifiziert.

Abb. 14: RACE-PCR zur Amplil'ikation des 5-Endes

vonLfX-ProAPL

Die Amplifikalion des fehlenden 5'-Endes von LeX-Pto

\P1 winde mit dem SMART"1 RACEcDNA

Amplification Kit diiichgetuhrt (siehe Material und

Methoden, Seite 8) Em Aliquot des PCR-Piodukts (I)
winde m einem Agaroscgcl aufgetieimt,das Gel mit

Fthidiumbiomiel angefaibl und untci UV-Licht

fotogiaphieit M. moIckufaicrDNA Maikei.

Das PCR-Fragment wurde m den Vektor pCRScnpt klonicrt und sequenziert. Die

Sequenz war identisch mit derjenigen von Klon 100.21 m dem Bereich, in dem beide

Klone überlappten. Abbildung 15 zeigt die vervollständigte cDNA-Sequenz von LeX-Pro

API, die 2198 Basenpaaren nmfasst. Das offene Leseraster (ATG in Position 67) von

1965 Basenpaareii Lange kodiert fur cm Protein mit der errechneten molekularen Masse

von 72932 Da. Im 5'-untranslatierten Bereich befindet sich im Leseraster der LeX-Pro

M kh

XPioAPi

Race

— 0 s
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Abb. IS: cDNA-Sequenz Ton LeX-Pro API

Die vollständige cDNA-Sequenz son le clic abgeleitete Aminosanrescqucnz von LeX-Pro API sind

dargestellt. Sterne kennzeichnen Slop-Codons im Leseraster son Lt'X-Pro API. Der senkrechte Pfeil

markiert das 5'-Ende des Tcilklons 100 21, dei \\ aagrechle Pfeil gibt die Lage des gcnspczifisch.cn
Primers an.

API ein Stop-Codon (TAA in Position 52) was anzeigt, dass das ATG in Position 67 sehr

wahrscheinlich das Start-Codon darstellt.

Bisherige Versuche, die beiden partiellen DNAs zu einer Volllänge cDNA zusammen zu

ligieren und zu Monieren, schlugen fehl, obwohl eine Reihe verschiedener Vektoren

eingesetzt wurden. Die Ursache hierfür bleibt \ orhiufig ungeklärt; sie scheint nicht in der

Toxizität der Protease zu liegen, denn auch die Klonierung in "antisensc" Orientierung

gelang nicht. In einem Experiment zur Amplifikation des vollständigen, offenen

Leserasters von LeX-Pro API mittels PCR wurde aufgrund der hohen Übereinstimmung
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dei Pnmeisequenz die cDNA einer zweiten X-Pio Aminopeptidase aus Tomate

amplifiziert (LeX-Pio AP2, Abb. 16). Das offene Lcseiastei von Z,eX-Pio AP2 ist 1965

Basenpaate lang und die Sequenz ist auf DNA-Fbenc zu 80,2% bzw auf Ammosauie-

Ebene zu 8LI % mit dei \on LeX-Pio API identisch Die ciiechnete molekulaie Masse

lui /eX-PioAP2 bettagi 72661 Da

AT CCCGATACAC CCCAGTF M, TC TTC^ GGCT T C \ T )C C uAGC AATATGll CCA ( U AAC l?G

HAHTLAALSL CYVoA^DklO

AGGCCH ATTlCCTCICiCCU CAC CMG GC FCC C T CG C T AC 1 F G^ ACGCAGC1C \GCAGCTHCTüAC P1Q
R R D F V G G F SAT \ rf YF G A \ G Q L S E 80

AAlGFAAGCiCAICC 1ACCGGACA;GACCCTCCAC TTC\ T \o \T I AT \T „1 IATATCA TAGATAC1GCACAG 360
QWKLMRTCrDPAL * V < G W 1SVDFAG120

AAAICCCAGCGIGC 11 FGC1AACAAACA CAAMGM GT C \ A A G V 1 CGA\ \AA CGC TCATCG1GCATCC1 480
KWFKAFAKKDO^ V I L V "i <! V < \ Q P FTNP 1VHP 160

rrAGAAUTGClGGFCGCTCTCTl LAGA1AAGF CUAC \ UC . » * \ 1 C 1\ \\ MCA \CT1CAFGAAOTTGCCFGGtTGTATAA1 600
LEFAGÎSVAQKLKP \ I A L D VAWLYN 200

GiCCGTGCVACAGAlCTArCAfA AClCCGGF TG1T C A ï G C Cil T T GUA \ \GAAAf T TGTCATC IGAGGCAAAC1 Cl TAC ATC 7^0
VRGTDVSYSDV S VD<FKLSSE N ^ Y 1 2 10

GAG AAAMCGAA1 11IG ACG AATVTGCP^ \ C S T TCACC ACAAAACTCCG FCCCGATTGAAT ATCAG 8 10
EENCIFVR YCD T^SSAIKTPSG N E ?S0

ACTunnc^cAAr^uACA \ uigg caaui \ b t ^cir tgctcct ctfig actt \mffgaat ltc GBO
TNCGOENGE à T ^ A L Y K L N / F) 320

\aa t ct ctïa\cc\g c c\t tc tcccuac 1 \ l c r t c ta^ a^ cc1gcav a r fc^cc 1080
</ll<q \ l \ lmh p v/gyAöGO

1GGCirr\T^CGCVGAlGC\ \ \ T\ u C CAT A cCAT V \ A c T \A CGGC \ AGAAG FT TGLAAT lAT 12(0
WLORQfiG 1 Y \ ^ c 1\ <D k ^ TFV^A^D 0)
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EL) D) Y L C 3 G Gl PT C PlAHEKTCf SO

ACTCCG T1C1CA* GGA MA 1TCA C FWT «C T C \ \ \ T c CÎC T ATb Te IG FC \ TC TT \ ICC \AGTA1 uCGCTUT AfACC 1^60
T\VL< a t \ r y j b > {_ p \ G T LWkYG 0 R *>zO

CUCHACA GU CCGAT C T T\C11AAAT II T 1 M 1 \&\ AI A \ n CIC CA C\ G n TCAATGACAC FCA^AC \ FGAA 1680
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G T S < r Y ! F F H ï T 6^0
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1 LAPYMGSPO

1965

6 !

Abb. 16: cDNÀ-Sequen/ des ottenen 1 eseiastei s -von LeX~Vî o VP2

Das oiienc I tsu istci du cDN \ \on Lc\ Pio \P2 sowie die du ms abgclutUt \m1nosau1csequcn7 ist

ec/eiçt

CCTGG IAC CG

P G Y Y n

C

K

TTCGTAFAACA1 F c

K

FGGGCVCCATAT^C rb

W A Y r

T

L

G F \C TC

1 \ S

GAGATCGAV uCII W

F 1 t V, k N

C C^T \G

3.5.3 Lipase aus der GDSL-Familie lipoh tischer En/jme aus L. esculentum

Bei Klon 100 4. deicn abgeleitete Aminosauicsequenz alleidings nicht fui einePiotease

kodiert, moslichei weise abet doch teil des Sisnaltiansduktionsweges dei
s O

Veiwundungsicaklion ist. handelt es steh um eine partielle cDNA, die Homologie zu
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Lipasen der GDSL-Familie besitzt. Die cDNA 100 4 wud dahei im folgenden als

LeGDSLl bezeichnet Die Ubeiprufung einer möglicherweise Systemin-spezilischen

Intel aktton mit dem Tiansktipttonsfaktoi im Gegensatz zu emci Intel aktion mit dessen

GAL4-Antcilen winde dtiichgefuhrt, wie bete its fin ZcClpP2 und LeX-Vio API

beschileben Expiirmetten die Helc-Zellen LcGDSl 1 zusammen mit dem GAL4/S100%

liansktiptionsfaktot, so vvat keine Exptession des Repoiteigens zu detektteten, die /eilen

blieben weiss (Abb 17 A 1) Winde /cGDSLl zusammen mit dem Wildtyp GAI 4

rtansktiptionsfaktoi coexpnmiett so hatte dies keinen Emlluss aut die Exptession des

kb

1 2

12

6

3

2

0,5

Abb. 17: Charakterisierung einer 1 îpase aus L esculentum

A: Svstcmin-spcziiische Intciaktion \on LeGDSL) Die Hefe Zellen espiimiciten GAL4/S100</f und

LcGDSL 1(1) Vv lldtvp üAI 4 und / c GDSI I (2) odei G AL4 S100' c in Ge-ienwai t des konhollplasmids

pYFSG (L Die Zellen wuiden ant Selektionsphtteti mit \ |> Gai als chiomoecnctu Substiat

ausszestuchen R: Noithein Blot Anihsc )e 's ua Gesarat RNA pio Spin winden in Fotmaklchvdgclen
autectiennt und auf Nitiozelluloscmcmniancn geblottct Die R\ \ Gclblots winden mit ladioaktiv

maikicitci /cGDSLl cDNA hvbndisicit Dci obeie Blot zeigt mRNA Spiegel m Blattern von

lomatcnpflanzcn nach Vuwundune (2) odci Beb tndlung mit S\stemm D I lsmonsamc (4) Bestaun

(S) im Vcialeich zu unbehandelten Kontiollptlanzen ( 1 ) Auf dem untcicn Blot winden |c S ua Gesamt-

RNA aus kotvledonen (1 ) Blättern (2) VvuizclnO) Bluten (4) und Suspensionszellcn (5) an ihsiett C:

Southern Blot A naiv sc 10 it 2 eenomischei DNA winden mit den Restiiktionscndonuklcasen HuuflU (L)

Sspl (2) Xhol (s) und V////zI (4) veid mt in einem \aaioseecl aul srcticnnt und aut eine

Nitio7ellulosemcmbian sicblottct Dei DNA Gel Blot winde mit dci t idioaktn maikicrtcn LeGDSl 1

cDNA als Sonde hvbndisicit
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Reportergens, die Zellen färbten sich blau (Abb, 17, A 2). Ebensowenig hatte die

Gegenwart des leeren Plasmids pYES2 einen negativen Einfluss auf die GAL4-Aktivität

des GAL4/SysteminlOO% Transkriptionsfaktors (Abb. 17, A 3). Der gö/4-defiziente

Phänotyp ist demzufolge abhangig von der Expression des Systemintcils des

Transkriptionsfaktors.

Der Gehalt der LeGDSL 1-Transknpte wird durch Bestatin, lasmonsaure, Systemin und

Verwundung nicht beeinflusst (Abb. 17, B oben). LeGDSLl wird in Blättern,

Kotyledonen und Blüten stark exprimiert. In Suspensionszellen und Wurzeln konnte

keine mRNA für LeGDSL 1 detektiert werden (Abb. 17, B unten). Das

Elybridisierungsmuster nach Verdau genomischer DNA mit den Restriktions-

endonukleasen Hindlll und Xhol. die beide nicht in der cDNA schneiden, zeigt nur ein

einziges stark markiertes DNA-Fragment. Nach Restriktion mit den Nukleasen Sspl und

Muni, die beide die cDNA je einmal schneiden, wurden jeweils zwei Fragmente markiert.

Dieses Resultat weist darauf hm, dass das haploide Genom von L. esculentum nur ein Gen

einer Lipase des GDSL-Typs enthalt (Abb. 17, C).

Mit Hilfe von RACE-PCR wurde das fehlende 5'-Ende von LeGDSL 1 amplifiziert (Abb,

18). Das amplifizierte RACE-Fragment wurde in den Vektor pCRScript subklonierl und

sequenziert. Die Sequenz stimmte mit der von Klon 100.4 überein, dort wo beide Klone

überlappten. Über geeignete Schnittstellen wurde das 5'-Ende der cDNA in den partiellen

Abb. tS: RACE-PCR zur Amplifikation des 5'-

Endcs von LeGDSH

Die Amplifikalion des fehlenden 5'-Rndcs von

/cGDSt 1 winde mil dem SMART1" RACE cDNA

Amplification Kit diiichgelubit (siehe Material und

Methoden, Seite 8) Li n Aliquot des PCR-Produkts (I)

w m de m einem Agaiosegcl aufgetiennt und unter UV-

Licht totogiaphieit M, molekulaiei Maikei.

lipase
Race



51 Ergebnisse

Klon J004pYES2 kloniert. Die vollständige cDNA von LeGDSLl ist in Abbildung 19

dokumentiert. Sie ist 1482 Basenpaare lang und besitzt ein offenes Leserastcr (ATG in

Position 30) von 1086 Basenpaaren, welches fur em Protein mit der errechneten

molekularen Masse von 39698 Da kodiert. Der 5'-untranslaticrte Bereich der cDNA ist

sehr kurz wahrend der 3'-untranslatierte Bereich ungewöhnlich lang ist, aber keinen

Poly(A)~Schwanz enthalt, Es handelt sich somit nur um eine unvollständige cDNA. die

aber die gesamte kodierende Region von L<?GDSLI enthalt.

AAf ALAUmmATITTn rrGrCAAAATGßCCACACrTUT\-T\TTT~G\GC-,'Tr-T'-''tl,'-T-'rT'vG3\ri!l(CT*TTTGrCA)1AGTGAAGCTAGGGCATTTTTTGTGTTTGGTQ 120
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Abb. 19: cDNA-Scquenz von LcGDSI I

Die cDNA-Scqucii7 \on IcGDSLl «cwio die claiaus abgeleitete Arainosauicscqucnz ist gezeigt Der

scnkiechle Plcil maikieitdas 5'-Ende îles pailicllcn Tcilklons 100 4pYES2 Dei waagerechte PI eil

kennzeichnet die Lage des gcnspcziiischen RACb-Pnmeis Die LalaK tischen Reste sind mit einem Stern

cckcnn/eichnel.

Tn Lipasen der GDSL-Familie wurden 5 Regionen identifi/ierl. in denen bestimmte

Aminosäuremotive konserviert \orliegen (Blocke 1 - V: (Brick el al. 1995; Upton und

Buckley 1995)). Mit Hilfe einer \ erbleichenden Gegenüberstellung von LeGDSLL mit

homologen Proteinen ans Arabidopsis thaliana. Brassica napus sowie eines Antheren-

spezifischen Proteins aus .4. thaliana konnte verifiziert werden, dass es sich bei LeGDSL 1

wahrscheinlich ebenfalls um eine Lipase der GDSL-Familie handelt (Abb. 20). In allen 5

charakteristischen Blocken ist die Ammosauresequenz \on LeGDSLl mit derjenigen

homologer Proteine ahnlich (Abb. 20. Blöcke 1 - V). ebenso sind die katalytisch wichtigen

Aminosäuren Senn 32, Aspartat 166 und Histidin 326 konserviert.
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Abb. 20: Vergleich der Aininosäurescquenzcn -von bekannten GDSL-Lipasen mit LeGDSLl

Mit Hilfe des Piogiamms ClustalX iThompson et al 1097) winde eine y ei gleichende Gcgcnubei Stellung
dei Ammosauicscquenzen bekanntei I ipasen aus dei GDSL-Lamihe und LEGDSL 1 duichgciuhrl Die 5

chaiakteiistischcn Blocke sind umrahmt und mit dei cntspiechenden Blocknummer in lomi sehen Ziffern

verschen Die kataluischen Reste sind mit einem Stern matkicit Die Conscnsussequcn? zeigt bei 75 %

Ubcicinstimmung 0 identische \minosauien pio Position) die cnlspicchcndc Aminosauic, andernfalls

einen Punkt Lucken in dci Gesienubeistelluna sind clinch Sluchc gekennzeichnet.

3.5.4 12-Oxo-Phvtodiensäure Reduktase aus L. esculentum

Mit Klon 45.2 wurde eine weitere cDNA isoliert, die nicht fur eine Protease kodiert, deren

abgeleitete Aminosauresequcn/ aber der J2-Oxo~Ph\todieiisaure Reduktase aus A.
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thaliana ähnelt, welche Bestandteil des Biosyntheseweges von lasmonsaure und damit

der Wundsignaltiansduktionskette ist Die cDNA und das von ihr abgeleitete Piotem wild

im wetteren als LeOPRl bezeichnet

Mit Hilfe von X-ß Gal als cluomogenem Substiat winde, wie in Abb 21 gezeigt, eine

mögliche Inteiaktion von LeOPRl mit dem S} stemm-Teil des GAL4-

12 5 4 5

lok il YYStLlUlSch

D
0 0,5 I 2 -I S 0 <>_-, I 2 4 8 std

B

— /rOPRt

_ x Bq

12 3 4 kb

IBQ

— OS

Abb. 21: Molekulare Charakterisierung der 12-O\o-Ph\htodiensaure Reduktase (LeOPRl) aus

L. esculentum

4: S\stcmin-spe7itisdie Inteiaktion \on It OPRl Die Hetc-7ellcn cxpiimictten GAL4/S 100% und

/(OPRl (l)odci Vvildlcp GAL4und ZtOPRI (2) Die /eilen winden aut Selektionsplatten mit X-ß
Gal als ehiomoeenem Stibsuat jussicsti it hon B + C : Noithcm Blot \nal\sc Tc 5 ug Gesamt-RN 4 pio

Spin winden m Foi maldeh\ dielen auteeticnnt und aul \itio7clluloseineinbianen tiansfci toi t Die

RNA Gclhlots wuiden mit den aimescbcncn i idioaktix maikiciten cD\ As als Sonde hvbudisicit Die

Lxpicssionsmustet \on /(OPRl Piotcaseiiihibuoi I (ZcPI I) Icunn Aminopcptidase (/(LAP) und

Ubiquitin (LBQ) im /citlkhcn \ cilaui (Std ) nach \ civuindimti \on loniatcnpilan/cn im lokalen und

svstcmiscb.cn Gewebe sind m B sic/cigt C FxpicsMon \on / (OPR I in Korvlcdonen (I) Blattern (2),

Vvtu/ein ( }) Bluten (4) und Suspensions7cllcn (S) L biquitin winde als Sonde veiwendet um das

ülciehmassiüc 1 adendes Gels/u dcmonstneien D Southern Rlot \nal\sc 10 ua ecnomisehei DNA

winden mit den Restiiklionsendonukleasen HmtllU ( I ) iy>I (2) \lu>\ ( i) und Muni (4) vetdaut in

einem Aeaiosesicl aufgetiennt und auf \itio/clluloscmenibiancii ecblottct Dci anecfeitietc Blot winde

mit dci uidioaktic maikiciten L OPRl-cD\ 4 als Sonde Inbndisieit
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Transkriptionsfaktors in Hefezellen untersucht. Hcfezellen, die LeOPRl und GAL4/

S45% coexprimieren, zeigten eine reduzierte Expression des Reportergens lacZ (Abb. 21,

A 1), verglichen mit der Lxpression des Reporters in Gegenwart des Wildtyp GAL4-

Transkriptionsfaktors (Abb, 21. A 2).

Die Expression von LeOPRl ist durch Verwundung von Tomatenpflanzen weder im

verletzten noch im systemischen Blattgewebe induzierbar (Abb, 21, B). Als positive

Kontrolle wurden die RNA-Blots mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden für

Proteaseinhibitor l (LePl-I) und Lcucin Aminopeptidase (LeLAP) aus Tomate

hybridisiert. Deren Transkripte sind im Gegensatz zu dem von LeOPRl stark

wundinduzierbar. sowohl im verwundeten als auch im systemischen Gewebe. Das

Transkript von LePl-1 begann nach 2 Std. im lokalen und systemischen Gewebe zu

akkumulieren. Im Falle von LeLAP war schon nach 1 Std. eine Induktion der Expression

im lokalen und systemischen Gewebe feststellbar. LeOPRl wurde in allen untersuchten

Geweben exprimiert, wobei die Transkriptspiegel in Blüten deutlich geringer waren als in

anderen untersuchten Geweben (Abb. 21 C). Das Hybridisierungsmuster nach Restriktion

genomischcr DNA mit den Rcstriktionsendoniikleasen Hindill. Sspl und Xhol, die alle

nicht in der LeOPR 1-cDNA schneiden, zeigte ein stark markiertes DNA-Fragment und

bis zu drei weitere, schwächer markierte Fragmente (Abb. 21. D ). Die vierte verwendete

Nuklease, iVIunl. schneidet die cDNA von LeOPRl. In dieser Spur erkennt man neben

zwei stark markierten Fragmenten drei weitere, weniger stark markierte Fragmente. Diese

Resultate weisen auf die Existenz wenigstens eines weiteren, nahe verwandten Gens im

haploiden Genom von L. esculentum hin.

Die vollständige cDNA von LeOPRl ist 1254 Basenpaare lang (Abb. 22). Das offene

Leseraster, mit dem Start-ATG in Position 108. nmfasst 1228 Basenpaare, die für ein

Protein einer errechneten molekularen Masse von 42.2 kDa kodieren. Ein Stop-Codon im

5'-untvanslatierten Bereich (TAA, Position 81) im Leseraster von LeOPRl gibt an, dass

sich das Start-Codon tatsachlich m Position 108 befindet. Die 3'-untranslatierte Region

ist unerwartet kurz. Möglicherweise handelt es sich bei der 3'-terminalen (A)|4-Sequenz

nicht um den Poh(A)-Scliwanz. Es ist denkbar, dass sich der oligo d(T)-Primer zur

Synthese der cDNA-Bibliothck nicht am Poly(A)-Schwanz sondern an eine oligo(A)-

Sequenz nahe des Stop-Codons angelagert hat. In diesem Falle wäre die cDNA am 3'-
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Ende unvollständig, umfasst aber dennoch die vollständige Protein-kodierende Region.

GATATCAAAÏATCA1CGG11GGC1GCAGïAGCAGGGT~GA7Y.YA,a|ir:AATTTC'CGTl^GHA7AAATA7-A7CGAYAATGACFYACAAGAAAGCI YACACCAA IGGAAAA1AAAG 120
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Abb. 22: cDNA-Sequenz von J2-O\o-I>hytodiensäurc Reduktase (LeOPRl) aus L. esculentum

Die vollständige cDNA-Sequenz \on LeOPRl sowie die damns abgeleitete Aminosanrescquenz ist

dargestellt. Sterne weisen auf das Stop-Codon der LeOPR 1 -cDNA bzw. auf ein Stop-Codon im 5'-

nnlranslaticrten Bereich im olienen Leseiastci der LeOPRl hm Aminosäuren, die wahrend N-tcrmmaler

Sequenzierung durch Rdman-Abbau bestimmt wurden, sind unteistrichen.

In Datenbankvergleichen stellte sich heraus, dass die von der LeOPRLcDNA abgeleitete

Aminosäuresequenz zu 71.4 L identisch ist zu einer 12-Oxo-Phytodiensäure Reduktase

aus Â. thaliana. Daneben wurden weitere, mit LeOPRl verwandte Proteine aus Bakterien,

Hefen und Pflanzen im Rahmen der Datenbankanalysen gefunden. Darunter befindet sich

auch das "Old Yellovv Enzyme" (OYE). eine flavinabhängigc NADPH-Oxidoreduktase

aus 5. cerevisiae. die namensgebend für diese Familie homologer Proteine ist. Die

Aminosäurescquenzen von OYE-Homologen aus Bakterien. Pilzen und Pflanzen wurden

mit Hilfe des Programms ClustalX (Thompson et al. 1997) vergleichend

gegenübergestellt. Dasselbe Programm wurde zur Erstellung eines phylogenetischen

Stammbaums eingesetzt. Abbildung 23 zeigt einen solchen Stammbaum, in dem

ZxjOPRLverwandte Proteine verglichen wurden. Der Stammbaum verdeutlicht, dass die

OYE-homologcn Proteine aus Pflanzen eine relativ eng verwandte Gruppe bilden.

Ebenso bilden die Hefe-Proteine aus 5. cerevisiae und Kluyveromyces /actis eine Gruppe,

obwohl bemerkenswerterweise die OYE-Homologen aus Sclu'zosaccharomxces pombe
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weitaus weniger Ähnlichkeit mit den restlichen OYE-Homologen aus Hefen besitzen. Die

Proteinsequenzen der bakteriellen OYE-Homologen sind untereinander wesentlich

X.thnluinaOPR? C.rubium

\i. cloacae

V. pulidii

A.radiübaeler

S.pombe A

\. thaliana Ol'Rl

A. thaliana OPR2

„
C.roseus

V.un«uiculala

C. albicans

K.laetisKYHl

S. cerevisiae OYE3

S. cerevisiae OYEI

S. cerevisiae OYIÏ2

M.tlvrmoacetk
R.snbtilis

Abb. 23: Phylogenetischer Stammbaum der OYE-Famile

Die Aminosaurcscquenzcn LeOPR ! -\ env andter Proteine aus Bakterien. Hefen und Pflanzen wurden mit

dem Programm ClustalX verglichen. Anschliessend w urde die resultierende Gegenüberstellung mit dem

Programm TrceVicw (htlp://taxonomy.zoolog_\ .gla.ac.uk/rod/rod.html) als phylogenetischer

Stammbaum dargestellt. Die im Stammbaum enthaltenen Sequenzen wurden den Datenbanken

GcnBankund SwissProt entnommen (Zugriffsnummern in Klammern): Agrobacterium radiobacter

(Y13942), Pseudomonasputida (U37350). Escherichia coli (s\x\ssprol:P17258). Enterobacter cloacae

(U68759), Candida albicans (s\vissprot:P43084), Kluxveromxccs marxianus var. lactis

(swi.ssprot:P40942). S. cerevisiae OYE i. 2 + 3 (s\vissprot:Q02899; s\\issprot.Q03558;

swissprot:P41816), Scluzosaccharomyces pombe A + B (sY\issprot:Q09670; s\vissprot:Q09671),

Bacillus subtih s ( s\\ i ssprot:54524). Moorella thennoacetica i Y 16136). Lxcopcrsicon esculentum OPRl

(AJ24255J),Aro/w/(->/;wi thaliana 1,2 -'-3 1YIO6I-, U92460, AFI32212), Chcnopodium rubrum

(X94105), Catharanthus roseus (AI 00523"") und Vigna ungmailata (D83970).

divergenter, so dass lediglich die Proteine aus E. coli, E. cloacae, P. putida und A.

radiobacter eine zuammcngehörige Gruppe bilden. Zusätzlich zu dem phylogenetischen

Stammbaum wurde in Labelle 3 die prozentuale Übereinstimmung der Aminosäure¬

sequenzen der einzelnen Proteine untereinander zusammengefasst.
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Übereinstimmung (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 HUI 38 7 jO 3 72 3 72 3 68 5 60 7 68 r 30 9 30 9 3^3 30 S 30 fi 29 0 ?5 5 39 9 23 7 38 1 38 1 169 40 3 1 Atho an OPP1

2 \WEEß, 49 fa 70 8 -"t e 6«D 8 / 8o do 2^8 ^0 8 2b 00 °o8 3 3 ö 21 8 38 1 3/8 16 \ 30 4 2 A tha im OPR?

3 1 / 18 * 49 0 sO j 2-i b t T •>1 2 34 0 34 0 169 37 1 3 i\ tht ina OP^3

4 71 1 Rt, ^ R -A j2b ' fi ^0 8 o 8 30 1 i 2^ ï 3 ^ b7 180 38 c 4 Lésa le t t CPR

5 73 7 ö 96 ^0 ^ 2 H »8 1 37 8 1b6 30 8 S C ost, s

6 K3 ^ ? 0 ? 3 •= 40 3 40 0 186 41 1 6 V nqi c U i

7 1 ^ ^ i * 1 32^ 30 3 17 2 3ù î 7 Cr b

8 ? Q ^ 1 1) 3 q 2. 10 1 40 0 18b 11 1 8 V t gtahi

9 1 D 9 d "n 3 1 ^ 10 t 3?0 -3^ 183 30^ 9 b co s IG

10 81 90 'i 1 5 30 * 90 Q Q 3? 9 33 7 1 8 30 o 10 S cö evts ae2

11 9 » 7 1 a 2 189 31 o 3^-i 180 33 4 11 S cerev. s is3

12 *• 0 1 1 2 ^ Z 1 ^ 2^ 22* 11 7 24 i 12 S ponl "

13
Q <: L. ? 1 23 o „3 b 1 0 ^3 5 13 S|onbo \

14 h 40 ïâ£ 17 6 23 7 14 K ICtS

15 8 ?S8 28 2 17 ? t 0 15 C alb ca &

16 C 4^6 47 7 1d I 44 7 16 A nd oboe or

17 Z 7 23 8 183 21 o 17 Eis ills

18 87 7 19 ,> 49 0 18 E doicae

19 22 2 4a S 19 Ecoli

20 17 o 20 M thermoacetica

21 BHH 21 P p tida

10 11 12 13 14 15 16 17 13 19 20 21

Tab. 3: Pi o/cnlualc Übereinstimmung dci Sequenzen L<01'Rl-venvandtci Pioteine

Die m Abbildung 23 /m Bildun« ck s phv lo^tnttisclxn Stammbiums hei angezogenen Piottinsequen/en

winden mit dem Piogiamm Me a \li jii iLiscurcno Piogi înimp tket) \cigkichend gegtnubeigestellt und

ihic pi 07enu.nl o t ilxiLinstimmiinj /u 4k n nuit i en \ ti jlicheiun Piotemen dai gestellt Die

Zugiilisnummcin lui die einzelnen PioU msiqiiuizut konnui tus dti I egendi zm Abb 23 entnommen

weiden

3.6 Reinigung der 12-Oxo-PhUodiensäure Reduktase 1 von L.

esculentum nach Expression in Escherichia coli

Das offene Leseiastei von LeOPRl winde in den Fxpiessionsvcktoi pGEX-G (Goilach

und Schmid 1996) klonictt Diesei Vektoi kodieit fin eine Ghitathion-5 Tiansfeiase

(GST) im 5'-Beieich dci multiplen Klonieiungsstelle tin die zu exptimieiende cDNA Es

lesultieite cm Fusionspiotem aus LeOPRl mit N tcimmalem G ST-Anteil (GST-

LeOPRl). welches in L coli BL2J-7cllen expimueit winde Aus einem Litei

Bakteiienkultui konnten 64 mg Hisionspiotem dmch Alfinitatschiomatogiaphie

geiemigt weiden ZcOPRl winde dmch Behandlung mit dei Piolease Faktoi Xa, welche

den GS1 Anteil des Tusionspioteins abspaltet, tieisesctzt und dmch nochmalige

Affmitatschiomatogtaphic, gefolgt von emei Anionenaustauschchiomatogiaphie

(MonoQ), geiemigt (Abb 24) Die geieimgtc Pioteinitaktion (Abb 24, Spin 7) enthalt

zwei Polypeptide mit emei Masse von 43 und 29 kDa Das siosscie Peptid macht ca 75

% des Gesamtpiotems m dei Fiaktion aus und seme appaiente molekulaie Masse
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entspricht der für LeOPRl berechneten Masse von 42,414 kDa. Die Amino-termini beider

Polypeptide wurden mittels Edman-Abbau sequenziert (unterstrichen dargestellt in Abb.

22). Der N-terminus des 43 kDa-Polypcptids entspricht dem N-terminus von LeOPRl.

wohingegen der N-terminus des 29 kDa-Proteins innerhalb der LeOPRl-Sequenz liegt.

Es handelt sich somit um ein internes Spaltprodukt v on LeOPRl. Von OYE ist bekannt,

dass es im nativen Zustand als llomodimer vorliegt (Schopfer und Massey 1991).

Möglicherweise ist die Bildung von Heterodimeren beider Polypeptide die Ursache fur

die Co-Chromatographie beider Proteine wahrend der Affinitàts- und Anionen-

austauschchromatographie,

i s fi kDa

. 94

- 67

|- 43

30

21

Abb. 24: Reinigung von LeOPRl nach

Expression in E. coli

Die Reinigung ist anhand dieses SDS-

Pohacivlanudgels. gefaibt mit Coomassie

Bnlliant Blue R250, dokumenticil Dei

baklcnellc Rohc\liakt (1) winde durch

ZciUiiiugation in löslichen Ubcistand (2)

und Zellpellet (3) getrennt Die Spuicn 4-6

zeigen den Duichlaul, die Waschlraktion

und das Elual \ on der Gluathion-Sepharosc
Saule Spui 7 enthalt LeOPRl nach

Spaltung des Fusionspiotcms mit Fakloi

Xa und Reinigung über eine Glutathlon-

Sephaiose und Anionenaustauschersaule

(MonoQ) Dci molekulaie Protcinmaikcr

(M) cnhall Standardproteine milden

angesehenen Massen in Kilodalton.

3.7 Biochemische Charakterisierung von LeOPRl

Aufgrund der langjährigen Forschung an Old Yellow Enzyme sind eine Vielzahl von

Methoden zur biochemischen Charakterisierung von Flavoproteinen etabliert worden.

Einige dieser Methoden w urden nun angewandt, um auch LeOPRl als erstes pflanzliches

Old Yellow Enzmve-Homolog biochemisch zu charakterisieren und einige Eigenschaften

von LeOPRl denen des OYE vergleichend gegenüberzustellen.
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3.7.1 Absorptionsspektrum von LeOPRl

Alle daraufhin untersuchten OYEs sind Flavoproteine mit FMN als nicht kovalent

gebundenem Kofaktor. In wässriger Lösung weist oxidiertes FMN Absorptionsmaxima

bei 370 und 445 um auf. Diese Absorptionsmaxima werden durch Bindung von FMN an

ein Protein verschoben. GST-LeOPRl zeigt zwischen 300 und 850 mn das typische

Absorptionsspektrum eines Flavoproteins (Abb. 25). wobei die beiden

Absorptionsmaxima bei 385 nm und 465 nm als auch die kennzeichnende Schulter bei

ungefähr 490 nm charakteristisch fur Flavin-bindende Proteine sind.

Abb. 25: Absorptionsspektrum von

GST-LeOPRl

3.7.2 Katalytische Aktivität von LeOPRl

OPR aus A. thaliana katalysiert die Reduktion des potentiellen Substrats 12-Oxo-

Phytodiensäure unter Oxidation von NADPF1 als Cosubstrat. wobei die zu reduzierende

Doppelbindung in «,ß-Position zu einer Carbonylgruppe liegt. Auch für OYE ist bekannt,

dass es Verbindungen als Substrate akzeptiert, die eine Doppelbindung in a,ß-Position zu

einer Carbonylgruppe besitzen (Schopfer und Massey 1991 : Stott et al. 1993: Vaz et al.

1995).
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Für LeOPRl, sowie für GST-LeOPRl konnte gezeigt werden, dass NADPH in

Gegenwart von molekularem Sauerstoff oxidiert wird, d. h. das Enzym besitzt eine

sogenannte Diaphoraseaktivitat (Daten nicht gezeigt). Die Oxidationsrate von NADPEI

war jedoch bei Einsatz von a,ß-ungesattigten CarbonylVerbindungen beschleunigt.

Sauerstoff ist also ein relativ schlechter, alternativer Elektronenakzeptor für Z,eOPRl. Um

die Übertragung der Elektronen von NADPH auf Sauerstoff wahrend der kinetischen

Untersuchungen weitgehend zu unterbinden, wurden che Aktivitatstests in Anwesenheit

des Sauerstoff-konsumiereiidcn Glukose/Glukoseoxidase Systems durchgeführt. Hierbei

wird durch die Glukoseoxidase-Aktivitat Glukose zu Glukonat oxidiert, wobei Sauerstoff

zu Wasserstoffperoxid reduzieit wird.

Apparente KM~ und Ârcat-Werte fur v erschiedene a,ß-nngcsättigte Carbonylverbindungen

wurden in "steady state"-kmetischen Analysen ermittelt und sind in Tabelle 4

zusammengefasst. Eine Reihe von a,ß-ungesattiglen Carbonylverbindungen

unterschiedlicher Struktur wurden von GST-LeOPR 1 als Substrat akzeptiert. Die höchste

katalytische Effizienz wurde fur A'~Eth\lmaleimid erreicht. Die planare 5-Rmgstruktur

und die Lage semer Substitiienlcn ahnein sehr der Cvclopentenon-Struktur, wie sie in 12-

Oxo-Phytodiensaure, dem Substrat von A/OPR, dem OYE-Homolog aus A. thaliana.

vorliegt. 12-Oxo-Phytodiensaure ( 1-Cyclopenten-l-Oktansaure. 4-Oxo-5-(2-pentenyl)-

( I S-( 1 a, 5a(Z))); Cayman Chemical, Ann Arbor. MI) wurde von GST-LeOPRl mit einer

relativ hohen katalytischen Effizienz (Lcat''KM) von 0.62 uVT'x s-1 reduziert, LeOPRl

repräsentiert damit nachweislich eine OPR aus Tomate. Maleinsäure stellt fur GST-

LeOPRl ein relativ gutes Substrat dar. dagegen wird die trans -isomere Fumarsäure von

GST-LeOPRl nicht als Substiat akzeptiert. Die katah tischen Effizienzen für alle anderen

untersuchten Substrate sind sehr gering (siehe Tab. 4). Zusammenfassend kann man aus

dem Vergleich der experimentell bestimmten katahtischen Parameter schliessen, class

neben dem essentiellen Strukturelement auch der Substituent am ß-C-Atom von grossem

Einfluss auf die Substraterkennung ist (vgl. /ra//v-Hex-2»enal. /1re/7w-Dodec-2-enal.

Zimtaldehyd und Fumarsäure).
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fra//.s-Hex-2-enala 2200 4,6

Zimtaldehycf 570 6,9
trcms-Dodec-2-e\ialA 250 11,3

Cyclohex-2-enona 1310 0.7

A~Ethylmaleimidc 8 29

Maleinsäure 47 13.8

12-Oxo-Phytodiensaiire 15 15.5

Fumarsäure'1 k.r. k.r.

Cumarin'1 k.r. k.r.

Substrat KM(uM) ^Cat(s"J) kcJKM(\jM~l x s^1)

0.002

0,012

0.045

0.001

3,63

0.29

0.62

a,b,c,d pjg Ansätze enthielten GST-OPR in einer Konzentration von

72,5a,7,25b, 0,725e, oder 30(1 nM; k.r.= keine Reaktion

Tab. 4: Kinetische Eigenschaften v on LeOPRl

Appaientc kinetische Konstanten winden m 'stcad\-state"-kinetischen Expci unenten ermittelt.

Die E\pen mente wuiden in 1 ml IOOmMKPP.pH7.0. mitü.l '/cTnton X-100,200 uM NADPH.

20 mM Glukose und 10 Einheiten Glukose Oxidase bei konstant 2S °C durch gefühlt.

3.7.3 Ausbildung von Ladungstransfer-Komplexen zwischen LeOPRl und para-

substituierten phenolischen Liganden

LeOPR I und GST-LeOPR 1 wurden mit einer Reihe v on /ic/m-substituierten phenolischen

Liganden titriert um die Fähigkeit des Proteins zur Ausbildung von Ladungstransfer-

Komplexen (sog. "Charge Transler Complexes": CT-Komplexe) zu untersuchen, wie sie

sich auch bei OYE zeigen (Abramovitz und Massey 1976a). Abbildung 26 zeigt ein

repräsentatives Titrationsexperimcnt von GST-LeOPRl mit/wra-Chlorophenol. Durch

Zugabe des Liganden zu LeOPRl entwickelt sich ein neues Absorptionsmaximum bei

608 nm als Funktion der Ligandcnkonzcntration. Gleichzeitig treten spektrale

Veränderungen des Flavinspektriims von 380 bis 500 nm und 320 bis 370 nm auf. Die

spektralen Eigenschaften der Cf-Komplexe. die sich bei der Titration von LeOPRl mit

diversen priw-substiuiierten phenolischen Liganden ausbilden, sowie deren

Dissoziationskonstanten. sind in Tabelle 5 zustnmengefasst. Die Dissozialionskonstanten

der CT~Komple\e sind mit Ausnahme von p-KresoI fur LeOPRl kleiner als für GST-

LeOPRl
.
beide Proteine zeigen jedoch ähnliche Absorptionsmaxima der CT-Komplexe.

Aus der Tabelle geht hervor, dass che Dissoziationskonstante des CT-Komplexes mit dem
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Abb. 26: Titration von LeOPRl mit />ara-Chlorophenol
LeOPRl (6nM) winde milpaia Chloiophenol titiiut und zwischen |edei Zugabe von Ligand winde ein

Absoiptionsspcktuim v on ^00 8^0 nm aul genommen Dci Pteil zeigt das Absoiptionsmaximum des CT-

Komplexes an Dei Emschub /eist die \tisbildung des Cl Komplexes als Punktion dei

Ligandcnkonzcnlialion woiausdic Disso/iationskonstanU lui den 1 isandcn eimittelt winde

p7Cd-Weitdes phenolischen Liganden koricheit weiden kann, eine Ausnahme bildet dabei

lediglich/>Fluoiophenol Dies deutetdaiauf hm.dass dei Ligand als Phenolat-Anion und

nicht in seinei undissoziieitcn Foim an das aktive Zentium von LeOPRl bindet und

daduich das Phenolat Anion als Ladungs-Donoi und das Flav m als Ladungs-Akzeptoi bei

dei Ausbildung des CT-Komple\es agiert Zwischen den Absoiptionsmaxuna dei CT-

1 ig and pA,1 o XuhiMJ k fmnl e [M 'cm '] Enzym

p Kicsol 10 Y o ro 1060 620 1300 GST OPR

1280 620 1200 /<iOPR

p Mclhoxyphenol 102 0 268 o-^o 6» 2100 GST OPR

680 610 2000 LeOPR

p 1 luoiophtnol 9 4Î 0 062 y-'SO 600 9S0 GST OPR

2040 600 SSO LeOPR

/) Chloioplunol 0 n 0 22" 910 620 2400 GSI OPR

2y() 60S 2100 LeOPR

p H) diowicctophcnoii S(b OS ]6 90 1 Y1 1S00 GST OPR

21 ->40 2S00 / eOPR

p Il)dio\vbcii7ikldi\d 7 62 0 216 21 s 12 4100 GS! OPR

12 Yf 3100 LeOPR

p Nitiophcnol 7 IS 0 778 8S S30 1800 GST OPR

S S30 4000 LeOPR

phenohsche pL Wei te w ic bei lebtet in \biamov it/ und Masscv ( 1976)
°Hammctt /w/a-Konstante a wie beuchtet in Tatfe (1951) und Hansen etat (1991)

Tab. 5: Titration v on LeOPRl und GS 1 -LeOPRl mit/wra-subshtmerk-n phenolischen Liganden
Wählend dei lilialion von Li OPRl und OST-LeOPRl (|c h n\l) mit den angegebenen paia-

substituieiten Phenolen winden vbsoiptionsspektien aufgenommen Die Absoiplionsmaxima (k) des

Cl komplexes die mobilen Extinktionskoellizicnten (t) dei CT Komplexe und che

Disso/ialionskonstanlen (kD) winden eimittelt und sind angesehen
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Komplexe und der Hammett /?öra-Konstanten (ap) des phenolischen Liganden konnte

eine lineare Beziehung beobachtet werden (Abb. 27). Aus der beobachteten

Parallel Verschiebung der Geraden wird deutlich, dass im Falle von OYE im Vergleich zu

OPR das LmaA der Ladiingsubertragiing fur einen gegebenen Figanden zu einer grösseren

Wellenlänge verschoben ist. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die Ligandenbindung

an OYE zu einer günstigeren Orbitalubcrlappung fuhrt, und dadurch bedingt zu einer

Verringerung derEnergiedifferenz des CF-Eberganaes.

s
p

Ol 0 2 0 0 0 2

Hammett paranuclei o

Abb. 27: Korrelation des Absorprionsinaximums
des CT-Komplexcs mit der Hammett para-

Konstanten der verwendeten Liganden
Die Wcllenzahlen der Absoipüonsmaxima der CT-

komplexc winden mit dci Hammett para-

Konstanten (ap) des icwciligen Liganden m

Relation gesetzt Die vci wendeten Eigandcn mit

ihren o -Konstanten waren (wie beschneben m

Tatfe ( IW) und Hansen et al (1991)):

p-Mclho\v phenol (-0.268)./;-Mcthvlphenol

(-0,170),/i-l luoiophcnol (0,062),

p-\Ivdioxv benzaldeh)d (0,216),/'-chlorophcnol

f0.227)./>Hvelio\yacctophenon(0,£)16) und

/7-Nitiophenol (0778). Die Daten [ur LeOPRl

(siehe Tabelle 5) sind dmch Diciecke und iur OYE

i \biamovilz und Massev 1976b) dutch Quadiatc

gekennzeichnet. Mit Hilfe des Piogiamms

SigmaPlot (Tandel Scientific) winden die linearen

Rcgressionsgeiaden iur LeOPRl (gestnchelte
I inte) und OYE (duichgezogenc Linie) bcicchnel.

3.7.4 Photoreduktion der LeOPRl

Zur Photoreduktion des protemgebimdenen Flavin-Kofaktors wurde GST-LeOPRl unter

anacroben Bedingungen mit vv eissem Licht bestrahlt, vvobei EDTA als Elektronen-Donor

verwendet wurde (Abb. 28). Anfänglich war eine Abnahme der Absorption bei 465 nm

bei gleichzeitigem Anstieg der Absorption bei 380 nm zu beobachten. Dies deutet auf die

Bildung des "roten", anionischen Flavmscmichinons hin. Unter der Annahme, dass das

Flavinsemichinon die einzige Flav mspezies ist. die bei 380 nm absorbiert, konnte man

einen Extinktionskoeffizienten fur das Semichinon von f ^o= 12900 VE1 cm"1 ermitteln.

Dieser Extinktionskoeffizient liegt im gleichen Bereich wie der fur das OYE beobachtete

Flavinsemichinon (Stewart und Massev 1985). Nach der Bildung des Flavinsemichinons
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Abb. 28: Photoreduktion von LeOPRl

LeOPRl winde unter anaeroben Bedingungen mit

Weisshchl (7S0 umol m 2s ') bestiahlt Zu

lolgcndcn Zeitpunkten winde ein

\bsoiptionsspektium von 300 bis 7S0 nm

aufgenommen OMin (a), 20 Min (b),

45 Mm (c),8SMm (d) und 180 Mm (e) Dci

Emscliub zeigt die Absoiplion bei 380 nm als

Punktion dei Illummaüonsdauci DieExtiapolalion
dei beiden Regicssionsaeiadcn eilaubl die

Schätzung bis zu welchem Gtad das

Flavinscmiehmon Anion dm eh LeOPRl stabilisier

w u el

«Kl RIO Yll «0
"

)

wurde der FMN Kofaktor durch weitere Bestrahlung vollständig reduziert. Durch

Extrapolation (Abb. 28. Einschub) lasst sich der Anteil des Flavinradikals, das wahrend

der Photoreduktion gebildet und durch LeOPRl stabilisiert wurde, zu ca. 80 % ermitteln.

Bei Anwesenheit des Elektionenmediators Methy Biologen (0,5 }iM) konnte keine

Stabilisierung des l lavmsemichmons festgestellt werden. Dies deutet darauf hin. dass das

Semichinon im Fall von LeOPRl kinetisch und nicht thermodynamisch stabilisiert ist.

3.7.5 "Stopped Flow" Experimente

Mit Hilfe der "Stopped Flow" Methode wurde che Geschwindigkeit der Reduktion des

LeOPRl-gebundenen Flavin-Kofaktors durch NADPH als auch die der Reoxidation des

reduzierten FMN durch die beiden artiliziellen Substrate /V-Etliylmaleimid und trans-

Dodec-2-enal bestimmt. Die Reduktion des FMN-Kofaktors durch NADPH (Abb. 29)

zeigte einen hyperbolischen Verlauf, der durch eine Michaehs-Menten Gleichung

beschrieben werden konnte. Em Fit zu den experimentellen Daten ergab cm V1MX von

36,2 s~' und einen KM-Wert fur NADPH von 45.7 u.M. Die Geschwindigkeit der

Reduktion ist im Veigleich zu OYE ca. 7 mal schneller (Vnm OYE= 5,1 s"1; (Brown et

cd. 1998)). hier müssen also deutliche Unteischiede in der Bindung von NADPH an das

katalvtische Zend um \ on LeOPR I und OYE v oiheaen.
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Abb. 29: Reduktionsrate des LeOPRl-

Kofaktors durch NADPH

t'ntci anaciobcn Bedingungen winde GST

LOPRI1x mil imtciscbicdlichen NADPH

kon/entiationen leduzicit Die

Geschwindigkeit dei Reduktion winde mit

Hillc emei Stopped How Appaiatui
eimittelt indem nach dem Mischen von

Piotem und Co Substiat m 0 8 Millisekunden

Inten tllen Vbsoiptionsspckticn/wischen300
und ~i0 nm bis zm vollständigen Reduktion

des kolaktois aufgenommen winden Zm

Beicehnun^ dei \nnx und Ä"M Weite winde

dis Pio_n mim SigmaPlot (Tandtl Scicntitie)

veiwcndel Mcsspunkte sind mit (O), dei Fit

mit {%) gekennzeichnet

Die Geschwindigkeit dei Reoxtdation des mit NADPH icduzieiten Flavin Kofaktois

chuch che beiden Substrate V-Eth\lmaleimid und t/ans Dodec 2 enal winde ebenfalls

untei anaeioben Bedingungen duichgetuhit (lab 6) Die Oxidationsiate fui N-

Ethylmalennid (50 pM) betragt ca ^00 s
'
und fui r/c7//s-Dodec-2-enal (200 iiM) ca 150

s
[

Verglichen mit dei /cied 06 s l) ist che Oxidation des FMN dmch das Substiat (N-

Ethylmalennid bzw tians Dodec 2 enal) ca 5-10 mal schnellet Das bedeutet, dass die

Reduktion des FMN dmch NADPH den geschwindigkeitsbestimmenden Schutt im

katahtischen Gesamtpio/ess darstellt

N Etlnlmaleimid /7<7»y-Dodec-2-enal

/Lvx(^) soo 150

/e(M 'S1) 6 106 7,5 >105

Tab. 6: Oxidation des UVIN Kotaktois dmch aitih/iellc Substiate

Unlei anaeioben Bcdinsimsen winde GS1 LeOPRl ,u| mit den utili/icllen Substialen N Lthvlmaleimid

und tians Dodee, 2 cnal oxidicit Die Geschwindigkeit dei Oxidation des FMN kolaktois winde mit Hiltc

eines Stopped How Tnstiumcnts vcilolsl indem nach dem Mischen des Piolems und des Subsliats m 0 8

Millisekunden Intcnallen Absoiplionsspckticn zwischen HTO und 7S0 nm bis /ui vollständigen Oxidation

des 1 MN aulgenommen winden 7m Bcieclmuns dei OxiehSionsgeschwmdigkeiL km (s '), sowie dei

bimolekulaien Rcaktionskonstmte zwutet Oidnuiu LM 's1) winde das Piogiamm SigmaPlot venven

del
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3.7.6 Stereospezifitat von LeOPRl

Von den 3 OPR-fsoenzymen, die bisher aus A. thaliana isoliert wurden, akzeptiert nur

eines (A/OPR3) die m-(+)-OPDA als Substrat (Schaller und Weiler 1997b: Biesgen und

Weiler 1999; Schaller et al. 2000). Wie aus Abbildung 30 hervorgeht, resultieren aus den

2 Stereozentren der I2-O\o-Ph\todicnsaure (OPDA) 4 Stereoisomere, von denen

ausschliesslich <-7v(+)-12-Oxo-Ph>todiensaure (OPDA) die Vorstufe biologisch aktiver

Jasmonsaure ((+)-7-iso-Jasmonsaure) darstellt.

(/V(+>-OPDA //,///>-(4LOPDA

( /.>-(- )-OIT)A //;///)-(-VOPDA

Abb. 30: Die 4 Stereoisomere von 12-O\o-Ph>todiensäurc (OPDA)

Die Bestimmung der Stereospezifitat v on LeOPR l wurde im Labor von Prof. E.W. Weiler

an der Ruhr-Universitat Bochum v on Dr. Florian Schaller mit Hilfe Chiraler Kapillar GC-

MS durchgeführt. Die Analyse basiert auf der Auftrennung der Stereoisomere von OPDA

in einem Gaschromalographen unter Verwendung einer duralen Säule und nachfolgender

Analyse der Produkte mittels Massenspektrometrie (Schaller et al. 1998). Das Ergebnis

der Untersuchungen ist m Abbildung 31 dargestellt. In einem Kontrollexperiment wurde

ein razemisches Gemisch aus evv(+)- und c/j(-)-OPDA analysiert (A). Im zweiten

Experiment wurde dem Razcmat LeOPRl zugesetzt und 30 Min. bei 25 °C inkubiert. Bei

der Analyse der Edukte bzw. Produkte stellte sich heraus, dass lediglich m(-)-OPC-8:0

(3-Öxo-2(2'iZ]-Pentenyl)-C\dopentan-l-Oktansairre) aus ra(-)~OPDA gebildet wurde

(B, C und D). Das Substrat der LeOPR 1 ist also asGYOVlAA: m(+)-OPDA, die Vorstufe

biologisch aktiver lasmonsaure. w urde nicht umgesetzt.
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Abb. 31: Analvse der LeOPRl Stereospezifitat mit Chiralcr Kapillar (iC-MS

Als Substiat fui feOPRl (0 7S mg] winde ia/einisehe eiiii) OPD\ (0 1 mM) eingesetzt Nach 30Mm

Inkubation bei 2 S °C wuiden die Reaktionspioduktc aus dem Rcaktionsansat/ cxtiahicil und mit Hill e v on

Chnalci Kapilku GC \1S anahsieit (B) AlsKonliollcxpciiment winde dei gleiche Reakiionsansat/ ohne

Inkubation mit LeOPRl anahsieit (A) Das Substiat < is{ ) OPD \ (C) und das Piodukt ces( ) OPC 80(D)

wuiden mittels Llektioncmmpact (70 cV) Masscnspcktionictiic identihzicit (Schallei et al 1998)
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3.8 Strukturaufklärung von LeOPRl

Seit der ersten Reinigung von Old Yellow Enzyme durch Otto Warburg (Warburg und

Christian 1932) wurde eine grosse Zahl biochemischer Daten über OYE gesammelt. Mit

der Aufklärung seiner Struktur im Jahre 1994 (Fox und Karplus 1994) war man in der

Lage, die Position des Liganden p-Hyclro\\benzaldehyd im aktiven Zentrum relativ zum

Kofaktor FMN und die an der Ligandcn-Bindung beteiligten Aminosäuren festzustellen.

Aufgrund der teilweise unterschiedlichen Eigenschaften zwischen OYE und LeOPRl

sollte versucht werden, durch die Strukturaufklariing von LeOPRl nähere Einblicke in

das aktive Zentrum des Tomatenenzyms bei der Bindung von Liganden bzw. des

Substrats 12-Oxo-Phytodiensaure zu erhalten. Die Arbeiten zur Kristallisation von

LeOPRl wurden im Labor von Prof. R. Huber am Max-Planck Institut für Biochemie in

Martinsried von Constanze Brcithaupt unter Anleitung von Dr. Tim Clausen

durchgeführt.

3.8.1 Mutagenese der LeOPRl

Wie bereits in Kapitel 3.6 ernannt und in Abbildung 24 dargestellt, weist die

Proteinfraktion nach Anionenaustausch-Chromatographie zur Reinigung von LeOPRl

immer noch 2 Polypeplid-Bandcn auf, v on denen das 43 kDa-Polypeptid den N-terminus

der LeOPRl und die kleinere 29 kDa-Bande ein internes Spaltprodukt von LeOPRl

darstellte. Versuche, ca. 5 mg dieser Protemfraktion zu kristallisieren scheiterten, da die

Préparation offenbar nicht homogen genug war.

Der Aminoterminus des internen LeOPRl-Spaltprodukts (Abb. 22) zeigte, dass die

Spaltung C-termmal einer basischen Aminosäure (Arg 142) auftrat. Um eine

proteolytische Spaltung an dieser Stelle zu unterbinden, wurde dieses Arginin 142 gegen

Methionin ausgetauscht (R 142M). Da Arg 142 in einem innerhalb der OYE-Eamilie nicht

konservierten Bereich hegt, wai eine Veränderung der Enzymaktivitat nicht zu erwarten,

was in "steady state" kinetischen Anahsen mit LeOPRl RI42M und Zimtaldehyd als

Substrat bestätigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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3.8.2 Expression von LeOPRl R142M

Nach Ubeiprufung dei cDNA und Vciifizieiung dei Mutation duich DNA-Sequenzieiung

winde die LeOPRl R142M Mutante (ZeOPR4nit ) als N-teimmales GST-Fusionspiotem

m E 60//BL2J-Zellen expiimieit und aus bakteriellen Fxüakten geiemigt (Abb 32). Aus

einem Litei Bakteiienkultui konnten ca 50 mg GS1-ZeOPRlmt dmch Affinitats-

chiomatogiaphie geiemigt weiden Dmch Behandlung des Fnsionspiotems mit dei

Protease Eaktoi Xa wurde dci N-teiminale GS 1-Anteil abgespalten. LeOPR 1
rat

wurde

dann dmch erneute Affnutatschiomalogiaphie und nachfolgender. Anionenaustausch-

chromatogiaphie bis zur Homogenität geiemigt (Abb 32. Spur 6). Von dieser

Piotemlosnng winden ca 8 mg dei Knstallisation durch Di Tim Clausen am Max-Planck

Institut fui Biochemie m Maitmsiied zugeführt.

3 4 M kDa

- i)4

- 67

- <n

- 30

- oi

6 M kDa

^Hj^ - 94

jjip. - 67

<ÜÜ » - 43

• _ W

Abb. 32: Reinigung \on LeOPRl R142M nach Expression m E coli BL21-Zeli.cn

Die Reinigung ist anhand dieses SDS Polvauvlamidgcls pel ai bt mit Coomassie Biilhant Blue R250

dokumcntieit Dci baktcnclle Rohextiakt ( 11 winde dmch 7cntiilugation in Zellsediment (2) und löslichen

Ubcistand (3) gelicnnl Die Sputen -LS zeigen den Duichlaut und das Eluat von dei Glulalhion-Sephaiose
Saule Spul 6 cntlnlt LeOPRl nach Sp iltung des 1 usionspioteins mit baktoi \a und nochmahgei
Reinigung ubei eine Glutalhion Sephaiose Saule mu naehlolerendei \nionenaustauschchiomalogiaphie
(MonoQ) Dei molekulaie Piotemmukei (\1 BioRad) enthalt Standaidpioteme mit den angegebenen
Massen in Kilodalton In den Sputen 1 4 winden icueils I 50000 in Spin S ca 1/5000 und m Spin 6 ca

1/1000 des Gesamtpiotems autgetiennt
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3.8.3 Kristallisation und Aufklärung der 3-dimensionalen Struktur von LeOPRl

R142M

Unter 168 getesteten Bedingungen wurde eine einzige gefunden, unter der sich

Mikrokristalle bildeten (Tim Clausen, persönliche Mitteilung). Nach ca. 4 Wochen waren

die Kristalle für eine Röntgenstrukturanalyse geeignet, die von Clausen und Mitarbeitern

am Synchrotron in Hamburg durchgeführt wurde. Im Rahmen dieser Analyse konnte die

Struktur von LeOPR 1
mt

mit einer Auflösung von l ,9 A aufgeklärt werden. AbbiIdung 33

zeigt ein Bild der 3-dimensionalen Struktur von Z,eOPRlmt. Es handelt sich hierbei um

eine sogenannte "a.ß-barrer'-Struktur. bei der die (VFaltblätter, durch cx-Helices

unterbrochen, in antiparalleler Ausrichtung das katalytische Zentrum "auskleiden". Der

FMN-Kofaktor des Enzyms ist im katalvtischen Zentrum deutlich zu erkennen. Die

Aufklärung weiterer Strukturen von LeOPRmt ist in Vorbereitung, in denen das Protein

mit den Liganden /ra//.s-Dodec-2-enal und /wra-Hydroxybenzaldehyd. wie auch mit dem

Cosubstrat NADPH und dem Substrat OPDA komplexiert ist. Zum Zeitpunkt des

Abb. 33: Kristallstruktur von LeOPRlmt
Die 3-dmicrisiotmle Struktur von LeOPR lml tint dem im katalvtischen Zentrum gebundenen FMN-Kofaktor

ist hier gezeigt.
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Verfassens dieser Arbeit sind die mit mmv-Dodec-2-enal, /wra-Hydroxybenzaldehyd

und OPDA komplexierten Strukturen erfolgreich analysiert worden und werden

gegenwärtig am Computer berechnet (Tim Clausen, persönliche Mitteilung).

3.8 ÖPR-Isoenzyme aus L. esculentum

3.8.1 Analyse von Tomaten ESTs

Um weitere ÖPR-Isoenzyme aus L. esculentum zu identifizeren, wurde in EST-

Datenbanken ein Aminosäuresequenzvergleich (Programm Blast) mit LeOPRl als

Matrize durchgeführt. Insgesamt 6 EST-Klone wurden identifiziert, die für zwei weitere

OPR-Isoenzyme aus Tomate zu kodieren scheinen (Tabelle 7). Einer dieser ESTs war

einzigartig (LeOPR2) während die verbleibenden fünf in den überlappenden Bereichen

identisch waren (LeOPR3. Tab. 7).

LeOPR2: EST275940 cDNA Klon cLEC36F8

LeOPR3: EST279187

EST268087

EST245043

EST246270

EST286138

cDNAKloncLEC31Pl6

cDNA Klon cLED34N8

cDNAKloncLEDHN13

cDNA Klon cLED19N8

cDNAKloncEET23G8

Tab. 7: EST-Klone mit Ahnlicbkcit zu LeOPRl und deren Zuordnung
Die im Rahmen eines Scc]iienzdalenbank\eigleichs mit der LeOPR 1-cDNA als Matrize identifizierten

ESTs wurden mit dem Progiamm See]\lan zwei Klassen zugeordnet, die zwei neuen OPR-Isoformen -

LeOPR2 und LLOPR3 - zu cntspiechcn scheinen.

3.8.2 Ampliükation der 5-Enden der cDNAs von LeOPR2 und LeOPR3

Keiner der EST-Klone enthielt die vollständige cDNA. Daher wurde für beide Z^eOPR

Isoenzyme. LeOPR2 und LeOPR3. die cDNA mit Hilfe des Smart RACE cDNA
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Amplification Kit (Clontech) vom Stop Codon bis zum 5 Ende amphfizieit und in den

Vektoi TOP02 1 subkloniert Um eine fehlei hafte Inkorporation vet cmzeltei Nukleotide

auszuschhessen, winde |ede RACE PCR diei mal ausgetuhit und die subklonieiten

Piodukte sequenzieit Wählend die Ampliftkation dei 7eOPR3 cDNA problemlos war

licfcite die RAC1 PCR fur / eOPR2 nur sein kleine Mengen des Piodukts mit einei

ci walteten Glosse von ca I 4 kb ( Abb 34) Dennoch wai die Klonieumg beidei cDNAs

m den Vektoi TOP02 1 erfolgreich wie durch Sequenzanalyse dei subklonieiten PCR

Piodukte bestätigt weiden konnte Die erhaltenen cDNA Sequenzen winden am

Computei mit den beieits von den ESI s bekannten Sequenzen des 3 untianslatieiten

Bereichs vetvollstandigt

Abb 34: RACL-PCR/m Amphtikation dci 5 -Puden von

7tOPR2undZtOPR3

Die Vmplilikitioncki v hidenv in LeOPRl und LeOPRl winde

mit dein Nmitt R VC L cDN \ \mphlicition Kit (Clontech)

dincheeluhit im \hquot ledesRcaktionsnisalzcs wuidcincincm

A jaiosecel aufscticnnlund untci UV I ichtlotognphicit l PCR

Piodukt LcOPR2 2 PCR Piodukt LeOPR3 M molckulaici

DN\ \hikci

Abbildung 35 zeigt die komplette cDNA Sequenz von /cOPR2 von 1463 Bascnpaaren

Das offene Leseiastei mit dem Statt Codon in Position 15} enthalt 1065 Basenpaaie, die

tm ein Piotem emei er rechneten Masse von 39426 Da kodieren Im Stop Codon im 5

untianslatieiten Beieich ( IAA Position 129) im Leseiastei dei LeOPR2 weist daiauf hin

dass das ei wähnte Start Codon tatsächlich den Translationsstait maikrert

Abbildung 36 zeigt che cDNA Sequenz von LeOPR3 Die vollständige cDNA Sequenz

ist 1560 Basenpaaie laus das offene Leseiastei mit dem ATG in Position 93 ist 1188

Basenpaaie lang und kodieit hu em Piotem mit einei kalkulieren Masse von 43525 Da

Das Stop Codon in Position 64 (IAA) liegt im Leseiastei dei 7eOPR3 Hierduich wnd

deutlich dass das ATCt m Position 93 den Tianslationsstait maikicit
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Abb. 35: cDNA-Sequenz von LeOVRl

Die vollständige cDNA-Scqucn/ \ on LeOPRl, bestehend aus dem Produkt der RACE PCR und EST

275940 am 3'-Endo, sou ic die daraus abgeleitete Aminosauresequcn/ ist gezeigt. Sterne weisen auf Stop-
Codons der IeOPR2-cDNA bzw des V-imtranslaUciten Bereichs im offenen Lcscrastci der LeOPR2 hin.

Der Pfeil markieit den gcnspcziiischcn Pnmer zur Amplifikalion des 5" Endes der cDNA.
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Abb. 36: cDNA-Sequenz von LeOl'R3

Die komplette eDNA-Seeiuenz y on LeOPR3. bestehend aus dem Produkt der RACE PCR und der

Sequenz von RST 245043 am 3'-Endc. mit der daraus abgeleiteten Ammosaurescquenz ist hier

dargestellt Die Steine maikieren Stop-Coelons der LeOPR ^-cDNA b/Y\ des 5'-untranslalierten Bereichs

im olienen Leseraster der LeOPRG Dci PI eil gibt die Lage des genspezifischcn Pnmcis zm

Amplifikalion des 5 '-Eneles dei cDXA an Ammosauien, die w ahiend N-tciminalcr Scquenziciung durch

Eclman-Abbau identilizieit wurelen. sind untcistiichcn.
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3.8.3 Vergleichende Aminosäuresequenzanalyse von LeOPR2 und LeOPR3

Mit allen bekannten OPR-Isoenzymen aus L esculentum und A thaliana, sowie mit den

3 Hefe-Homologen OYb I 3 wurde mit dem Piogiamm ClustalW (Laseigene

Programmpaket) eine vergleichende Aininosautesequenzanalyse durchgefühlt

Abbildung M zeigt den Veigleich det Amrosautesequen7en dieser Proteine Die

Gegenüberstellung demonstucit die giosse Ähnlichkeit dei Proteine untereinandet Sie

7eigt Regionen extrem höhet Ähnlichkeit, z B. \on Aminosäure 182 bis 250 und 352 bis

400 der Consensussequenz Fbenso sind Regionen giosseici Divcigcnz, z.B. von

Amrnosaure 138 bis 161 und 301 bis 320 dei Consensussequenz erkennbat.
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Abb. 37: Vergleich der Aminosäuresequenzen von OPR Isocnzymen aus L. esculentum und A.

thaliana, sowie OYE 1-3

Die Scqucn/en von LeOPRl (A.1242551), Z,eOPR2 (AÏ27833I), AeOPRG (AJ278332), A/OPR1

(Y10617). A/OPR2 (U92460). A/OPR3 (AF1322I2), OYEI CQ02899), OYE2 (Q03558) und OYE3

(PP4I8I6) winden mit dem Piogiamm ClustalW (laseigene Piogrammpakel) vergleichend

gegcnubeigestellt Die Aminosauien, die in 5 odet mehr dei \eiglichencn Sequenzen identisch sind,

wurden schwätz hinLcilegt Aminosäuren, die an der Bindung \on Liganden beteiligt sind, winden mit

(• ), dic|cnigen Aminosäuren, welche möglicherweise an elci Stabilisierung des Flavin Semichmons

beteiligt sind, winden mit () maikicit Die Consensussequcn/ (Maioiitat) zeigt bei mind. 5 identischen

Aminosäuren pio Position die entspiechenele \minosaiiic, andeintalls einen Punkt. Lucken m dei

Gegenüberstellung sind durch Striche gekennzeichnet

Aminosäuren, die m OYEI an der Bindung des Liganden beteiligt sind, sind mit

Ausnahme von LcOPR2 in allen verglichenen Homologen konserviert. Aminosäuren, die

möglicherweise bei der Stabilisierung des Flavin Semichinons (Fox und Karplus 1994)

eine Rolle sprelen, sind in allen \ crglichenen Homologen funktionell konserviert. Tabelle

8 zeigt die prozentuale Ähnlichkeit \on 73.7 % zwischen den OPR3-Tsoenzymen aus A.

thaliana und E. esculentum, wohingegen die Übereinstimmung zwischen Z,cOPR3 und

LeOPRl bzw. LeOPR2 nur etwa 50 % beträgt. Die Beziehung der beiden OPR3-

Tsoenzymc wird anhand des phylogenetischen Stammbaums in Abbildung 38

veranschaulicht. Wie zu erkennen ist. bilden LcOPR3 und A/OPR3 einen eigenen Zweig

im Stammbaum, wohingegen LeOPRl naher \erwandt ist zu ArOPRl und AtOVRl.

LeOPRl bildet einen eigenen Zw eig. hier wurde bisher kein entsprechendes Arabidopsis-

Homolog gefunden. Die Hefe Proteine bilden wiederum eine eigene Gruppe innerhalb

derer sich OYF3 deutlich von OYEI und OYE2 absetzt.

Übereinstimmung (%)

L esculentum OPR1

,
L esculentum OPR2

L esculentum OPR3

A thaliana OPR1

A thaliana OPR2

'

A thaliana OPR3

i S cerevisiae OYE1

S cerevisiae OYE2

S cerevisiae OYE3

Tab. 8: Ähnlichkeit der OPR-Isoeimme aus L. esculentum und A. thaliana sowie OYE 1-3

Die Ubeici nstimmung dei Aminosauicsequcnzen aus Abbildung 37 isthiei label] an seh dai gestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 JJHI 50 3 53 1 72 3 70 8 47 7 31 8 32 6 32.6 1

2 40 2 49 7 49 2 41 6 28 1 29 2 30 1 2

3 52 7 52 8 73 7

50 3

49 6

na

29 8

30 9

29 2

30 2

30 3 29 0

30 9 32 3

29 8 30 6

30 7 29 7

3

4 38 7 4

5 ^1 5

6 6

7 n 91 8 80 2 7

8 mm 81 5 8

9 WBSÊ 9
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Die grosse strukturelle Ähnlichkeit von LeOPR3 und A/OPR3 deutet auf eine mögliche

funktionelle Ähnlichkeit hin und lässt vermuten, dass LeOPR3 die gleiche Substrat- und

Stereospezifitat besitzt wie das Arabidopsis-Enzym. nämlich die Reduktion von cis(+)~

OPDA. der Vorstufe biologisch aktiver .lasmonsaure.

S cerovrsiao 0YE1

YE3
S ~pr9visia9 OYT°

A IhalmaOPIö

^^ i

L oscuiontum OPR2

L esculentum 0PR1

A thaliana e)PR1

Abb. 38: Phylogenetische Beziehung» der OPR-Isoenzymo und OYE 1-3

Die Aminosauresequen/en der OPR Isoenzyme aus L. esculentum und ,4. thaliana, sowie OYE I-

3 wurden mit dem Programm ClustalX (Thompson et al. 1997) \ erglichen. Die resultierende

Gegenüberstellung wurde mit dem Progiamm TreeView (http , 'taxonomy.zoology.gIa.ac.uk/rod/

rod.html) als phylogenetischer Stammbaum dargestellt Die Zugriffsnummcrn der Proteine sind aus

der Leitende zu Abb 37 zu entnehmen

3.8.4 Expression in und Reinigung von LcOPR3 aus Escherichia cofi-Zellen

Das offene Leseraster von LcOPR3 wurde wie das der LeOPRl in den Expressionvektor

pGEX-G (Görlach und Schmicl 1996) kloniert (vgl. Kapitel 3.6). Das N-terminale GST-

LeOPR3 Fusionsprotein wurde in E. coli BL2I codon plus RIL-Zellen (Stratagene)

exprimiert. Aus einem Liter Bakterienkultur konnten durch Affinitàtschromatographie ca.

50 mg Fusionsprotein gereinigt werden. Anschliessend wurde das Fusionsprotein mit der

Protease Faktor Xa behandelt, wodurch der GST-Anteil des Fusionsproteins abgespalten

wurde. An diesen Schritt sehloss sich eine erneute Affinitàtschromatographie mit

nachfolgender Anionenaustauschchromatographie an (Abb. 39). Die Eluatfraktion (Spur



77 Eigebnisse

5) enthalt GST-LeOPR3 und das Protein ist nach diesem Affinitàtschromatographie-

Schritt nahezu homogen. Durch die Behandlung mit Faktor Xa wurden drei

Proteinfragmente geneticrt' eines mit dci apparentcn Masse von 43,5 Kilodalton, eines

mit ca. 35 kDa und ein werteres mit ca 10 kDa (in Abb. 39 nicht zu sehen). Da letztere m

Spur 5 nicht voibanden sind, tesultreren sie möglicherweise aus emei Spaltung von

LeOPR3 durch Faktoi Xa Um dies zu überprüfen, wuiden die Ammotermrni dei 3

Polypeptide mit Hilfe des Edman Abbaus eimittelt Die eimittclten N-Termini sind in

Abbildung 36 unterstrichen dai gestellt. Das 43 kDa- wie auch das 35 kDa-Polypepüd

enthalten den Aminotermmus von LeOPR3. Wahrend das 43 kDa Protein offenbar das

LeOPR3 Protein dai stellt, sind die 35 kDa und 10 kDa-Fragmente interne Spaltprodukte

von Lc?OPR3 Die Eikennungssequen/ \on Faktoi Xa lautet T-E-G-R. In LcOPR3 lautet

che Ammosauiesequcnz C-teiminal dci Spaltstellc E-A-G-R. Obwohl die

Ammosauresequen/ m LeOPR3 sich y on der Erkennungssequenz von Faktor Xa

unteischeidet, wird sie offensichtlich von dei Pioteasc etkannt, wodurch es zu einer

unerwünschten Spaltung dei LeOPR3 kommt.

Abb. 39: Reinigung a on LeOPR3 nach Expression in L. coli

Die Reinigung ist anhand dices SDS PohaeixlamiekeK, getaibt mit Coomassie Bnlliant Blue R 230,
dokumcnlieil Dei bakteuelle Rohcvliakt ( 1) winde e'iiieh Zentnlligation mZellpellct (2) und löslichen

Ubcistand (3) geliennt Die Spin 4 enthalt eleu Duichlaul und ehe Spm 5 das Muat von dci Glutathion

Sephaiosc Saule Spm 6 enthalt LeOPR3 nach Spaltung des GST l usionspiotcms mit Fakloi Xa und

nachfolgende! Reinigung ubei eine Glutathion Sephaiosc Saule unel <\nionenaustauschcisaule (MonoQ)

Der molekulaie Piotemmaikei (M, BioRad) enthalt Standaidpioteme mit den angegebenen Massen in

Kilodallon In den Spuren 1 - 4 winden |e\\ cils ca 1/30000 in Spm 3 ca 1/3000 und in Spm 6 ca 1/1000

des Gesamtpiotcms aulgeticnnt
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3.8.5 Ermittlung der Stereospezifitat von LeOPR3

Die Analyse der Stereospezifitat von LcOPR3 wurde, yvie bei LeOPRl, im Labor von

Prof. E. Weiler an der Ruhr-Universitat Bochum von Dr. Florian Schaller durchgeführt.

Hierbei wurden jeweils 500 ng GST-LeOPR3 (Abb. 39. Spur 5) mit optisch reinem

Substrat, ci <>(+)- oder cs(-)-OPDA. inkubiert. Nach unterschiedlich langer

Reaktiousdaucr wurde der Vcibrauch des jeweiligen Enantiomers indirekt durch

Bestimmung des NADPH-Veibrauchs ermittelt (Abb. 40). LeOPR3 bevorzugt deutlich

das c/.v(+)-Enanüomcr von OPDA über cn(-)-OPDA. Somit konnte eindeutig geklärt

werden, dass LcOPR.3 dasjenige Isoenzym in Tomate ist. welches die Vorstufe biologisch

aktiver Jasmonsaure als Substrat akzeptiert und sehr wahrscheinlich die OPR des

Oktadekanoidweges in L. esculentum repräsentiert.

Abb. 40: Stereospezifitat von LeOPR3

300 ng GST-LeOPR3 wurden mit l mM

NADPH unel 0.1 mM OPDA (cn{+) oder

eis (A) lui che angegebenen Zeiten mkubieit

und anschliessend dei Substiatvcibrauch

dmcli Messung dei Ny\DPH-Konzcntiation
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4. Diskussion

Die Suche nach einem chemischen Signalmolekiil welches in der Lage ist. die

systemische Wimdantwort in Tomatenpflanzen zu vermitteln.führte zur Entdeckung von

Systemin, dem ersten Peptid mit hormonähnlichen Eigenschaften in Pflanzen (Pearce et

al. 1991; Ryan 1992). Das Oktadekapeptid Systcmin wird als Vorstufe von 200

Aminosäuren, genannt Prosystemin. konstitutiv schwach exprimiert und vermutlich nach

Verwundung aus dem Proprotein freigesetzt (McGurl et al. 1992). Die Synthese als

Proprotein und dessen Wundinduzierbarkeit (Pearce et al. 1991), seine hohe Aktivität

(Pearce et al. 1991) sowie seine Mobilität in der Pflanze (Narväez-Vasquez et al. 1995)

sind Eigenschaften, die an diejenigen tierischer Peptidhormonc erinnern. Diese

implizieren die Existenz von Proteasen, die fur die korrekte Prozessierung von Systemin

aus Prosystemin verantwortlich sind. Darüber hinaus werden Mechanismen zur

Inaktivierung des Peptidhormons vermutet, die eine flexible Reaktion aufden Wundstress

ermöglichen. Auch an der Inaktivierung von Systemin könnten Proteasen beteiligt sein.

In tierischen Systemen sind sogenannte Prohormon Konvertasen (PCs) für die korrekte

Prozessierung der Vorstufen \on Ncuropeptiden, Wachstumsfaktoren und

Peptidhormonen verantwortlich. Diese Proteasen gehören zur Familie der Kexine

innerhalb der Subtilasen (Siezen und Lcunissen 1997). In Säugetieren sind gegenwärtig 7

PCs bekannt, denen eine charakteristische Substratspezifitat gemeinsam ist: Sic spalten

Protein-Vorstufen am C-terminus eines dibasischen Motivs (Barr 1991; van de Ven et al.

1993; Seidah und Chrétien 1997; Steiner 1998). Für das Vorkommen von Kexin-

ähnlichen Proteasen in Pflanzen gibt es bisher nur indirekte Fl inweise. So konnte in Tabak

die Existenz einer Kexin-ahnlichen Protease gezeigt werden, indem man in transgenen

Tabakpflanzen ein yirus-kodierfes, fongizides Killertoxin (KP6) exprimierte. Das

Protoxin wurde in der Pflanze von einer im Golgi-Apparat lokalisierten Protease korrekt

nach einem dibasischen Motiv prozessiert (Kinal et al. 1995; Jiang und Rogers 1999).

In Plasmamembranfraktionen von Tomatenblattern wurde von Schaller und Ryan ein

Systemin-Bindeprotein (SBP50) identifiziert. In Bindungsstudien mit zweifach

markiertem Systcmin ([°Sj-Methionin markiert in Position 15 und biotinyliert in
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Position 8) konnte nach Inkubation mit SBP50 nur die Biotin-Markierung detektiert

werden. Der C-terminale Teil von Systemin mit mindestens 4 Aminosäuren (MQTD),

welcher für die Induktion der Wundreaktion essentiell ist, yvurde von einer

Plasmamembran-gebundenen Protease, möglicherweise SBP50 selbst, abgespalten

(Schaller und Ryan 1994). Der Ammo-terminale Teil von Systemin enhält ein dibasisches

Erkennungsmotiv fur die Protease Furin aus der Kexm-Familie. Dieses Erkennungsmotiv

ist essentiell fur die Interaktion mit SBP50. Diese Befunde in Verbindung mit der

Kreuzreaktiv itat mit einem Antiserum gegen ein Kexin aus Drosophila legten die

Vermutung nahe, dass es sich bei SBP50 um ein Membran-assoziiertes Kexin handelt, das

für die Spaltung/lnaktivierung von Systemin \ erantwoitlich ist (Schaller und Ryan 1994)

In den letzten Jahren wurden cDNAs und Gene pflanzlicher Subtilasen in grosser Zahl in

Lilium (Taylor et al. 1997). Abuts (Ribeiro etat, 1995), Arabidopsis (Ribeiro ctal. 1995;

Neuteboom et al. 1999; Berger und Altmann 2000), Cucumis (Yamagata etal. 1994) und

Evcopersicon (Tornero et al. 1996. 1997; Jordä et al. 1999, 2000; Meichtry et al. 1999)

identifiziert. Die Funktion dieser Proteasen aber ist weitgehend unbekannt. Lediglich für

SÜD 1 konnte eine Rolle in der Regulation der Dichte \ on Spaltöffnungen in Arabidopsis

gezeigt werden (Berger und Altmann 2000). Es wurde \orgeschlagen, dass SDD1 als

Proprotein Konvertase ein Peptid-Signalmolekul aktiv iert. welches in der

Stomataentwicklung eine Rolle spielt. Welches aber dieses Signal oder dessen Vorläufer

ist, ist bislang unbekannt. Auch fur LeSBTl aus Tomate yvurde eine Funktion als

Proprotein Konvertase vorgeschlagen, aber das physiologische Substrat konnte noch

nicht identifiziert werden (Janzik et al. 2000). LeSBTl zeigte jedoch keine Aktivität

gegenüber Systemin (Ingar Janzik, personliche Mitteilung). Somit war es mit den

bisherigen Methoden bis heute nicht möglich, die Systemm-spaltencle Protease zu

identifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht. Systemin-spezifische Proteasen aufgrund

ihrer Fähigkeit Systcmin zu spalten, zu identifizieren. Hierzu wurde ein genetisches

Sichtungsverfahren, ahnlich dem "Two-Hybrid" System (Fields 1989) in 5. cerevisiae,

angewendet, welches von Dr. Bruce Kohorn entwickelt worden ist (Smith und Kohorn

1991).
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4.1 Genetisches Sichtungsverfahren in S. cerevisiae

Das Sichtungsveifahren zur Isolierung von Proteasen aufgrund ihrer Substratspezifitat

basiert auf der Aktivität des Transkriptionsfaktors GAïA dessen funktionelle Domänen

durch die Erkennungssequenz der gesuchten Protease, hier die Systeminsequcnz.

verbunden worden sind. Im folgenden wird diese Linkersequenz. bestehend aus Systemin

und flankierenden Aminosäuren des Prosystemin Proteins, mit (Pro)Systemin bezeichnet.

Bei der Coexpression einer Protease, welche den modifizierten GAL4-

Transkriptionsfaktor spaltet, geht die GAIAFunktion und somit auch die

Reportergenexpression der Hefezelien verloren.

Im Laufe der Sichtung wurden 3 cDNAs. die proteolytische Enzyme kodieren, isoliert:

Die proteolytische Untereinheit einer Clp Protease (ClpP2). die partielle Sequenz einer X-

Pro Aminopcptidase (X-Pro API) und die Teilsequenz einer Insulinase. Daneben wurde

der Teilklon eines a-Expansins isoliert, das möglicherweise auch über proteolytische

Aktivität verfügt. Auf diese Proteasen wird in den Kapiteln 4.2.ff näher eingegangen.

Neben den Proteasen wurde eine Vielzahl weiterer Klone isoliert (vgl. Tab.2) für die eine

Interaktion mit dem (Pro)Systemin-Anteil des modifizierten GAL4 Transkriptionsfaktors

eher unwahrscheinlich scheint. Ahnliches wurde auch von Kohorn und Mitarbeitern

beobachtet (Kohorn et cd. 1992). Es ist im Lichte dieser Ergebnisse also fraglich,

inwieweit das eingesetzte Verfahren zur Identifizierung der gesuchten Proteasen geeignet

ist. Im folgenden sollen daher zunächst die Limitierungen dieses Systems diskutiert

werden.

Eine Subtilase mit Substratspezifitat fur ein dibasisches Motiv konnte im Laufe des

Sichtungsverfahren nicht isoliert werden. Dieser Befund ist nicht überraschend: um

nämlich das Sichtungsveifahren erfolgreich zu durchlaufen, muss die Protease in aktiver

Form im Hefe/ytosol exprimiert werden. Das ist fur eine Protease der Subtilasefamilie

nicht unbedingt zu erwarten. Alle bekannten pflanzlichen Subtilasen verfügen übereilt N-

terminales Transitpcptid. Volllange-Klone wurden also zu einem Protein führen, das

cotranslational in das endoplasmatische Retikulum (ER) eingeschleust wird. In diesem



82 Diskussion

Fall bleiben Protease und GAL4/Systemin Transkriptionsfaktor räumlich voneinander

getrennt und die Identifizierung einer solchen Protease wäre nicht möglich. Partielle

Klone könnten zur Expression einer Protease im Zytosol führen. Es ist allerdings unklar,

ob die Bedingungen hier eine korrekte Faltung und Prozessierung zulassen. Am Beispiel

von Le'SBTI wurde gezeigt, dass diese Subtilase zur Entfaltung ihrer Aktivität eine pH-

abhangige autokatalytische Prozessierung im sauren Bereich durchläuft (Janzik et al.

2000). Das heisst, dass diese Protease im Hefe Zytosol keine Aktivität entwickeln könnte.

Die cDNA-Längc bekannter pflanzlicher Subtilasen liegt zwischen 2,2 und 2,5 kb

(Meichtry et al. 1999: Janzik et al. 2000). In der Zusammenfassung aller sequenzierten

cDNA-Klone (Tabelle 2) ist ersichtlich, class die durchschnittliche cDNA-Länge der

erhaltenen cDNA-Klone nur bei ca. i.I kb liegt. Nur eine einzige isolierte cDNA ist

länger als 2 kb. Die mittlere Grosse der cDNA Insertionen in der cDNA-Bibliothek lag

dagegen bei 1.4 Kilobasen und es wurden cDNAs einer Lange von 3 kb nachgewiesen.

Anscheinend wurde durch Transformation der cDNA-Bibliothek in YJOZ auf kleine

cDNAs selektioniert, wodurch die Identifizierung sehr grosser Proteasen erschyvert

wurde. Möglicherweise hatte eine andere Hefe-Transformationsmethode, beispielsweise

Elektroporation, nicht in diesem Ausmass auf kleine cDNAs selektioniert.

Die Expression einer aktiven Protease aus L. esculentum im Flefe-Zytosol könnte auch

toxisch für die Zellen sein, was ebenfalls die Isolierung eines entsprechenden Klons in

diesem Systems ausschliessen wurde.

Die Vektoren, die zur Expression des GAlATranskriptionsfaktors (pSB32) und zur

Expression der cDNA (pYFS2) verwendet wurden, erlauben keine unabhängige

Expression der beiden Proteine (siehe unten). Hieraus können sich prinzipiell Probleme

für das Sichtungsveifahren ergeben. Denn obwohl diese Vektoren von Kohorn bereits zur

Identifizierung von Proteasen bzw. Proteinen eingesetzt wurden, die die Vorstufe des

Chlorophyll a/b Bindeproieins prozessieren bzw. mit Chlorophyll a/b Bindeprotein

interagieren, konnte im Laufe dieser Sichtung keine Protease identifiziert werden

(Kohorn et cd. 1992).
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Das GAL4-Gen (Laughon und Gesteland 1984) kodiert für einen positiven Regulator der

Galaktose-metabolisierenden Enzyme (GAL-Proteine) Galaktokinase (GALi), Galaktose

Permease (GAL2). a-D-Galaktose-J-Phosphat Uridyltransferase (GALT), Uridin-

diphosphogalaktose-4-epimerasc (GAL 10) und a-Galaktosidase (MELI) (Douglas und

Hawthorne 1964, 1966; Kew und Douglas 1976).

Die Expression der GAL-Gene ist durch die 4 regulatorischen Genprodukte GAL4p.

GAE80p. GAL3p und MIGlp sehr streng kontrolliert. Das GAL4-Protein (GAL4p)

bindet an bis zu vier palindromische UAS-Sequenzen (upstream activating sequence)

zwischen den divergent transkribierten Genen GALI und GALIO (Bram und Kornberg

1985; Giniger et al. 1985; Marmorstein et al. 1992) und aktiviert die Transkription durch

eine Proteinregion, welche nicht Teil der DNA-Bindeclomäne ist (Ma und Ptashne 1987;

Lcuther et cd. 1993). In Abwesenheit von Galaktose bleibt GAL4p an der UAS-Sequenz

gebunden (Giniger et al. 1985; Huibregtse et al. 1993). ist jedoch aufgrund der

Assoziation mit dem GAL80-Prolein (GALSOp) nicht in der Lage, die Transkription der

GAL-Gene zu aktivieren (Ma und Ptashne 1987; Chasman und Kornberg 1990). Liegt nun

Galaktose im Medium vor. so dissoziiert der GAL4p/GAL80p-Komplex und die

Transkription der GAZ,-Gene wird aktiviert (Lcuther und Johnston 1992; Parthun und

Jachning 1992), Ein weiteres regulatorisches Protein, GAL3p, ist für die Induktion

essentiell. Über einen bis heute nicht geklärten Viechanismus bindet GAL3p, zusammen

mit Galaktose oder einen aus Galaktose produzierten Induktor, an den GAL4p/GAL80p-

Komplex und inhibiert hierdurch die Funktion von GAESOp (Bhat und Hopper 1991,

1992; Blank 1997). In Gegenwart von Glukose wird zudem die Expression von GAL4

durch das vierte regulatorische Protein, MIGlp, reprimiert. Ebenso wird die Expression

von GALI infolge Bindung von MIGlp an eine Reprimierungssequenz (URS; upstream

repression sequence) im GALI Promotor, inhibiert (Lamphier und Ptashne 1992; Nehlin

etal. 1992; Johnston 1994),

Die vier palindromischen UAS-Sequenzen im GALI 'GALIO Promotor machte man sich

zunutze, um Reportergene oder heterolog zu exprimierende Gene unter die Kontrolle des

GAL4 Transkriptionsfaktors zu stellen und hierdurch eine kontrollierte, induzierbare

Expression des Reporters oder des gewünschten Proteins zu erreichen (St. John und Davis

J981: Guarantee«/. 1982).
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Der in diesem Sichtungverfahren verwendete ga/4-defiziente Hefestamm YJOZ enthält

das bakterielle Reportergen lacZ (ß-Galaktosidase) unter Kontrolle des GAE!/GAE10

Promoters. Ein funktioneller GAL4/Systcmin Transkriptionsfaktor wird somit das

Reportergen induzieren, YJOZ ist zudem gtf/eSO-defizient, was bedeutet, dass die

Expression des Reportergens unter Kontrolle von GAIASystemin unabhängig von der

Galaktosekonzentration ist. In diesem Sichtungsveifahren sollte auf Klone selektioniert

werden, welche die G AL4-Funktion verloren haben und somit nicht mehr auf Galaktose

wachsen bzw. das Suizid-Substrat 2-Deoxy-Galaktose nicht mehr metabolisieren können.

Es musste also eine weitere Kohlenstoffquelle angeboten werden, wobei Glyzerin/

Milchsäure gegenüber Glukose der Vorzug zu geben ist. da Glukose über Miglp die

Expression von GAL4 reprimierf (siehe oben).

Glyzerin/Milchsäure als Kohlenstoffquelle..sowie das Suizidsubstrat 2-Deoxy-Galaktose

haben dagegen keinen Einfluss auf die Expression von GAIA'Systemin oder die Aktivität

des GALI Promotors. Unter diesen Bedingungen wird also GALASystcmin konstitutiv

exprimiert. Neben den GALA'roteincn und dem Reportergen lacZ steht aber auch die

Expression der cDNA in pYES2 unter der Kontrolle des GAL7 Promotors. Die

Expression der Protease in pYES2 und des Reportergens ist also nicht unabhängig

voneinander. Geht nun aufgrund der Expression einer cITNA-abgeleiteten Protease die

GAL4-Eunktion der Zellen verloren, so fehlt infolgedessen der GAIASystemin

Transkriptionsfaktor zur weiteren Expression der Protease. Die Systemin-spaltende

Protease kann also durch eine negative Feedback-Schleife ihre eigene Expression

verhindern. Der Vektor pYES2. in dem die Expression der cDNA-Bibliothek unter

Kontrolle des GALI Promotors steht, erweist sich somit als ungünstige Wahl. Der Einsatz

eines alternativen E. co/z/Hefe-Shuttle Vektors mit beispielsweise dem Phosphoglyzcrat-

Kinase (PGK)-Promotor oder dem Alkohol-Dehydrogenase (ADIl)-Promotor wäre

vorzuziehen gewesen. Da das beschriebene System mit den hier benutzten Vektoren

bereits eingesetzt worden ist (Kohorn et al. 1992). ist die Wahl des Expressionsvektors

nicht ausreichend hinterfragt worden.

Obwohl das Sichtungsveifahren ursprünglich zur Isolierung von Proteasen entwickelt

wurde (Smith und Kohorn 1991). war es doch gleichzeitig dazu geeignet, mit der

Protease-Erkennungssequenz interagierende Proteine zu identifizieren (Kohorn et cd.
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1992). Vermutlich wird aufgrund der Bindung des cDNA-abgeleiteten Proteins an den

Transkriptionsfaktor dessen Transport in den Nukleus oder die Bindung von GAL3p

verhindert und demzufolge die GAL4-Aktivität zumindest partiell inhibiert. Dadurch

eröffnete sich hier die Möglichkeit, neben (Pro)Systemin spaltenden Proteasen auch

Proteine zu identifizieren, die mit (Pro)Systemin interagieren. Dazu könnten ein

Systeminrezeptor oder aber Proteine des Wundsignalwegs gehören, die durch Systemin

in ihrer Aktivität reguliert werden. Zwei solche Klone sind im Verlaufe des

Sichtungsveifahrens isoliert worden, nämlich der einer Lipase aus der Familie der GDSL-

Lipasen sowie der einer 12-Oxo-Phytodiensäure Reduktase aus dem wundinduzierbaren

Jasmonsäure-Biosyntheseweg. Auf diese Proteine, sowie auf die oben erwähnten

Proteasen soll nachfolgend im einzelnen eingegangen werden.

4.2 lnsulinase

Die hier isolierte cDNA einer lnsulinase war am 5'-Ende unvollständig und umfasste

lediglich ca. 800 Basenpaare. Die dadurch spezifizierte Aminosäuresequenz beinhaltete

nicht das katalyüsche Zentrum und aus diesem Grund wurde der cDNA-Klon im Rahmen

dieser Arbeit nicht näher charakterisiert. Inzwischen ist allerdings die vollständige

cDNA-Sequenz kloniert und das Protein in E. coli überexprimiert worden. Vorläufige

Aktivitätstests haben gezeigt, class die lnsulinase aus Tomate Systemin als Substrat

akzeptiert und das Peptidhormon N-terminal dei' letzten 4 Aminosäuren (MQTD) spaltet

(Yoann Huet, unpubliziert). Dieser Befund ist interessant im Zusammenhang mit früheren

Arbeiten die zeigen, dass die Spaltung Systemins an eben dieser Stelle zur Inaktivierung

des Peptids in Zellkulturen von L. peruviemum fuhrt (Schaller 1998). Die weitere

Charakterisierung dieser Protease wird sicherlich interessante Einblicke in

Substratspezifitat, Lokalisation und physiologische Relevanz in planta erbringen.

4.3 Expansin

Alpha-Expansine sind extrazelluläre Proteine, welche in der Lage sind, durch Relaxation

der Zellwand ein Zellstrcckungswachstum zu induzieren (für Zusammenfassungen siehe
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(Cosgrove 1998, 1999)). Der Mechanismus dieser Wirkung ist allerdings ungeklärt. Die

Aminosäuresequenzen von Grass-Allergenen der Gruppe I weisen Ähnlichkeit zu

derjenigen von a-Expansinen auf (25 -27 %:(Shcherbanc/a/. 1995)). Da diese Allergene

ebenfalls eine Relaxation der Zellwand in Gräsern induzieren, wurden sie als ß-Expansine

klassifiziert (Cosgrove et al. 1997). Interessanterweise verfügen ß-Expansine über

proteolytische Aktivität (Grobe et al. 1999). die sowohl für das native als auch das

heterolog exprimierte ß-Expansin Phl PI aus Phleiim pratense nachgewiesen worden ist.

Anhand der Sequenzähnlichkeit mit Cy stein Proteasen konnten die 3 katalytisch

wichtigen Aminosäuren von Phl PI identifiziert werden (Grobe et al. 1999).

Zellwände vom Typ I (dikotyle und einige monokotyle Pflanzen) enthalten Extensin, ein

hydroxyprolinreiches Glykoprotein, das eine wichtige Rolle für die Stabilität der

Zellwand spielt (Carpita und Gibeaut 1993). Extensin enthält mehrere Tyr-Lys-Tyr-

Motive. die ein potentielles Substrat von Papain-ahnlichen Cystcin-Proteasen, die C-

terminal von basischen Aminosäuren spalten, darstellen. Hierin mag sich ein

proteolytischer Mechanismus zur Zelbvand-Relaxation durch ß-Expansine begründen.

Systemin, welches ebenfalls im Apoplasten wirkt, enthält wie schon erwähnt ein

dibasisches Motiv, ware also ebenfalls ein potentielles Substrat für extrazelluläres

Expansin.

Der im Laufe des Sichtungsv erahrens isolierte Klon 100.24 kodiert für a-Expansin 1

(LcExpl) aus L. esculentum. Diesem Klon wurde zunächst keine Aufmerksamkeit

geschenkt, da er nicht die vollständige cDNA enthielt und da die proteolytische Aktivität

von ß-Expansinen zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt war. Angesichts dieses neuen

Befundes stellt sich natürlich die Frage, ob cx-Expansine ebenfalls proteolytische

Aktivität besitzen und ob LeExpl in der Lage ist Systemin zu spalten. Dieser Frage muss

in weiterführenden Arbeiten nachgegangen werden.

4.4 Proteolytische Untereinheit einer Clp Protease (LeClpP2)

Clp Proteasen (Caseinolytic protease) sind eine grosse, evolutiv alte Familie ATP-

abhängiger Proteasen, die sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryontcn vorkommen.
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Sie bestehen aus einer grossen regulatorischen Untereinheit und einer kleinen

proteolytischen Untereinheit, einer Serin-Protease. Bisher wurden zwei im

Chloroplastenstroma lokalisierte regulatorische Untereinheiten (ClpC und ClpD;

(Shanklin et al. 1995: Clarke und Eriksson 1996)) und eine möglicherweise

mitochondriale regulatorischc Untereinheit (ClpX; erwähnt in (Clarke 1999)) in Pflanzen

beschrieben. Sie stellen eine neue Famile von molekularen Chapcronen des Clp/IISP100-

Typs dar (Schirmet et al. 1996). die durch die Entfaltung grosser Proteine diese dem

Core-Komplex der proteolytischen Untereinheit zugängl ich machen (zusammengefasst in

(Clarke 1999; Porankievvicz et al. 1999).

Die Gene der regulatorischen Untereinheiten befinden sich im Zellkern; die Proteine

werden also posttranslational in die Piastiden importiert. Im Gegensatz dazu nahm man

zunächst an, dass die Gene der proteolytischen Untereinheit ausschliesslich im Piastom

liegen und das Relikt eines Cyanobakterien-ahnlichen Endosymbionlen sind

(Übersichtsartikel (Clarke 1999; Porankiewicz et al. 1999)). Die erste cDNA einer

kernkodierten katalytisehen Untereinheit (nClpP) wurde aus Tomate isoliert (Schaller

und Ryan 1995). Inzwischen ist eine grosse Anzahl weiterer kernkodierter ClpPs aus L.

esculentum (Gray et al. 1990; Maurizi et al. 1990; Schaller und Ryan 1995) und A.

thaliana (Nakabayashi et cd. 1999) beschrieben worden. Allein in Arabidopsis wurden 6

verschiedene nClpPs identifiziert.

Im Vergleich zu den Plastom-kodierten ClpPs besitzen die im Nukleom kodierten

fsoformen eine N-tcrminale Extension von 60 - 80 Aminosäuren, die einer Transitsequenz

zum Transport in Chloroplasten ähnelt (Keegstra et al. 1989). Für LeClpPl wurde der

Import in das Stroma isolierter Spinat-Chloroplasten gezeigt (Sokolenko et al. 1998). Die

plastidäre Lokalisation wurde auch fur nClpPs von Arabidopsis bestätigt (Sokolenko ei

al. 1998; Nakabayashi et al. 1999). Man nimmt also an, class Piastiden zwei regulatorischc

und bis zu sieben katalytische Clp Untereinheiten besitzen. Es ist bislang unklar, ob und

inwieweit sich die Vielzahl der sich daraus ergebenden Kombinationen des Holoenzyms

naturlich vorkommen und sich in ihrer Funktionalität unterscheiden.

Tatsächlich ist die physiologische Funktion dieser Proteasenfamilie weitgehend

ungeklärt, doch geht man day on aus. dass durch die Aktivität von Clp Proteasen fehlerhaft
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gefaltete oder irreversibel beschädigte Proteine abgebaut werden, wodurch eine optimale

metabolische Aktivität der Zelle erreicht wird. Ebenso werden metabolische Flüsse in

Stoffwechselwegen durch proteolytischen Abbau von Schlüsselenzymen reguliert. So

wird das stöchiometrische Verhältnis der Untereinheiten des Multienzymkomplexes

RubisCO durch Proteolyse der kleinen Untereinheit reguliert (Schmidt und Mishkind

1983), in gleicher Weise wird durch Clp Proteasen der "Turnover" des Cytochrom b6f-

Komplexes geregelt (Majeran et al. 2000).

Mit Klon 45.51 wurde hier die vollständige cDNA einer zweiten kemkodierten ClpP

Untereinheit aus Tomate (LeClpP2) isoliert. Auf Aminosäureebene ist Z.eClpP2 zu 31,8

% mit LeClpPI identisch und weist wie dieses ein potentielles Plastid-spezifisches

Transitpeptid auf. Die Funktionalität des Transitpeptides yvurde durch Import in isolierte

Erbsenchloroplasten gezeigt, wo LeClpP2 im Stroma akkumuliert (Abb. 11). Das ClpP

Protein aus E. coli zeigt erst nach Abspaltung einer Prodomäne von 14 N-terminalen

Aminosäuren proteolytische Aktivität (Maurizi etat. 1990; Thompson und Maurizi 1994)

und auch für L<?ClpP2 ist eine Prozessierung des importierten Proteins zu vermuten (vgl.

Abb. 11 D. Spur C und T). obwohl dies anhand des gezeigten SDS-Polyacrylamidgels

nicht eindeutig ist.

Bakterielle ClpP Proteine sind konstitutiv in den Zellen vorhanden und durch externe

Bedingungen wie Hilzeschock. Salzstress. sowie Minimierung der Kohlenstoffquelle und

Sauerstoffkonzentration und andere Stressfaktoren induzierbar (Kroh und Simon 1990;

Damerau und St John 1993; Völker ctal. 1994;Gerthef al. 1998; Frees und Ingmer 1999).

Die Northern Blot Analyse zeigte, dass LcClpP2 konstitutiv exprimiert wird, wenn auch

die Transkriptmenge in Blättern deutlich geringer ist als in anderen Geweben (Abb. 11 B).

Möglicherweise hat ein weiteres ClpP-Gcn. worauf die Southern Analyse hinweist (Abb.

11, C). eventuell LeClpPJ (Schaller und Ryan 1995), eine andere Gewebespczifität der

Expression als LcClpP2. Eine Induktion von LeClpPl durch diverse Induktoren der

Wundreaktion wurde nicht beobachtet (Abb. I I. B). Ahnliche Resultate wurden auch bei

der Charakterisierung von LeClpPl erhalten (Shanklin et al. 1995).

Die Lokalisation im Chloroplasten sowie die Expression von LeClpP2, die von

Induktoren der Wundantw ort unbeeinflusst bleibt, macht eine Rolle dieser Protease in der
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Spaltung von (Pro)Systemin sehr unwahrscheinlich. In Hefe jedoch scheint Lc?ClpP2

Aktivität gegenüber dem GÄIA/Systemin Transkriptionsfaktor zu zeigen, nicht aber

gegenüber dem Wildtyp GAIA-Protein (Abb. 11, A 3 bzw. 2) was darauf hindeutet, dass

die Protease (Pro)Systemin spalten kann. Thompson et al. (1994) konnten zeigen, dass

ClpP aus E. coli auch in Abwesenheit einer regulatorischen Untereinheit proteolytische

Aktivität besitzt, allerdings nur gegenüber kleinen Peptiden von bis zu 6 Aminosäuren.

Das Wundhormon Systemin besteht zwar aus 18 Aminosäuren, da die Systeminsequenz

aber innerhalb des GAIAProteins liegt, ist eine Spaltung durch die proteolytische

Untereinheit alleine unwahrscheinlich.

Andererseits konnten durch die Expression von Tabak ClpP ClpP-defiziente E. coli-

Zelllinicn komplementiert werden, wie auch die Expression von ClpC aus Erbse eine E.

coli ClpA-defiziente Zelllinie komplementieren konnte (Shanklin et al. 1995). Diese

Befunde zeigen, dass die Ähnlichkeit der Clp Proteasen zwischen verschiedenen Spezies

hoch genug ist, um funktionelle, gemischte Clp-Holoenzyme zu bilden. Eine

regulatorische Untereinheit in Hefe konnte demnach mit LcClpP2 einen funktionellen Clp

Protease-Komplcx bilden und das GAL4/Systemin Fusionsprotein abbauen.

Letztendlich bleibt jede Erklärung, weshalb im Rahmen des Sichtungsveifahrens eine

ClpP-Protcase isoliert wurde. Spekulation.

4.5 X-Pro Aminopeptidase (LeX-Pro AP 1)

Mit Klein 100.21 wurde hier erstmals die cDNA einer pflanzlichen X-Pro Amino¬

peptidase (LeX-Pro API) identifiziert. Lediglich im Rahmen des A. thaliana Genom

Sequenzicrungsprojekts wurde ein Gen identifiziert, welches wie LeAC-Pro API

Änlichkeit zu X-Pro Aminopeptidase aus E. coli besitzt.

X-Pro Aminopeptidasen ( EC 3..4.11.9) spalten die N-terminale Aminosäure eines Peptids

mit einem Prolin in der zweiten Position (Yaron und Naider 1993; Erdös und Skidgel

1997). Das bisher am weitesten untersuchte Enzym dieser Familie ist Aminopeptidase P

aus E. coli. Daneben kennt man eine Reihe verwandter Enzyme aus Schwein (Hooper et
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al. 1990), Rind (Maruyama et al. 1994) und Mensch (Sidorowicz et al. 1984; Venema et

al. 1997). Zwei verschiedene Formen der Aminopcptidase P wurden in Säugern

identifiziert. Eine lösliche Form des Enzyms wurde in menschlichen Thrombozyten

(Vanhoof et al. 1992) und Leukozy ten (Rusii und Yaron 1992). Rattenhirn (Harbeck und

Mentlein 1991) und Meerschweinchen-Serum (Ryan etat. 1992) gefunden, während eine

membrangebundene Isoform aus Schweineniere (Hooper et al. 1990: Vergas Romero et

al. 1995) sowie der Lunge aus Rind (Simmons und Orawski 1992), Ratte (Orawski und

Simmons 1995) und Meerschweinchen isoliert wurde. All diese X-Pro Aminopeptidasen

werden durch divalente Kationen, in den meisten Fällen Mtr+,aktiviert.

Eine grosse Anzahl biologisch aktiver Polypeptide, wie Peptidhormone,

Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter, Toxine und Enzyme, besitzen ein N-tcrminales

X-Pro-Motiv (Yaron und Naider 1993: Vanhoof et al. 1995) und sind somit potentielle

Substrate für X-Pro Aminopeptidasen. X-Pro Aminopeptidasen sind also potentiell an der

Regulation der Aktivität dieser Peptide/Proteine beteiligt. Für das blutdrucksenkende

Nonapeptid Bradykinin beispielsweise wurde die Inaktivierung durch Aminopeptidase P

infolge Spaltung der Arg -Pro~-B inching nachgewiesen (Yaron und Naider 1993).

Wie neuere Ergebnisse zeigen, könnte Peptiden auch in Pflanzen eine generelle Rolle in

Signaltransduktionsprozessen zukommen (Zusammenfassung, siehe (Schaller 1999)) und

pflanzliche X-Pro Aminopeptidasen mögen für die Spaltung solcher Peptide

verantwortlich sein.

LeX-Pro API ist auf Aminosaureebene zu 13.6 % identisch mit dem Enzym aus E. coli.

Ein Vergleich der Aminosatiresequenzen zeigt, class alle Reste, die zur Bindung des

katalytisch wichtigen Mangans erforderlich sind, zwischen beiden Enzymen konserviert

sind. Aus Abbildung 13 ist ersichtlich, dass der isolierte Klon für ein Protein kodiert, das

in der Lage ist, spezifisch mit dem Systemin-Teil des GAL4-Transkriptionsfaktors zu

interagieren. Das ist insofern erstaunlich, da der Systeminlinker in ein grösseres Protein

eingebettet ist. Der Aminotcrmmus ist also nicht frei zugänglich fur eine Aminopeptidase.

An dieser Stelle sei nochmals erwähnt, class es sich bei dem isolierten Klon der X-Pro

Aminopeptidase um einen partiellen Klon handelt, der nur fur die C-terminalen 288

Aminosäuren (beginnend mit Mcthionin 367. dem ersten Mcthionin im Leseraster)
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kodiert. Anhand der Kristallstruktur der Aminopeptidase P aus E. coli ist zu erkennen,

dass das aktive Zentrum in der C-terminalen Domäne liegt und im Teilklon von LeX-Pro

API enthalten isUWilceef al. 1998). Unter der Annahme, dass LeX-Pro API ebenso wie

das E. coli-Enzym in vivo als Tetramer vorliegt und die Aminosäurereste im aktiven

Zentrum von mehreren Untereinheiten stammen, ist es fraglich, ob ein Teilklon von LeX-

Pro API proteolytisch aktiv sein kann, und wenn ja, ob diese Protease die gleiche

Substratspezifitat besitzt wie das Volllänge Protein. Womöglich verliert das Enzym durch

den fehlenden N-terminus die Spezifität einer Aminopeptidase, behielt aber die Fähigkeit

zur Substratbindung. Wenn die Spaltung des Transkriptionsfaktors im Systemin-Teil

auch unwahrscheinlich ist. so ist die Bindung von Systemin an die verkürzte Protease

durchaus denkbar, wodurch ein zumindest partiell ^'oW-defizienter Phänotyp

hervorgerufen würde.

Es wurde versucht. LeX-Pro API heterolog zu exprimieren und die Aktivität dieses

Enzyms und insbesondere eine mögliche Spaltung \on (Pro)Systemin zu analysieren. Die

Versuche zur Klonierung des Volllangeklons von LeX-Pro API scheiterten jedoch.

Zunächst wurde vermutet, dass die Expression des Proteins in E. coli toxisch ist. Diese

Möglichkeit konnte aber ausgeschlossen werden, da sich auch die Klonierung in

pBIucscript SK(+) in antisense-Orientierung zum Reportergen lacZ als unmöglich erwies

(Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu ist die Klonierung von LeX-Pro AP2 ohne

Komplikationen gelungen. Ebenso zeigten sich bei der Expression von LeX-Pro AP2 in

E. coli keine Probleme. Die Zellen exprimierten die Protease in ausreichenden Mengen in

löslicher Form, so class eine biochemische Charakterisierung von LeX-Pro AP2 möglich

war (F. Hauser und A. Schaller. unveröffentlicht).

Die katalytischen Eigenschaften \on LeX-Pro AP2 waren vergleichbar mit denen von

Enzymen aus anderen Systemen. So w urden beispielsweise Bradykinin und Substanz P in

typischer Weise N-terminal prozessiert. Systemin ist kein Substrat der Z,eX-Pro AP2

(F.Hauser, unveröffentlicht). Diese Ergebnisse können aber sicher nicht ohne weiteres auf

LeX-Pro API übertragen werden.

Die Northern Blot Analyse zeigte, class LeX-Pro API durch Induktoren der

Vei'wundungsrcaktion nicht induzierbar ist. Die Überprüfung der Expression von LeX-
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Pro API in verschiedenen Geweben zeigte, dass die Transkriptmenge in

Suspensionszellen und Wurzeln am höchsten ist, in Blättern und Blüten deutlich

schwächer. In Kotyledonen konnte nur sehr schwache Expression detektiert werden (Abb.

13). Die gewebespezifische Expression von LeX-Pro AP2 entspricht derjenigen von LeX-

Pro API (F. Häuser, unveröffentlicht).

Die Southern-Blot Analyse (Abb. 15. C) weist darauf hin, class neben X-Pro API noch

mindestens ein weiteres, nahe verwandtes Gen im haploiden Genom der Tomate

vorhanden ist. Die DNA-Sequenz \ on LeX-Pro AP2 ist auf DNA-Ebene zu 80 % mit der

von LeX-Pro API identisch, die Hybndisierung der LeX-Pro API-Sonde im LeX-Pro

AP2-Gen ist somit möglich. Weitere Homologe im Tomate können allerdings nicht

ausgeschlossen werden.

Die cDNAs pflanzlicher X-Pro Aminopeptidasen wurden hier erstmals charakterisiert.

Obwohl die enzymatische Aktivität fur LeX-Pro AP2 bestätigt wurde, bleibt die

physiologische Funktion von LeX-Pro API und 2 unklar. Die Spaltung und damit

Aktivierung oder Inaktivierung biologisch aktiver Peptide bzw. Enzyme in tierischen

Systemen machen eine ähnliche Funktion m planta wahrscheinlich. Trotz der

beobachteten Interaktion von LeX-Pro API mit dem GAIASystemin

Transkriptionsfaktor ist eine Spaltung von (Pro)Systemin durch diese Exopeptidase

unwahrscheinlich, da (Pro)Svstemm nicht über einen Prolinrest in zweiter Position vom

Aminotcrminus verfugt.

4.6 Lipase aus der Familie der GDSL-Lipasen (L<?GDSL1)

Der Datenbankvergleich mit der cDNA von Klon 100.4 ergab eine Ähnlichkeit mit

Myrosinase-assoziierfen Proteinen (MyBP). Myrosinasen (für eine Zusammenfassung,

siehe (Rask et al, 2000)) gehören zur Familie der Glukosidasen, genauer den Thio-

Glukosidasen (EC 3.2.3.1). Myrosinasen hydrolysieren S-ß-Glukoside, die

Glukosmolate, eine Klasse dei Sekundarstoffe. che überwiegend in der Pflanzenordnung

Capparales vorkommen (Rodman et cd. 1993, 1998), wobei das Myrosinase-

Glukosinolat-System in der Familie der Brassicaceae am besten untersucht worden ist.
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Bei einer Verwundung der Pflanze wird das Glukosinolat durch Myrosinase hydrolysiert,

wobei Glukose frei wird. Die resultierenden Äglyka rearrangieren spontan zu Sulfat und

organischen Isothiocyanatcn. Epithionitrilen und Nitrilen. welche toxisch auf andere

Organismen, wie z.B. auf Herbivore, wirken. Welche Reaktionsproduktc entstehen, ist

von diversen Faktoren abhängig. z.B. der Art des Glukosinolats, dem pH-Wert, der

Gegenwart von Fe~+ oder anderen Proteinen (McGregor et al. 1983: Chew 1988; Louda

und Mole 1991).

Myrosinasen treten in 250 - 800 kDa grossen Komplexen mit weiteren Proteinen auf.

Diese Myrosinase Binde-Proteine gehören einer Proteinfamilie an, deren Ursprung

wahrscheinlich ein gemeinsames, wundinduzierbares Transkript von 3,3 kb Länge ist.

Durch alternatives Spleissen der mRNA bzw. durch Proteolyse des abgeleiteten Proteins

wird die Art des Myrosinase Binde-Proteins determiniert (Taipalensuu et al. 1997).

Weitere wundinduzierbare Myrosinase-assoziierte Proteine wurden in Brassica napus

identifiziert (Taipalensuu et al. 1996). wovon eines Ähnlichkeit zu einer Lipase aus A.

thaliana zeigt (Taipalensuu et al. 1997). Upton und Buckley (1995) identifizierten in

Bakterien und Pflanzen eine neue Familie von Lipasen. die sich von den bisher

beschriebenen unterscheidet. Zu dieser neuen Familie gehören auch das Lipase-ähnliche

Myrosinase-assoziierte Protein wie auch der in dem Sichtungsveifahren isolierte Klon

100.4.

Alle bekannten Kristallstrukturen von Lipasen zeigten, dass das aktive Zentrum durch

eine katalytische Triade, nämlich Serin-Histidin-Aspartat/Glutamat, gebildet wird. Das

nukleophile Serin liegt dabei in einem engen "Loop", der durch die Sequenz GxSxG

determiniert und in den meisten Lipasen konserviert ist (Rubin 1994). Diese

Gemeinsamkeiten und andere strukturelle Ähnlichkeiten scheinen für alle Lipasen

charakteristisch zu sein (Hemilä et al. 1994: Jaeger 1994). 1995 aber wurden von Upton

und Buckley Proteine mit Iipolx tischer Aktivität beschrieben, die deutlich von diesem

Schema abweichen und folglich eine neue Familie von Lipasen darstellen. Insbesondere

zeichnet sie eine andere Aminosäuresequenz um den reaktiven Serin-Rcst aus (Brick et

al. 1995; Upton und Buckley 1995). Die Autoren identifizierten zudem 5 Blöcke in der

Primärsequenz, die zwischen den einzelnen Homologen dieser Familie konserviert zu
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sein scheinen, und wiesen für einen Vertreter aus dieser Familie (Arab-1 aus A. thaliana)

lipolytische Aktivität nach (Brick et al. 1995). Diese 5 Blöcke sind auch in LeGDSL 1

konserviert (Abb. 20). ebenso ist die katalytische Triade vorhanden.

Die Interaktion von LeGDSL 1 mit der Systemin-Domäne des GAIA-Fusionsproteins ist

stärker als die aller anderen untersuchten Klone (Abb. 17). Hefezellen, die die Lipase und

den GAL4/Systemin Transkriptionsfaktor exprimieren, sind farblos: die GAL4-Funktion

ist vollständig verloren gegangen. Nun handelt es sich bei dem Transkriptionsfaktor um

ein Polypeptid und kein Lipid. Allerdings sind viele Proteasen in der Lage, auch

Eslerbindungen zu hydrolysieren. und umgekehrt konnte für eine Thioesterase aus E. coli

(Zugangsnummer P29679; SwissProt) auch proteolytische Aktivität nachgewiesen

werden (Ichihara et al. 1993). Diese Esterase/Protease wird ebenfalls der neuen Familie

der GDSL-Lipasen zugeordnet und ist gleichermassen verwandt zu LeGDSL 1. Ob

LeGDSL 1 ebenfalls proteolytisch aktiv ist. muss in weiterführenden Experimenten noch

untersucht werden. Eventuell beruht die starke Interaktion mit dem Systeminteil des

Transkripitonsfaktors lediglich auf der Bindung an das Fusionsprotein. zumal der

ursprünglich identifizierte Klon den Block I mit dem reaktiven Serin-Rest nicht enthielt.

Narväez-Vasquez et al. (1999) konnten zeigen, dass durch Verwundung von

Tomatenpflanzen nach 15 Min. eine Phospholipase Aj-Aktivität induziert wird (Narväez-

Vasquez etat. 1999). Die Fütterung der Pflanzen mit Systemin induzierte die Lipase sogar

schon nach 5 Min., wohingegen die Gabe eines inaktiven Systemin-Analogs oder von

.lasmonsaure keine Phospholipase-Aktivität induzierte. Diese Resultate, sowie die starke

Interaktion von LeGDSLl mit der Systemin-Domäne von GAL4/S, könnten auf eine

direkte Interaktion von Systemin mit Z,eGDSLI und damit deren Regulation in planta

hinweisen. Dies ist jedoch nicht im Einklang mit dem postulierten apoplastischen Wirkort

von Systemin. Eine mögliche direkte Interaktion mit Systemin und eine mögliche Rolle

in der Freisetzung von Linolensäure als Substrat des Oktadekanoidweges muss jedenfalls

während der weiteren Charakterisierung von LeGDSLl untersucht werden.

Eine Analyse von F2ST-Sequenzen zeigte, class GDSL-Lipasen aus Reis und Arabidopsis

eine Genfamilie mit jeweils mehr als 10 Mitgliedern bilden, welche differentiell

exprimiert sind (Brick et al. 1995). Über den Grad der Ähnlichkeit innerhalb der Familie
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wurden keine Angaben gemacht. Die Southern Blot Analyse von LeGDSLl unter

stringenten Bedingungen ergab dagegen nur ein einziges Gen im haploiden Genom von

Tomate. Ob entfernt verwandte Proteine ähnlicher Funktion in Tomate existieren, bleibt

offen.

4.7 12-Oxo-Phytodiensäure Reduktase (LeOPRl) aus L. esculentum

Mit Klon 45.2 wurde hier eine cDNA (LeOPRl ) isoliert, die hohe Sequenzähnlichkeit mit

12-Oxo-Phytodiensäure Reduktase (OPR) aus Arabidopsis aufweist. Nachfolgend

wurden auch die cDNAs zweier verwandter Enzyme - LeOPR2 und LeOPR3 - isoliert.

12-Oxo-Phytodiensäure (OPDA) ist ein Intermediat des Jasrnonsäure Biosyntheseweges,

der durch Verwundung induziert wird (Vick und Zimmerman 1984; Weiler et al. 1998).

Ausgehend von a-Linolensäure wird durch die Lipoxygenase-katalysierte Reaktion

13(S)-PIydroperoxy-Linolensaure gebildet. Katalysiert durch die Allenoxid-Synthase und

die Allenoxid-Cyclase wird das Hydroperoxid in 12,13(S)-Epoxy-Linolensäure und

anschliessend in das zyklische Intermediat OPDA überführt. 12-Oxo-Phytodiensäure

Reduktase (OPR) setzt OPDA in 3-Oxo-2(2'(Z)-pentenyl)-cyclopentan-J-Oktansäure

(OPC~8:0) um, woraus anschliessend in 3 ß-Oxidationszyklcn .lasmonsaure gebildet wird

(Abb. 2).

Jasrnonsäure als potenter Genaktivator ist an der Induktion der Wundantwortgene

(Farmer und Ryan 1992; Doares et al. 1995). in der Pathogenabwehr (Cohen et al. 1993;

Li et al. 1996) und an der Induktion von Seneszenz (Earthier 1990) beteiligt. Die Vorstufe

der Jasrnonsäure. OPDA, scheint ebenfalls eine Funktion als Signalmolekül zu haben, die

von derjenigen der Jasrnonsäure verschieden ist. Fur OPDA wurde eine physiologische

Rolle in der Mechanotranscluktion festgestellt. In Brxonia dioica steigt die OPDA-

Konzentration im Gewebe nach mechanischer Stimulierung bei unveränderter

Jasmonsaure-Konzentration an: somit ist die OPDA- von der Jasmonsäure-Synthese

entkoppelt (Stelmach etal, 1998).

Mittlerweile wurden 3 Isoformen der OPR in A. thaliana (Schaller und Weiler 1997a;
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Biesgen und Weiler 1999; Schaller et al. 2000), sowie 2 Isoformen aus Corydalis

sempervirens (Schaller et al. 1998) identifiziert.

Auf Ebene der Transkripte konnte eine wund induzierbare Expression der Arabidopsis-

OPRs nachgewiesen werden. Im Falle von A/OPRl und A/OPR2 erreichte die

Transkriptmenge eine Stunde nach Verwundung sowohl im verwundeten Blatt als auch

im systemischen Gewebe ihr Maximum und nahm nach 4 Stunden im lokalen bzw. 3

Stunden im syslemischen Gewebe wieder ab. Aufgrund der hohen Sequenz¬

tibereinstimmung zwischen A/OPRl unci A/OPR2 konnte hier nicht zwischen beiden

Isoformen unterschieden werden (Biesgen und Weiler 1999). Auch das Transkript der

OPR3 ist in A. thaliana durch Verwundung induzierbar (Müssig et al. 2000). Die

Erhöhung der "steady state"-Transkriptspiegcl beruht auf einer transkriptionellen

Aktivierung, wie durch die Analyse von Promotor-GUJS Fusionen gezeigt werden konnte

(Biesgen und Weiler 1999), In keinem Fall aber spiegelte sich die erhöhte

Transkriptmenge in der Proteinkonzentration oder der messbaren Enzymaktivität wieder.

Damit ist die physiologische Relevanz der Regulation der Transkripte unklar.

Die Northern Blot Analyse von LeOPRl zeigte eine konstitutive, aber geringe

Expression, die in Blüten am schwächsten ist (Abb. 21, C und D). Die Transkriptmenge

wurde durch Induktoren der Verwundungsreaktion nicht erhöht, ein Befund, der im

Gegensatz zur relativ starken Wundinduktion von OPR I und OPR2 in A. thaliana steht.

Die cDNA-Sequenzcn von Le()PR2 und LeOPR3 sind nur zu 50 % bzw. 53 % identisch

mit der cDNA-Sequenz von LeOPRl. Demzufolge war die Northern Blot Analyse

spezifisch für LeOPRl -Transkripte. Moglicherweise ist eine Isoform aus Arabidopsis

ebenfalls nicht wiindinduzieibar. Ob die Transkriptspiegel von LeOPR2 und/oder

LeüPR3 durch Verwundung induzierbar sind wurde noch nicht untersucht.

Die Lokalisation von OPR wurde von Schaller und Weiler (1997) als zytosolisch

postuliert, da A/OPR kein Transitpeptid fur den Transport in Plastide enthält und zudem

durch Zellfraktionierung von A. thaliana Suspensionszellen keine OPR-Aktivität in

Piastiden oder Peroxisomen detektiert werden konnte (Dr. Florian Schaller,

Dissertationsschrift). Durch eine zytosolische OPR konnte somit die Konzentration von

OPDA unabhängig von der Jasmonsaurekonzentration reguliert sein (Schaller und Weiler
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1997a). Das für die stereospezifische Reduktion von cLv(+)-OPDA verantwortliche

Isoenzym, OPR3, enthält jedoch eine C-terminale Extension von 3 Aminosäuren (SRL in

LeOPR3 und AfOVR3: siehe Abb. 36). die für einen Transport in Peroxisomen als

hinreichend angesehen wird (Banjoko und Trelease 1995). Damit ist wahrscheinlich, dass

sowohl die Reduktion von OPDA als auch die weiteren Reaktionsschritte zu Jasrnonsäure

in den Peroxisomen stattfinden und OPDA. solange es im Zytosol vorliegt, nicht reduziert

wird. Hierdurch ist die Aufenthaltsdauer des Moleküls im Zytosol zur Aktivierung

physiologischer Prozesse wahrscheinlich länger, als wenn OPR3, wie früher postuliert,

im Zytosol vorliegt. Wie die Pflanzenzelle das Verhältnis OPDA zu Jasrnonsäure

reguliert, bleibt allerdings weiterhin unklar und die Klärung dieser Regulation bedarf

weiterer Untersuchungen.

LeOPRl scheint stark mit (Pro)Systemin zu interagieren. da es eine deutliche Reduktion

der GAL4-Aktivilät bewirkt. Damit eröffnet sich die Möglichkeit, dass (Pro)Systemin

auch in planta mit LeOPRl interagiert. möglicherweise dessen Aktivität reguliert und

somit auf die Jasmonsäurc-Biosynthese Einfluss nimmt. Versuche, mit Flilfe von

Gelfiltration oder "Crosslinking"-Experimenten eine spezifische Interaktion von

Systemtn mit LeOPRl nachzuweisen, waren bislang aber erfolglos. Möglicherweise ist

also LeOPRl nur zufallig, fälschlicherweise als positiv in dem Sichtungsveifahren

identifiziert yvorden. Die potentielle Beteiligung von LeOPRl und derer Isoformen 2 und

3 an der Jasmonsäurc-Biosynthese und damit an der Vermittlung der Wundreaktion aber

waren Anstoss genug für eine weiterführende, eingehende Charakterisierung dieses

Enzyms.

Die von der LeOPR 1 cDNA abgeleitete Aminosauresequenz. w ic auch die Sequenzen der

A. thaliana OPRs weisen eine hohe Ähnlichkeit mit dem "Old Yellow Enzyme" (OYE)

aus S. cerevisiae auf. OYE wurde als erstes flavinabhangiges Protein 1932 von Otto

Warburg isoliert (Warburg und Christian 1932). Warburg und Mitarbeiter konnten

anhand dieses Proteins zeigen, class Enzyme nicht-proteinogene Kofaktoren enthalten

können. Seit dieser Zeit sind eine grosse Anzahl Methoden zur biochemischen

Charakterisierung von Flavoproteinen entwickelt und etabliert yvorden, wodurch ein

grosser Beitrag zum mechanistischen Verständnis dieser Enzyme geleistet wurde.

Dennoch ist die physiologische Rolle von OYE bzw. sein in vivo Substrat immer noch
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unbekannt.

In den letzten Jahren sind zahlreiche OYE-Homologe aus diversen Spezies identifiziert

worden ((Franklund et al. 1993; Stott et al. 1993; French und Bruce 1995; French et al.

1996; Miura et cd. 1997: Buckman und Miller 1998); siehe Abb. 23 und Tabelle 3). Einige

wurden zumindest partiell biochemisch charakterisiert und dabei zeigte sich, dass allen

eine ähnliche Substratspezifitat gemein ist. nämlich die Reduktion einer Doppelbindung,

die sich in a,ß-Position zu einer Carbonylgruppe befindet. Auch die 12-Oxo-

Phytodiensäurc verfügt über dieses Strukturelement.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die OPRl aus Tomate (LeOPRl) heterolog exprimiert.

Dadurch konnten erstmals ausreichende Mengen dieses Enzyms gereinigt werden um

eine umfassende biochemische Charakterisierung zu ermöglichen. Die resultierenden

Daten wurden mit denen des OYE verglichen.

OYE ist in der Lage, phenolischc Ligandcn zu binden. Dies führt zur Ausbildung von

sogenannten "Charge-Transfcr-Complexes" (CT-Komplcxen) mit charakteristischen

Änderungen des Absorptionsspektrums (Matthews und Massey 1969; Matthews et al.

1975; Abramovitz und Massey 1976a). Auch für LeOPRl konnte die Ausbildung solcher

Komplexe bei Titration mit diversen phenolischen Liganden beobachtet werden (Abb. 26

und Tab. 5). Dies ist die erste Demonstration solcher CT-Komplexe in einem pflanzlichen

OYE-Homolog und unterstreicht die früher postulierte enge Beziehung zwischen OYE

und seinen pflanzlichen Homologen (Schaller und Weiler 1997a). Es konnte eine lineare

Beziehung zwischen dem Absorptionsmaximum des CT-Komplexes und der Hammett

Op-Konstantc des phenolischen Liganden beobachtet werden (Abb. 27). Die

Regressionsgerade fur LeOPRl besitzt die gleiche Steigung und liegt nahezu parallel zu

der für OYE ermittelten Regressionsgeraclen (Jaffe 1953 ; Abramovitz und Massey J976b;

Hansch et al. 1991). Die positive Steigung der Regressionsgeraden demonstriert, dass der

phenolischc Ligand der Ladungsclonor und das Flavin der Ladungsakzeptor bei der

Ausbildung des CT-Komplexes ist. so wie es ebenfalls für OYE gezeigt wurde

(Abramovitz und Massey 1976b).

Für jeden Eiganden sind die Absorptionsmaxima der CT-Komplexe zu kleineren
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Wellenlängen verschoben, was zu der beobachteten Parallelverschiebung der

Regressionsgeraden führt (Abb. 27). Offenbar ist zur Anregung des Enzym/Liganden

Komplexes in OPR mehr Energie notig als in OYE. Darüber hinaus sind die

Absorptionsmaxima und Extinktionskoeffizienten der LeOPRl CT-Komplexe

konsequent kleiner als die für OYE ermittelten. Ebenso sind die Dissoziationskonstanten

der Liganden für die Bindung an /.eOPRl hoher als in OYE (Tab. 5). Diese Befunde

deuten darauf hin, dass die Bindung des Liganden an das katalytische Zentrum von

LeOPRl und damit die Überlappung der n-Elektronensysteme schwächer ist als in OYE.

Die Strukturanalyse des Komplexes von LeOPRl mit /?-Hydroxybenzaldehyd scheint

diesen Schluss zu bestätigen (Tim Clausen, persönliche Mitteilung).

Die Photoreduktion von LeOPRl führte zur Bildung des anionischen Flavinsemiciünons,

bevor es vollständig zu Flavindihydrochmon reduziert wurde (Abb. 28). Dies wurde

ebenso für OYE berichtet (Stewart und Massey 1985). Die Stabilisierung des

Semichinons wird wahrscheinlich durch positiv geladene Aminosäure-Seitenketten in der

Nähe der N(l)-C(2)=0 Stelle des Flavinrings ermöglicht (Massey et al. 1979).

Tatsächlich finden sich in der Kristalistruktur von OYE 2.8 bzw. 3,2 Ä entfernt von der

entsprechenden Position des Flavinringsystems das Arginin 243 und Glutamin 114. die

solch eine negative Ladung stabilisieren konnten. Diese beiden Reste sind in allen Hefe-

OYEs und allen pflanzlichen Homologen konserviert (Abb. 37) und können damit das

Auftreten des Flavinsemiciünons erklären. In Gegenwart des EJektronenmediators

Methylviologen konnte kein Flavinsemichinon bei der Photoreduktion beobachtet

werden, weswegen eine kinetische gegenüber einer thermodynamischen Stabilisierung

des Semichinons zu favorisieren ist, w ie es auch fur OY E beschrieben wurde (Stewart und

Massey 1985).

LeOPRl ist in der Lage, die C C-Doppelbindung eines breiten Spektrums a,ß-

ungesättigter Carbonyle zu reduzieren. Die höchste katalytische Effizienz war gegenüber

A-Ethylmalcimid zu beobachten (Tab. 4). Wie Maleinsäure hat V-Ethylmaleimid zwei

Carbonylfunktionen: der Uberschuss an negativer Partialladung scheint die Reaktion zu

begünstigen. Fumarsäure, das /rrmv-Stereoisomer der Maleinsäure, wurde nicht

umgesetzt. Offensichtlich ist die e/VKonfiguration an der zu reduzierenden

Doppelbindung erforderlich fur die Substraterkennung. //c///1v-Dodec-2-enal yvurde
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wesentlich besser umgesetzt als /ra/w-Hex-2-enal, was für einen positiven Einfluss der

hydrophoben Seitenkette spricht. OPDA vereint den planaren 5-Ring des N-

Ethylmaleimids und die hydrophobe Seitenkette in einem Molekül und wurde mit guter

katalytischer Effizienz umgesetzt. Die einzige Struktur von LeOPRl, die vollständig

gelost und verfeinert worden ist (Abb. 33), tragt PEG 400 - ein Bestandteil des

Kristallisationsmediums - im aktiven Zentrum (nicht gezeigt). Diese Struktur ähnelt sehr

der des OYE. weist aber im aktiven Zentrum deutliche Unterschiede auf. Sie lässt aber

noch wenige Aussagen zur Bindung des Substrats zu. Durch "soaking" konnten aber

Kristalle der Komplexe aus LeOPRl und /rcwv-Dodec-2-enal und OPDA gewonnen

werden. Die Strukturen wurden partiell gelöst (Tim Clausen, persönliche Mitteilung) und

zeigen, dass das aktive Zentrum der LeOPRl die Bindung langet" hydrophober Moleküle

erlaubt.

Die Bestimmung der Reduktions- und Oxidationsraten des FMN-Kofaktors der LeOPRl

in "Stopped Flow "-Experimenten zeigte, class die Reduktion des Flavins durch NADPH

der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Reaktion der Z,eOPRl ist (vgl. Abb. 29

und Tab. 6). Dennoch verlauft die Reduktion des Flavins sehr schnell im Vergleich zu

OYE, dessen Kofaktor mit einer Geschwindigkeit von etwa 5 s'1 durch NADPH reduziert

wird (Brown et al. 1998). Die Bindung von NADPH an das aktive Zentrum und damit die

Übertragung der Elektronen auf das FMN unterscheidet sich in LeOPR 1 offenbar deutlich

zu der in OYE. Die Aufklärung der LeOPRl-Struktur, komplcxiert mit NADPH, wird

möglicherweise diese Unterschiede deutlich machen.

Der Vergleich der ermittelten Rate für NADPH von etwa 36 s~l gegenüber der

Oxidationsrate für /V-Ethylmaleimid und fra/;i-Dodec-2-enal von 300 s"1 bzw. 150 s~l

demonstriert, dass bei der Bestimmung der kinetischen Eigenschaften der LeOPRl in

"steady state"-kinetisehen Analysen im Falle von A-Ethylmaieimid und träns-Dodcc-2-

enal die Reduktion des Kofaktors durch NADPH gemessen wurde und nicht die

Oxidation des Flavins (vgl. Tab.4).

Aus den vorläufigen Strukturdaten der mit razemischer OPDA (cLv(±)-OPDA)

komplexierten LeOPRl wird ersichtlich, dass die Bindung von r«(+)-OPDA aus

sterischen Gründen unwahrscheinlich ist, wohingegen c/'AEOPDA sehr gut in das
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katalytische Zentrum passt (Tim Clausen, persönliche Mitteilung).

Diese Beobachtung steht in Einklang mit enzymatisehen Untersuchungen der

Stereospezifitat. die in Zusammenarbeit mit Dr. F. Schaller und Prof. E. Weiler

durchgeführt worden sind. LeOPRl setzt fast ausschliesslich das c/'AEStereoisomer der

OPDA um (Abb. 31).

Damit entspricht die Stereoselektivität der LeOPR I derjenigen von OPRl und OPR2 aus

A. thaliana und OPRl aus C. sempervierens (Schaller et al. 1998; Schaller et al. 2000).

LeOPRl ist also nicht direkt an der Synthese biologisch aktiver Jasmonsäure beteiligt, da

nur die cw(+)-OPDA Vorstufe der (+)-7-iso Jasmonsäure ist (Vick und Zimmerman

1984). Aus Pflanzenextrakten konnte bisher nur m(+)-OPDA extrahiert werden (Laudert

et al. 1997). Bei Entkopplung der Allenoxid-Synthase/Allenoxid-Cyclase katalysierten

Reaktionen kann aber c7.s(AOPDA spontan entstehen. LeOPRl könnte dazu dienen

ew(-)-OPDA zu entfernen, um einen stereochemisch reinen Pool an c/i(+)-OPDA zur

Synthese von biologisch aktiver Jasmonsäure aufrechtzuerhalten (Schaller et al, 1998).

Andernfalls muss das physiologische Substrat der OPRl in Tomate, Arabidopsis und

Corvclalis unter der Vielzahl v on Verbindungen zu suchen sein, die eine cc,ß-ungesättigte

Carbonylgruppe besitzen.

Während die Funktion von LeOPRl wie auch die Funktionen von ArOPRl und 2 in vivo

noch unklar bleiben, ist A(OPR3 offensichtlich diejenige Isoform die für die Synthese der

Jasmonsäure //; planta verantw ortlich ist. A?OPR3 katalysiert in etwa gleichem Masse die

Reduktion von cis(+Y wie auch m(-)-OPüA (Schaller et al. 2000). Arabidopsis

Mutanten, die defizient nur fur A/OPR3 sind, erweisen sich als männlich steril (Sanders

et al. 2000). Dieser Phänotyp kann durch Applikation von Jasmonsäure aufgehoben

werden. Dieser Befund steht im Einklang mit den biochemischen Daten, die zeigen, dass

nur A/OPR3. nicht aber A/OPRl und 2, zur Synthese von Jasmonsäure in der Lage ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei weitere Isoformen der LeOPRl aus Tomate

klonicrt (LeOPR2 und LeOPR3). Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenzen

(Abb. 37 und Tab. 8) ergab einen ersten Hinweis darauf, welches der Enzyme aus Tomate

die grösste Ähnlichkeit mit A/OPR3 aufweist und daher möglicherweise die OPR des
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Oktadekanoid-Wegcs ist. Diese Isoform- LeOPR3- yvurde heterolog exprimiert und

gereinigt. In Zusammenarbeit mit Dr. F. Schaller und Prof. E. Weiler wurde LeOPR3 auf

ihre Stereoselektivität bezüglich OPDA getestet. Wie vermutet, bevorzugt LeOPR3 in

hohem Masse cw(+)-OPDA über e/v(-)-OPDA als Substrat. Die Umsatzrate war für

c/5'(+)-OPDA etwa viermal hoher als für m(-)-OPDA (Abb. 40). Im Vergleich zu dem

Arabidopsis-hoenzym weist die Z.eOPR3 damit eine wesentlich höhere Präferenz für

c/.v(+)-OPDA auf (4:1 gegenüber 1:1 bei A/OPR3; (Schaller et al. 2000)). Die

Stereospezifitat der OPR3 wie die der OPRl ist somit bei den Tomatenproteinen

wesentlich ausgeprägter.

Ziel weiterführender Arbeiten wird es sein, anhand der Analyse der 3-dimensionalen

Struktur von LeOPRl und 3 festzustellen, wie die Stereospezifitat dieser beiden Enzyme

determiniert wird. Dazu soll - wie für LeOPRl bereits geschehen - OPR3 durch Verdau

mit der Protease Faktor Xa aus dem GST-Eusionsprotein freigesetzt und in grossen

Mengen (ca. 10-20 mg) für die Kristallisation gereinigt werden. Laufende Arbeiten zur

Reinigung von LeOPR3 haben ergeben, class innerhalb der Primärsequenz von LeOPR3

eine Erkennungssequenz fur die Protease Faktor Xa existiert, die der nativen

Erkennungssequenz dieser Protease ähnelt. Daher erwies es sich als unmöglich, OPR3

intakt aus dem Fusionsprotein freizusetzen (Abb. 36 und 39). In folgenden Arbeiten soll

nun diese Erkennungssequenz in der LeOPR.USequenz durch Einführung einer

ortsspezifische Mutation beseitigt werden, ohne jedoch für die Substratbindung oder

Katalyse wichtige Reste zu verandern. Bei der Identifizierung dieser Reste wird die

Struktur der 7,eOPRl. insbesondere die des LeOPRl/OPDA-Komplexes, sehr hilfreich

sein.

Die weitere Analyse von LeOPR3. d.h. die Expressionsanalyse, Lokalisation,

Strukturaufklärung. Aktivitatstests sowie Spektralanalyse wird weitere Einblicke in die

Regulation des Oktadekanoidweges. die Determinierung von Stereoselektivität in

Enzymen und den Rcaktionsmechanismus pflanzlicher Flavoproteine ermöglichen.



103 Diskussion

4.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollten mit Hilfe eines genetischen Sichtungsverfahrens in

Hefe Proteasen bzw. Proteine aus Tomate identifiziert werden, die das Wundhormon

Systemin bzw. dessen Vorstufe Prosystemin prozessieren bzw. damit interagieren.

Vorangegangene Arbeiten wiesen daraufhin, dass Systemin möglicherweise durch eine

zu tierischen Systemen homologen Prohormon Konvertase, die nach dibasischen Resten

spaltet, prozessiert wird (Schaller und Ryan 1994). Eine solche zu der Familie der

Subtilase gehörende Prohormon Konvertase wurde im Rahmen der Sichtung allerdings

nicht identifiziert. Neue Ergebnisse bezüglich der Expression pflanzlicher Subtilasen, die

zeigen, dass zur Bildung der aktiven Protease bis zu drei N-terminale

Prozessierungsschritte und Bedingungen notwendig sind, die innerhalb der Hefezelle

nicht anzutreffen sind (Janzik et cd. 2000), werfen allerdings die Frage auf, ob die

Identifizierung einer solchen Subtilase mit dem hier gewählten Sichtungsveifahren

prinzipiell möglich ist.

Das Verfahren hat allerdings zur Identifizierung einiger weniger Proteasen geführt, von

denen eine (lnsulinase) Systemin als Substrat akzeptiert (Yoann Huet, unveröffentlicht).

In Anbetracht der grossen Zahl von Klonen die nicht für Proteasen kodieren, bleibt

allerdings fraglich, hm ieweit die Identifizierung der Proteasen durch wirkliche Selektion

ermöglicht wurde, beziehungsweise ob dies rein zufällige Ereignisse gewesen sind.

Weiterhin muss damit gerechnet werden, class andere (Pro)Systemin-spaltende Proteasen

unentdeckt blieben, sei dies aufgrund ihrer Unfähigkeit im Hefczytosol Aktivität zu

entfalten oder aber aufgrund von Unzulänglichkeiten des eingesetzten

Sicht ungsverfahrens.

Dennoch wurden während der Sichtung cDNAs identifiziert, deren Transkriptspiegel,

gernessen an der Gesamt-mRNA. relativ niedrig sind. Bei unspezifischen

Sichtungsbedingungen sollte man v iel häufiger Proteine wie RubisCO oder Chlorophyll

a/b-Bindeprotein oder andere stark exprimierte Proteine finden. Dies war jedoch nicht der

Fall (Tab. 2), so class eine gewisse Spezifität der Siehtungsbedingungen zu existieren

scheint. Dennoch konnte, zumindest im Falle von LeOPRl, keine Interaktion mit
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Systemin nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt) und damit bleibt unklar, worauf

diese Spezifität beruht.

In weiterführenden Arbeiten wird festzustellen sein, ob das eine oder andere der hier

identifizierten Proteine an der Vermittlung der pflanzlichen Verwundungsrcaktion

beteiligt ist. Insbesondere die Spaltung von Systemin durch die lnsulinase und damit eine

mögliche Rolle der lnsulinase in der Regulation der Systemmaktivitat wird zu verfolgen

sein. Aber auch fur die anderen Proteine ist eine Beteiligung an der

Wundsignalübertragung nicht völlig auszuschliessen. Um Hinweise auf eine mögliche

Beteiligung zu erhalten, wird die Expression auf Ebene der Transkripte unter Einsatz von

"cDNA-Microarrays" analysiert werden.

Wenn auch die Identifizierung der LeOPRl cDNA hier wohl als zufällig angesehen

werden muss, so konnte doch durch che Charakterisierung des Enzyms ein Beitrag zum

Verständnis der Flavoproteine im allgemeinen und der "Old Yellow Enzyme'Aamilie im

besonderen geleistet werden.

Zudem yvurde mit LeOPR3 jenes OPR-lsoenzym klonicrt und exprimiert, welches an der

wundinduzierten Biosynthese von .lasmonsaure und damit der Signaltransduktion der

Wundantwort beteiligt ist.

Die Rolle der 3 OPR-lsocnzy me im Oxylipin-StoffWechsel sowie die strukturellen

Merkmale der Proteine, welche die ausgeprägte Stereoselektivität bestimmen, werden

Gegenstand zukünftiger Arbeiten sein.
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