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1 Einleitung

Wihrend ihres Lebens sind Pflanzen vielen abiotischen und biotischen Stressoren ausgesetzt.
Biotischer Stre3 wird durch Viren, Bakterien, Pilze, Nematoden und Insekten ausgelost, die
die Pflanzen als Nahrstoffquelle nutzen oder sich auf Kosten ihres Wirtes vermehren. Da
Pflanzen vor diesen duBleren Bedrohungen nicht flichen konnen, haben sie im Verlauf der
Evolution effektive Mechanismen entwickelt, um sich gegen diese Feinde zu schiitzen.
Allerdings versuchen die pathogenen Organismen die pflanzlichen Abwehrsysteme zu
umgehen, um die Pflanzen als Nihrstoffquelle bzw. Vermehrungsmaschinerie zu nutzen. Es
herrscht daher ein stindiger Wettlauf zwischen Entwicklung neuer Abwehrmechanismen auf
Seiten der Pflanzen und Entwicklung neuer Angriffstrategien auf Seiten der
Krankheitserreger.

Kulturpflanzen sind einem besonders starken Druck der Angreifer ausgesetzt, da sie einerseits
den schidigenden Organismen aufgrund der groB angelegten Monokulturen im UberfluB zur
Verfligung stehen und da sie aufgrund eines ziichtungsbedingten Verlusts an genetischer
Variabilitit eine weitaus hohere Anfilligkeit gegeniiber vielen Krankheitserregern und
Schédlingen zeigen als ihre urspriinglichen Wildformen. Die Pflanzenziichtung ist daher
bestrebt, die natiirliche Resistenz der Kulturpflanzen zu fordern. Aus diesem Grund ist es von
groler Bedeutung, die pflanzlichen Abwehrmechanismen zu identifizieren und auf
biochemischer und genetischer Ebene zu analysieren. Durch die Verdnderung der
Abwehrreaktionen konnte eine verstdrkte Resistenz erreicht werden. Denkbare Ansdtze wiren
das Einfilhren oder Ausschalten von Genen, die fiir definierte Eigenschaften (z. B.
Pathogenperzeption oder Detoxifikation von Pathogenitdtsfaktoren) kodieren oder die
Modifikation der Expression regulatorischer Gene. Aullerdem konnten, basierend auf den
stark zunehmenden Proteinstrukturdaten, Enzyme mit neuen katalytischen Féhigkeiten
hergestellt werden, die zur Produktion von neuen und/oder wirksameren Abwehrstoffen
eingesetzt werden konnten. Der Wettlauf zwischen Pflanze und Krankheitserreger wiirde

somit zu einem Wettlauf zwischen Biotechniker und Krankheitserreger werden.

1.1 Allgemeine Phytopathologie

Damit eine Pflanze sich gegen einen Krankheitserreger effektiv wehren kann, ist es von
groler Bedeutung, dessen Anwesenheit schnell zu erkennen. Dazu konnen einerseits
Molekiile des Pathogens (exogene Elicitoren), andererseits auch wirtseigene Substanzen
(endogene Elicitoren), die durch die Aktivitit des Angreifers freigesetzt wurden, dienen (Ebel
und Cosio, 1994). Proteine, Glykoproteine, Peptide, Oligosaccharide, Fettsduren und deren

Derivate wurden bisher als Substanzen identifiziert, die Abwehrreaktionen in Pflanzen
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auslosen konnen. Diese hohe strukturelle Diversitédt der Elicitoren zeigt, daB kein universeller
Elicitor existiert, der als generelles Signal fiir eine Pathogen-Attacke dient, sondern, da3 sich
im Verlauf der Evolution fast in jedem Wirt-Pathogen-System spezifische Signalstoffe
entwickelt haben (Ebel und Cosio, 1994; Ebel und Scheel, 1997).

Die Induktion der Pflanzenabwehr erfordert die Erkennung eines exogenen oder endogenen
Elicitors, die in Pflanzen &hnlich wie im tierischen System vermutlich iiber (meist
plasmamembranstindige) Rezeptoren erfolgt. Bisher wurden einige Rezeptor-dhnliche
Bindeproteine in Pflanzen identifiziert, deren Eigenschaften (hochaffine, saturierbare,
reversible und strukturspezifische Ligandenbindung) fiir eine Beteiligung an der
Signalperzeption sprechen (Bent, 1996; Ebel und Mithoéfer, 1998; Ellis et al., 2000; Jones,
2001). Neben der ,Erkennung® des Pathogen ist die Aktivierung des intrazelluldren
Signalweges eine weitere wichtige Funktion eines Rezeptorproteins.

Die Hauptbestandteile der intrazelluldren Signaltransduktion in Pflanzen scheinen neben
Ionenfliissen iiber die Plasmamembran Ca”"-abhingige Prozesse und
Phosphorylierungsreaktionen zu sein. Innerhalb weniger Minuten nach Elicitor-Zugabe
konnte in einigen pflanzlichen Zellkulturen ein Ca®-Einstrom, CI- und K'-Ausstrom sowie
eine Alkalisierung des Zellkulturmediums gemessen werden (z. B. Bach et al., 1993; Felix et
al., 1993; Ebel et al., 1995; Jabs et al., 1997; Mithofer et al., 1999). Der erhohte intrazelluldre
Ca”*-Spiegel kénnte Ca’-abhingige Signalkomponenten wie z. B. Phosphoinositid-Zyklus,
Calmodulin, Proteinkinasen, Proteinphosphatasen, Ionentransporter und Lipasen aktivieren,
die in Pflanzenzellen vorhanden zu sein scheinen (Bush, 1993; Drobak, 1993; Yotsushima et
al., 1993; Renelt et al., 1993; Romeis et al., 2000). Anderungen im Phosphorylierungsgrad
zelluldrer Proteine wurden bereits in verschiedenen pflanzlichen Zellkulturen nach
Elicitorbehandlung beobachtet (Boller, 1995; Ebel und Scheel, 1997). Eine ,mitogen-
activated protein“ (MAP) Kinase-Kaskade scheint die Signalweiterleitung iiber mehrere
Phosphorylierungsreaktionen durchzufiihren und vermutlich auch fiir die Aktivierung von
Abwehrgenen verantwortlich zu sein, da MAP-Kinasen in ihrer aktivierten Form im Zellkern
lokalisiert werden konnen (Ligterink, 1997; Asai, 2002). AuBerdem scheinen aktive
Sauerstoffprodukte, die wihrend des ,,oxidative burst gebildet werden, unabhédngig von
Phosphorylierungskaskaden und Ionenfliissen, Gene zur Pathogenabwehr und zum
Eigenschutz vor den aktiven Sauerstoffspezies zu aktivieren (Lamb und Dixon, 1997; Dangl
und Jones, 2001; Mithofer et al., 2001). Weitere Komponenten, die an einer intra- und
interzelluldren Signalweiterleitung beteiligt sein konnten sind Ethylen, Methyljasmonséure,
Jasmonséure, Salicylsdure, Systemin, Lipidperoxide und Stickoxide (Niirnberger und Scheel,
2001; Dangl und Jones, 2001).

Die Abwehrmechanismen der Pflanzen konnen in praformierte Barrieren und induzierbare
Abwehrreaktionen eingeteilt werden. Zu den praformierten Barrieren zdhlt die
Oberflachenbeschaffenheit der Pflanze (z. B. Rhizodermis, Borke, Kutikula, Form und
Anzahl der Stomata, Behaarung, etc.) und konstitutiv gebildete Abwehrstoffe
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(Phenolderivate, Saponine, cyanogene Glykoside, Stilbene, Schwefelverbindungen,
hydrolytische Enzyme, Enzyminhibitoren, etc.) (Elstner et al., 1996). Zu den induzierbaren
Abwehrmechanismen wird die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (,,oxidative
burst), die Synthese von PR-Proteinen, die Anreicherung von Phytoalexinen und die
Verstarkung der Zellwiande gerechnet.

Die Bildung der reaktiven Sauerstoffspezies (z. B. Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen,
Hydroxyl-Radikale) gehort zu den schnellen Abwehrantworten nach einem Pathogenbefall, da
sie nicht auf die Neusynthese von Proteinen angewiesen ist (Ebel und Scheel, 1992). Diese
Substanzen sind wahrscheinlich fiir das Absterben wirtseigener Zellen im Bereich des
Infektionsortes verantwortlich (Hypersensitive Reaktion), um eine Pathogenausbreitung zu
verhindern bzw. auf dieses nekrotische Areal zu beschrianken. AuBlerdem konnen durch den
Zelltod Stoffe aus der Vakuole freigesetzt werden, die auf den Erreger toxisch wirken
(Knogge und Scheel, 1992). Durch oxidatives Quervernetzen von Zellwandproteinen wirken
die reaktiven Sauerstoffspezies zudem an der Verstirkung der Zellwénde mit (Brisson et al.,
1994).

Nach Pathogenbefall werden neben Enzymen, die an der Synthese von Abwehrstoffen oder an
der Zellwandstabilisierung beteiligt sind, auch Proteine gebildet, die direkt am Erreger
wirken. Dazu zdhlen z. B. Zellwand-abbauende Enzyme (z. B. Chitinasen, Glucanasen),
Proteinasen, Proteinase-Inhibitoren und Wachstums-hemmende Proteine (Elstner et al., 1996).
Innerhalb aller induzierbaren Abwehrmechanismen scheint jedoch vor allem der
Akkumulation von Phytoalexinen eine grofe Bedeutung zuzukommen (Ebel, 1998).
Phytoalexine werden als niedermolekulare, antimikrobiell wirkende Verbindungen definiert,
die von den Wirtspflanzen synthetisiert werden und innerhalb bestimmter Wirtszellen
akkumulieren, nachdem der Wirt mit Mikroorganismen in Kontakt gekommen ist (Keen et al.,
1972). Vertreter der Phytoalexine finden sich in den unterschiedlichsten chemischen
Stoffgruppen, wie z. B. Terpenoiden, Phenylpropanoiden oder Alkaloiden (Dixon, 2001).
Obwohl ihre toxische Wirkung gegeniiber Mikroorganismen in vielen Fillen beschrieben ist,
sind die genauen Wirkorte und Wirkungsmechanismen der Phytoalexine noch weitgehend
unbekannt. Als wichtiger Angriffspunkt werden die prokaryontische und eukaryontische

Zellmembran vermutet (Elstner et al., 1996).

1.2 Das Pathosystem Sojabohne/Phytophthora sojae

Das Ursprungsgebiet der Sojabohne (Glycine max L.) liegt im norddstlichen Asien, wo sie
seit ca. 1000 v. Chr. angebaut wird. Mittlerweile gehort die Sojabohne zu den wichtigsten
Nutzpflanzen der Welt. Die Hauptproduzenten sind heute USA, Brasilien und China. Die
vielfdltigen Nutzungsmdglichkeiten von Sojabohne beruhen vor allem auf dem hohen Gehalt
an Fett (15-20%) und Eiweil} (30-50%) ihrer Samen.
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Phytophthora sojae (frither Phytophthora megasperma f. sp. glycinea, Pmg), der Erreger der
Wurzel- und Stengelfdaule an Sojabohne, ist ein weitverbreitetes Pathogen in den
Hauptanbaugebieten Nordamerikas, das bevorzugt Wurzeln junger Sojabohnekeimlinge durch
asexuell entstandene Zoosporen infiziert. Innerhalb der Klasse der Oomyceten gehort er zur
Ordnung der Pythiales. Die Oomyceten sind, wie auch die Goldalgen (Chrysophyceen),
Kieselalgen (Bacillariophyta) und Braunalgen (Phaeophyceen), Vertreter der Abteilung der
Stramenopiles, die dem Reich der Chromista zugeordnet werden. Es wurden bereits mehrere
physiologische Rassen des Erregers beschrieben, die sich in der Virulenz gegeniiber
verschiedenen Kultivaren der Sojabohne unterscheiden (Ebel und Grisebach, 1988).
Detaillierte Analysen existieren iliber die Interaktionen zwischen dem Sojabohnekultivar
Harosoy 63 und den Phytophthora-Rassen 1 (inkompatible Interaktion) und 3 (kompatible
Interaktion). Werden Sojabohnekeimwurzeln mit der Rasse 1 bzw. 3 infiziert, zeigt sich
bereits nach wenigen Tagen ein sichtbarer Unterschied im Infektionsverlauf. Bei Infektion mit
Rasse 3 dringt das Pathogen schnell in tiefere Wurzelschichten vor. Noch bevor sich
Sekundarwurzeln ausbilden konnen, stirbt zuerst die Primdrwurzel und dann der gesamte
Keimling ab (Hahn et al., 1985). Im Falle der Infektion mit Rasse 1 kommt es zur
hypersensitiven Reaktion der Pflanze. Dadurch wird das Wachstum des Oomyceten auf
duBere Zellschichten der Keimwurzeln beschriankt. Bevor im weiteren Verlauf der Infektion
auch hier die Primirwurzel abstirbt, kommt es zur Ausbildung von Sekundidrwurzeln, die eine
weitere Versorgung des Keimlings gewéhrleisten (Hahn et al., 1985).

Die Resistenz der Sojabohne gegeniiber Rasse 1 von P. sojae ist auf die Erkennung des
Pathogens und die rasche Induktion von Abwehrmechanismen zuriickzufiihren. Als Elicitoren
wurden 1,3-1,6-B-Glucane aus der Zellwand des Oomyceten identifiziert, von denen ein
Hepta-B-glucosid die aktivste Einheit darstellt (Sharp et al., 1984a und b). Fiir die Perzeption
des Elicitors in Sojabohne ist vermutlich ein membrangebundener Proteinkomplex aus zwei
identischen 75 kDa-Proteinen und einem 100 kDa-Protein verantwortlich (Cosio et al., 1992;
Mithofer et al., 1996), wobei die Glucan-Bindung am 75-kDa Protein stattfindet und das 100
kDa-Protein wahrscheinlich den gesamten Rezeptorkomplex in der Membran verankert
(Mithofer et al., 2000).

Untersuchungen zur Signalweiterleitung und zur Produktion von Abwehrstoffen wurden
hauptsdchlich an Sojabohnezellkulturen durchgefiihrt. Suspensionskulturen eignen sich fiir
derartige Analysen besonders gut, da sich die Zellen im nahezu gleichen physiologischen
Zustand befinden und da sie auf &duflere Reize anndhernd synchron reagieren. In
Sojabohnezellkulturen des Kultivars Harosoy 63 ist die Féhigkeit zur Induktion von
Abwehrreaktionen, wie sie in infizierten Sojabohnekeimlingen beobachtet werden kann,
erhalten geblieben (Ebel et al., 1976). Wéhrend des Wachstums der Suspensionskulturen
konnen zwei Phasen mit erhohter Reaktionsbereitschaft der Zellen beobachtet werden (Hille
et al., 1982). Einerseits einen Tag nach Umsetzen der Zellen in neues Medium (Stadium 1),

andererseits kurz vor Erreichen der stationdren Phase (Stadium II). Durch Behandlung der
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Sojabohnezellen mit Rohelicitor, der durch partielle Sdurehydrolyse aus Zellwédnden von P.
sojae Rasse 1 gewonnen wurde, wurde die natiirliche Infektion simuliert. Bereits wenige
Minuten nach Elicitorzugabe konnte ein biphasischer Anstieg der cytosolischen Ca*'-
Konzentration, eine Alkalisierung des Zellkulturmediums (Ebel et al., 1995, Mithofer et al.,
1999) sowie eine Depolarisation und CI'-Fliisse (A. Mithofer, unverdffentlicht) gemessen
werden. Ferner scheinen an der Signalweiterleitung und eventuell auch an der
transkriptionellen Aktivierung von Abwehrgenen Phosphorylierungsreaktionen beteiligt zu
sein. Elicitor-aktivierbare MAP-Kinasen (A. Daxberger, unverdffentlicht) und eine Serin-
Protein-Kinase (Droge-Laser et al., 1997) konnten in Sojabohne bereits identifiziert werden.
AuBlerdem konnte nach Elicitor-Behandlung von Sojabohnezellkulturen H,O,-Produktion
wahrscheinlich durch eine NAD(P)H-abhédngige Oxidase gemessen werden (Mithofer et al.,
1997). Die gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies sind nicht an der Aktivierung von Enzymen
der Phytoalexinbiosynthese beteiligt (Mithdfer et al., 1997 und 2001), sondern haben ihre
Funktion vermutlich in der Stabilisierung der Zellwdnde und der Peroxidation von Lipiden
(Mehdy, 1994). Neben der Synthese reaktiver Sauerstoffspezies stellen die Auflagerung von
Kallose (Bonhoff et al., 1987) und vor allem die Anreicherung von Glyceollinen, den
typischen Phytoalexinen der Sojabohne, weitere wichtige Abwehrreaktionen dar. An der
Biosynthese der Glyceolline sind ungefdhr 15 Enzyme des Phenylpropanstoffwechsels, der
Flavonoid-/Isoflavonoidbiosynthese und des Pterocarpanstoffwechsels beteiligt (Ebel, 1998).
Bisher wurden in Sojabohne fiinf Glyceollinisomere identifiziert, wobei mengenméfig das

Isomer I bei der Pathogenabwehr dominiert.

1.3 Phenylpropanstoffwechsel und nachfolgende Synthesewege

Phenolverbindungen bilden neben Isoprenoiden die zweite groe Gruppe innerhalb der
sekundiren Pflanzenstoffe. GefaBBpflanzen haben die Fahigkeit, grole Mengen an Kohlenstoff
vom Stoffwechsel der aromatischen Aminoséduren in die Biosynthese von Phenylpropanoiden
zu lenken (Abb. 1). Die Bedeutung des Phenylpropanstoffwechsels zeigt sich in der
Bereitstellung von Ausgangsstoffen zur Synthese von (Iso-)Flavonoiden, Lignin, Lignanen,
Cumarinen, Suberin, Stilbenen, Phenolcarbonsduren etc. (Knogge und Scheel, 1992; Douglas,
1996), die in Pflanzen z. B. als Transpirationsschutz, Zellwandstabilisatoren, Farbpigmente,
Signalstoffe, Antioxidantien und als Schutzsubstanzen gegen Pathogene und FraBfeinde
Verwendung finden (Ebel et al., 1984; Richter, 1988; Dharmatilake und Bauer, 1992; Dixon
und Paiva, 1995). Synthetisiert werden Phenylpropanoide im Verlauf der
Pflanzenentwicklung in spezifischen Geweben oder ihre Produktion wird durch &dullere Reize
wie z. B. Verwundung, Pathogenbefall oder UV-Strahlung induziert (Hahlbrock und Scheel,
1989; Dixon und Paiva, 1995).
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Abb. 1: Allgemeiner Phenylpropanstoffwechsel.

Der allgemeine Phenylpropanstoffwechsel dient der Bereitstellung energiereicher Coenzym A-Thioester
substituierter Zimtsduren, die wiederum Substrate fiir strukturell und funktionell sehr unterschiedliche
Phenylpropanderivate sind. PAL: Phenylalanin-Ammonium-Lyase, C4H: Zimtsdure-4-Hydroxylase, 4CL: 4-
Cumarat:CoA Ligase.

4-Cumarsdure: R;=R,=H; Kaffeesdure: Rj=OH, R,=H; Ferulasdure: R;=OCHj,, R,=H; Sinapinséure:

R;=R,= OCH3; 3,4-Dimethoxyzimtsiure: R;= OCHj3, R,=H.

Die Synthese der Phenylpropanoide beginnt mit der Herstellung von Zimtsdure durch die
Desaminierung von Phenylalanin. Dieser erste Schritt stellt den Ubergang vom Shikimat-Weg
(Primir-Metabolismus) zum Phenylpropanstoffwechsel (Sekundidr-Metabolismus) dar und
wird von der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) katalysiert. Durch die Aktivitdt von
Hydroxylasen (Zimtsdure-4-Hydroxylase (C4H), Zimtsdure-3-Hydroxylase (C3H) und
Ferulasdure-5-Hydroxylase  (F5H)) und  O-Methyltransferasen (COMT)  werden
unterschiedliche Substitutionen am Phenylring der Zimtsdure durchgefiihrt, die zur Bildung

von 4-Cumarsdure, Kaffeesdure, Ferulasdure und Sinapinsdure fiihren. Das Enzym 4-
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Cumarat:CoA Ligase (4CL) katalysiert die Bildung der CoA-Ester der Zimtsdurederivate.
Diese aktivierten Zwischenprodukte gehen in die spezifischen Synthesewege der
verschiedenen Phenylpropanabkémmlinge ein. Allerdings sind mit der Aktivierung der
Phenylpropanoide die Modifikationen am Phenylring noch keineswegs abgeschlossen. Durch
die Aktivitit von Hydroxylasen und O-Methyltransferasen konnen noch weitere
Substitutionen durchgefiihrt werden.

Lignin und (Iso-)Flavonoide sind wohl die bedeutendsten pflanzlichen Produkte, fiir deren
Synthese Phenylpropanoide benétigt werden. Bei der Biosynthese des Flavangeriistes - der
Grundstruktur der (Iso-)Flavonoide - stammt der Ring B und die C-Atome 2, 3 und 4 des
Heterozyklus von aktivierten Zimtsdurederivaten, wéahrend der Ring A aus drei Acetat-
Einheiten (Malonyl-CoA) gebildet wird (Abb. 2).

OH

CoAS
3 x HOOC-CH,-C~SCoA

Malonyl-CoA
CHS 4-Cumaroyl-CoA

2°,4°,6",4-Tetrahydroxychalkon

CHI l

OH
OH o @
2

QO

4
OH o

Naringenin

Abb. 2: Darstellung der Bildung der Flavan-Grundstruktur am Beispiel der Naringenin-Synthese.
Die verschiedenen Ringsysteme sind mit A, B und C gekennzeichnet. Der Ring B und die Kohlenstoffatome 2,
3 und 4 des Heterozyklus (C) stammen vom 4-Cumaroyl-CoA. CHS, Chalkonsynthase; CHI, Chalkonisomerase.

Der erste Schritt zur Herstellung dieser Grundstruktur wird durch die Chalkonsynthase (CHS)
katalysiert. Das bevorzugte physiologische Substrat der CHS scheint 4-Cumaroyl-CoA zu
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sein, da Cinnamoyl-CoA, Kaffeoyl-CoA, Feruoyl-CoA und Sinapoyl-CoA von den bisher
charakterisierten CHS nur schwach oder iiberhaupt nicht umgesetzt werden konnen (Heller
und Forkmann, 1994). Lediglich CHS aus Pinus sylvestris benutzt vermutlich neben 4-
Cumaroyl-CoA auch Cinnamoyl-CoA als physiologisches Substrat (Fliegmann et al., 1992).
Die unterschiedlichen Substituenten am Ring B der (Iso-)Flavonoide (Hydroxylgruppen, O-
Methylgruppen) scheinen somit hauptsédchlich erst nach Bildung des Flavangeriistes mit Hilfe
entsprechender Hydroxylasen und O-Methyltransferasen durchgefiihrt zu werden. Weitere
Substitutionen sowohl am Ring A als auch am Heterozyklus fithren zu einer
auBerordentlichen Vielfalt innerhalb dieser Pflanzenstoffgruppe.

Lignin ist ein Hauptbestandteil verholzter, pflanzlicher Zellwénde und hat einen Anteil von
ungefdhr 25% am Trockengewicht von Baumen. Nach Zellulose ist Lignin massenméBig das
zweit hdufigste biologische Molekiil auf der Erde. Lignin ist ein dreidimensionales Polymer,
das durch Dehydrierungspolymerisation aus 4-Hydroxyphenyl- [H], Guaiacyl- [G] und/oder
Syringyl-Alkoholen [S] aufgebaut wird, wobei die Zusammensetzung der einzelnen
Monomere innerhalb von Pflanzengruppen, Zelltypen und Entwicklungsstadien von Geweben
unterschiedlich sein kann (Chapple et al.,, 1992). Gymnospermen verwenden fiir die
Ligninsynthese vornehmlich Guaiacyl-Einheiten, Angiospermen hauptsidchlich Guaiacyl- und
Syringyl-Einheiten, wéhrend das Lignin der Griser iiberwiegend aus 4-Hydroxyphenyl-
Monomeren aufgebaut ist. Zusétzlich werden auch andere phenolische Komponenten wie z.
B. acetylierte Hydroxycinnamoyl-Alkohole und Hydroxyzimtsidure-Ester in das Polymer
eingebaut (Boudet, 1998; Sederoff et al., 1999; Ralph et al., 1999). Das eingelagerte Lignin
verleiht Tracheen, Tracheiden und Sklereiden ihre Stabilitit. Ferner werden nach
Pathogenbefall und Verwundung verletzte Gewebe durch induzierte Ligninbildung versiegelt
(Dixon und Paiva, 1995). Die Biosynthese von Lignin beginnt mit der Aktivierung der
Zimtsdurederivate mit Coenzym A durch die 4CL (Abb. 3). AnschlieBend erfolgt eine
zweistufige Reduktion der Sduregruppe durch Cinnamoyl-CoA-Reduktase (Aldehydbildung)
und Cinnamylalkoholdehydrogenase  (Alkoholbildung). Dieses Grundschema der
Monolignolsynthese scheint allerdings nur auf die Bildung von 4-Hydroxyphenyl-Einheiten
zuzutreffen, wihrend die Synthese von Guaiacyl- und Syringyl-Alkohol in den meisten
Angiospermen vermutlich iiber einen anderen Weg durchgefiihrt wird. Lange Zeit wurde der
Hydroxylierung von Ferulasdure zu 5-Hydroxyferulasdure durch die Ferulasdure-5-
Hydroxylase und der anschlieBenden Methylierung zu Sinapinsdure durch eine S-Adenosyl-
L-methionin abhingige Kaffeesdure-O-Methyltransferase eine bedeutende Rolle in der
Synthese von Syringyl-Alkohol zugewiesen (Neish, 1968; Higuchi, 1997; Whetten et al.,
1998). Allerdings konnte das Zwischenprodukt 5-Hydroxyferulasdure in Pflanzen bisher noch
nicht nachgewiesen werden und zudem zeigte das als Ferulasdure-5-Hydroxylase bezeichnete
Enzym aus Arabidopsis und aus dem Amberbaum eine deutlich hohere Affinitét gegeniiber

Coniferylaldehyd als gegeniiber Ferulasdure (Humphreys et al.,1999; Osakabe et al., 1999).
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4-Cumarylaldehyd Kaffeoylaldehyd Coniferylaldehyd 5-Hydroxyconiferylaldehyd Sinapylaldehyd
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CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,OH
Z
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4- Cumarylalkohol Kaffeoylalkohol Conlfewlalkohol 5-| Hydroxyconlferylalkohol Sinapylalkohol

v Y v
y V y

OCH, CH:0 OCH,
OH OH OH
4-Hydroxyphenyl [H] Guiacyl [G] Syringyl [S]
Einheit Einheit Einheit

Abb. 3: Mogliche Wege zur Biosynthese von Lignin-Einheiten in Angiospermen.

Synthese der Guaiacyl- und Syringyl-Einheiten (grau umrahmt) unter Beriicksichtung neuerer Erkenntnisse bzgl.
der Substratspezifititen von FSH und COMT (Humphreys et al., 1999; Osakabe et al., 1999; Li et al., 2000).
4CL, 4-Cumarat:Coenzym A Ligase; C3H, Cumarséure-3-Hydroxylase; C4H, Zimtsdure-4-Hydroxylase; CAD,
Cinnamylalkoholdehydrogenase; CCoA3H, Cumaroyl-CoA-3-Hydroxylase; CCoAOMT, Kaffeoyl-CoA-O-
Methyltransferase; CCR, Cinnamoyl-CoA-Reduktase; COMT, Kaffeesdure-O-Methyltransferase; FSH,
Ferulaséure-5-Hydroxylase; PAL, Phenylalanin-Ammonium-Lyase.
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AulBlerdem konnte gezeigt werden, dall die 5-Hydroxylierung von Ferulasdure bzw. die O-
Methylierung vom Kaffeesdure und 5-Hydroxyferulasdure durch Coniferylaldehyd bzw. 5-
Hydroxyconiferylaldehyd gehemmt wird (Li et al., 2000). Ferner wurde bisher noch keine
cDNA fiir 4-Cumarat:CoA Ligase kloniert, die Sinapinsdure als Substrat akzeptiert,
wenngleich aus Erbse (Pisum sativum), Pappel (Populus x euamericana), Petunie (Petunia
hybrida) und Sojabohne 4CL-Isoformen mit Sinapat-Aktivitdt angereichert werden konnten
(Grand et al., 1983; Knobloch und Hahlbrock, 1975; Ranjeva et al., 1976; Wallis und Rhodes,
1977). Aufgrund dieser Erkenntnisse scheint die Synthese von Guaiacyl- und Syringyl-
Einheiten nicht von durch 4CL aktivierter Ferulasdure bzw. Sinapinsdure auszugehen,
sondern von aktivierter 4-Cumarsdure bzw. Kaffeesdure (Li et al., 2000). Nach ihrer Synthese
werden die Ligninbausteine als ihre entsprechenden Glykoside iiber die Plasmamembran
transportiert. UDP-Glykosyltransferasen mit Aktivititen gegeniiber Zimtsdurederivaten und
thren entsprechenden Alkoholen wurden bereits beschrieben (Dharmawardhana et al., 1995;
Lim et al., 2001). Nach der Radikalbildung an den Monolignolen und an dem wachsenden
Ligninmolekiil durch die Aktivitit von Peroxidasen erfolgt vermutlich eine regulierte
Polymerisierung des Lignins mit Hilfe sog. ,,dirigent proteins® (Davin und Lewis, 2000;
Hatfield und Vermerris, 2001).

14 4-Cumarat:Coenzym A Ligase (4CL)

Die 4-Cumarat:CoA Ligase (4CL; EC 6.2.1.12) ist ein Enzym des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels, das in einer zweistufigen Reaktion die Aktivierung von
Zimtsdurederivaten zu CoA-Thioestern durchfiihrt (Abb. 4). Im ersten Schritt wird aus dem
Zimtsdurederivat und ATP unter Freisetzung von Pyrophosphat das entsprechende Adenylat
gebildet. Im zweiten Schritt erfolgt die Ubertragung der Cinnamoyl-Gruppe auf Coenzym A
und die Freisetzung von AMP (Heller und Forkmann, 1993). Die aktivierten
Zimtsdurederivate sind Substrate flir nachfolgende Kondensations-, Reduktions- und
Transferreaktionen bei der Biosynthese der pflanzlichen Phenylpropanoide.

Aufgrund gemeinsamer konservierter Peptidmotive wird die 4CL einer Gruppe Adenylat-
bildender Enzyme zugeordnet, in der u. a. auch Luciferasen, Peptidsynthetasen, Acyl:CoA
Synthetasen und Acetyl:CoA Ligasen vertreten sind (Bairoch, 1991; Fulda et al.,1994). Vor
allem das Nukleotid-Bindemotiv SSGTTGLPKGV (Box I der 4CL; Becker-André et al.,
1991; Stuible et al., 2000; Cukovic et al., 2001) ist bei der Zuordnung zu dieser Enzymgruppe
ein wichtiges Kriteritum. Gemeinsam ist diesen Enzymen aber nicht der gesamte
Reaktionsmechanismus, sondern nur die Aktivierung des Substrats mit ATP. Im
anschlieBenden Reaktionsschritt wird das Substrat unter Freisetzung von AMP entweder auf
Coenzym A (4CL, Acyl:CoA Synthetasen, Acetyl:CoA Ligasen), auf das Enzym-gebundene
CoA-Derivat 4‘-Phosphopanthetein (Peptidsynthetasen) oder auf Sauerstoff (Luciferasen)



Einleitung 11

iibertragen. Einem weiteren innerhalb der Adenylat-bildenden Enzyme konservierten Motiv
(GEICIRG; Box II) wird eine Beteiligung an der Katalyse zugesprochen (Becker-André et al.,
1991). Es wird vermutet, da3 das aktivierte Substrat kurzzeitig an die SH-Gruppe des Cystein
in Box II kovalent gebunden wird bevor es auf Coenzym A {ibertragen wird. Ein derartiger
Mechanismus wurde fiir die Tyrocidinsynthetase A und Enterobactinsynthetase E gezeigt
(Lipman, 1980).

(o) AMP o SCoA
COOH Ny N
z ATP PP; = CoASH AMP =
Mgz+
R, R, R; R, R, R;
R, R, R,
Zimtsiurederivat Acyl-Adenylat Coenzym A-Thioester
Zwischenprodukt
OOH COOH COOH COOH COOH COOH
7 7z 7z = = Z
OH 'OCH,3 CH;0 OCH, OCH,
OH OH OH OH OCH;
Zimtsaure 4-Cumarsaure Kaffeesaure Ferulasaure Sinapinsaure 3,4-Dimethoxy-
zimtsaure

Abb. 4: Reaktionsmechamismus der Zimsdureaktivierung durch 4-Cumarat:CoA Ligase.
Die Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Zimtsaurederivate sind darunter aufgefiihrt.

Wegen ihrer zentralen Position im allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel wird der 4CL eine
wichtige regulatorische Funktion in der Bereitstellung aktivierter Zimtsdurederivate fiir
nachfolgende Synthesen zugesprochen. Es wird vermutet, da3 die Verteilung der aktivierten
Zimtsdurederivate durch das Vorhandensein von 4CL-Isoformen reguliert werden kann, da sie
unterschiedliche Substratspezifititen besitzen konnen und ihre Gene differentiell exprimiert
werden konnen. 4CL-cDNAs und -Gene wurden bereits aus einer Vielzahl von Pflanzen
isoliert (zusammengefalit in Ehlting et al., 1999). Aber nur in einigen Pflanzen, wie z. B.
Arabidopsis, Espe (Populus tremuloides) und Sojabohne, kodieren die Klone fiir 4CL-
Isoformen, die sich bzgl. ihrer Substratspezifititen und/oder gewebespezifischen Expression
unterscheiden (Lee und Douglas, 1996; Mdllers, 1997; Hu et al., 1998; Elthing et al., 1999).

In anderen Pflanzen, wie z. B. Kartoffel (Solanum tuberosum), Petersilie (Petroselinum
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crispum) und Pinie (Pinus taeda), wurden bisher nur Isoformen mit identischen
Substratspezifititen identifiziert (Lozoya et al., 1988; Becker-André et al., 1991; Zhang und
Chiang, 1997).

Haufig diskutiert wird die Fahigkeit der 4CL, Sinapoyl-CoA zu bilden, das eine mogliche
Vorstufe der Syringyl-Einheiten des Angiospermen-Lignin darstellt. Aus Sojabohne, Pappel,
Erbse und Petunie konnten bereits 4CL-Isoformen angereichert werden, die Sinapinséure
aktivierten (Grand et al., 1983; Knobloch und Hahlbrock, 1975; Ranjeva et al., 1976; Wallis
und Rhodes, 1977). Allerdings konnte bisher noch keine 4CL-cDNA isoliert werden, die fiir
eine Sinapinsdure-umsetzende 4CL kodierte. Auf mogliche alternative Biosynthesewege von

Syringyl-Einheiten wurde bereits im Kapitel 1.3 eingegangen.

Die meisten Arbeiten iiber 4CL aus Sojabohne wurden an Sojabohnezellkulturen durchgefiihrt
(Hahlbrock et al., 1971; Ebel et al., 1975; Knobloch und Hahlbrock, 1975; Hille et al., 1982;
Uhlmann und Ebel, 1993). Vor allem in den Wachstumsstadien I und II wurden erhéhte 4CL-
Aktivitidten gemessen (Ebel et al., 1974; Hille et al., 1982). Aus Sojabohnezellkulturen des
Stadium II konnten zwei 4CL-Isoenzyme partiell gereinigt werden, die sich betrdchtlich in
ihren Substratspezifitidten unterschieden (Knobloch und Hahlbrock, 1975). Wéhrend Ligase 2
in der Lage war, Zimtsdure, 4-Cumarsdure, Kaffeesdure und Ferulasdure umzusetzen, konnte
Ligase 1 zusétzlich Sinapinsdure und das synthetische Substrat 3,4-Dimethoxyzimtsdure
aktivieren. Um einen Einblick in die Regulation der 4CLs der Sojabohne zu erlangen, hatten
Uhlmann und Ebel (1993) versucht, die kodierenden Sequenzen der von Knobloch und
Hahlbrock (1975) partiell gereinigten 4CL-Isoformen 1 und 2 zu klonieren. Mit Hilfe einer
gegen die Petersilie-4CL gerichteten, heterologen Nukleotidsonde (Pc4CLUV16) konnten aus
einer cDNA-Bank, die aus elicitierten Sojabohnezellkulturen des Wachstumsstadium I
hergestellt worden war, die drei Teilsequenzen Gm4CL13, Gm4CL14 und Gm4CL16 isoliert
werden. Die Sequenzidentitit auf Nukleotidebene betrug zwischen Gm4CL13 und Gm4CL16
96%, wihrend beide Nukleotidsequenzen gegeniiber Gm4CL14 eine Identitdt von nur 65%
aufwiesen (Uhlmann und Ebel, 1993).

Durch Verwendung von Gm4CL14 und Gm4CL16 als cDNA-Sonden wurde die Regulation
der 4CL-Gene in Elicitor-behandelten Sojabohnezellkulturen (Stadium I) untersucht
(Uhlmann und Ebel, 1993). Allerdings mulite beachtet werden, dal Gm4CL16 aufgrund der
hohen Sequenzidentitit auch mit mRNA kreuzhybridisierte, von der sich das Gm4CL13-
cDNA Fragment ableitete. Mit Gm4CL14 hybridisierende Transkripte waren in nicht-
elicitierten Zellkulturen vorhanden und ihre Menge nahm nach Elicitorinduktion leicht zu.
GmACL13/Gm4CL16-spezifische mRNA war nur in elicitierten Zellkulturen nachweisbar.
Die gleiche Regulation der 4CL-Gene wurde in Sojabohnekeimwurzeln nach Infektion mit
Zoosporen von P. sojae beobachtet (Uhlmann und Ebel, 1993).

Um eine Zuordnung der klonierten 4CL-cDNA-Fragmente zu den partiell gereinigten Ligasen
1 und 2 (Knobloch und Hahlbrock, 1975) zu ermdglichen, vervollstindigte Mollers (1997) die
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Teilsequenzen Gm4CL13 und Gm4CL14 und synthetisierte die entsprechenden Proteine in
Escherichia coli. Nach den biochemischen Untersuchungen (Substratspezifititen, K,,-Werte)
der heterologen Enzyme wurden die ermittelten Werte mit den Daten verglichen, die
Knobloch und Hahlbrock (1975) fiir Ligase 1 und 2 bestimmt hatten. Dabei zeigte sich, dal3
das von der vervollstindigten Sequenz der Gm4CL13 kodierte Protein weder Ligase 1 noch
Ligase 2 zugeordnet werden konnte, sondern ein bisher nicht bekanntes Isoenzym 3
(GmACL3) darstellte. Die bevorzugten Substrate dieser Gm4CL waren 4-Cumarsidure und
Kaffeesdure. Ferulasdure konnte nur in geringem Malle umgesetzt werden. Die katalytischen
Eigenschaften des rekombinanten Proteins, das von der kompletten Sequenz der Gm4CL14
kodiert wurde, stimmten gut mit den von Knobloch und Hahlbrock (1975) ermittelten Werten
der partiell gereinigten Ligase 2 iiberein. Keines der beiden rekombinanten Enzyme war somit
in der Lage, Sinapinsdure oder das synthetische Substrat 3,4-Dimethoxyzimtsdure
umzusetzen. Anstelle der cDNA-Sequenz fiir Ligase 1 lag mit Gm4CL3 die Sequenz einer
noch nicht bekannten 4CL-Isoform 3 aus Sojabohne vor.

Es stellte sich nun die Frage, ob Gm4CL16 eine Teilsequenz der Gm4CL1 ist oder ob
GmA4CLI16 ein Fragment einer vierten Sojabohne-4CL ist und die cDNA der Gm4CL1 folglich
noch nicht isoliert wurde. Da Ligase 1 aus nicht-elicitierten Zellkulturen angereichert wurde
(Knobloch und Hahlbrock, 1975), Gm4CL16 aber ausschlieBlich mit RNA aus elicitierten
Zellen hybridisierte (Uhlmann und Ebel, 1993), schien eher letztere Vermutung zuzutreffen.
Daher wurde erneut versucht, die cDNA der Ligase 1 iiber die klassische Methode durch
Proteinreinigung und cDNA-Bank-Sichtung zu isolieren. In Anlehnung an Knobloch und
Hahlbrock (1975) wurde mittels Farbliganden- und Anionenaustauschchromatographie die
Sinapinsdure-umsetzende Ligase 1 aus nicht-induzierten Sojabohnezellkulturen (Stadium II)
partiell gereinigt (C. Lindermayr, 1998, unverodffentlichte Ergebnisse der Diplomarbeit, LMU
Miinchen). Sowohl der N-Terminus des Enzyms (GPSPQ/REIIL) als auch zwei interne
Peptide S1 ([K]JGYLNDPEA) und S2 ([K]JARLVLTQSAYVEK), die nach Lys C-Spaltung
des gereinigten Proteins isoliert wurden, wurden durch Mikrosequenzierung erhalten (C.
Lindermayr, 1998, unveroffentlichte Ergebnisse der Diplomarbeit, LMU Miinchen). Der
Vergleich mit bereits bekannten 4CL-Aminosduresequenzen zeigte, dal es sich bei den
Peptiden S1 und S2 eindeutig um Sequenzen einer 4CL handelte, aber nicht um Sequenzen
der Gm4CL2, Gm4CL3 oder Gm4CL16. Daraus konnte geschlossen werden, dass in
Sojabohne mindestens vier 4CL-Isoformen existieren. Gm4CL1 und Gm4CL2, die von
Knobloch und Hahlbrock (1975) partiell gereinigt wurden und Gm4CL3 und Gm4CL4, von
denen Uhlmann und Ebel (1993) erstmals Teilsequenzen (Gm4CL13, Gm4CL16) isolieren
konnten. Das Vorhandensein von vier Isoformen mit unterschiedlichen Substratspezifititen
deutet auf eine komplexe Regulation des Phenylpropanstoffwechsel in Sojabohne hin. Um
dies zu untersuchen, miissen zuerst die noch fehlenden Gm4CL-cDNAs isoliert bzw.
vervollstindigt werden. Die wichtigsten bisher erlangten Ergebnisse beziiglich 4CL aus

Sojabohne sind in Tabelle 1 zusammengefalt.
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Tab. 1: Bisheriger Kenntnisstand iiber 4CL-Isoformen in Sojabohne.

Isoform

Bisherige Kenntnisse iiber die Existenz der Isoformen

Gm4CL1

Gm4CL2

Gm4CL3

Gm4CLA

Protein aus nicht-elicitierten Sojabohnezellkulturen partiell gereinigt.
(Knobloch und Hahlbrock, 1975; C. Lindermayr, 1998, unveréffentlichte
Ergebnisse der Diplomarbeit, LMU Miinchen)

Aminosduresequenz des N-Terminus und zweier interner Peptide S1 und S2 durch
Mikrosequenzierung des gereinigten Proteins erhalten.
(C. Lindermayr, 1998, unverdffentlichte Ergebnisse der Diplomarbeit, LMU
Miinchen)

Verhalten nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen bzw. Infektion von
Sojabohnekeimlingen: nicht bekannt.

Protein aus nicht-elicitierten Sojabohnezellkulturen partiell gereinigt.
(Knobloch und Hahlbrock, 1975)

cDNA-Fragment aus elicitierten Sojabohnezellkulturen isoliert.
(GmACL14; Uhlmann und Ebel, 1993)

Gm4CL14 vervollstandigt und in E. coli synthetisiert = Gm4CL2.
(Mollers, 1997)

Verhalten nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen bzw. Infektion von
Sojabohnekeimlingen: Transkripte in Kontrollen nachweisbar, leichter Anstieg
nach Elicitierung bzw. Infektion (Uhlmann und Ebel, 1993).

cDNA-Fragment aus elicitierten Sojabohnezellkulturen isoliert.
(Gm4CL13; Uhlmann und Ebel, 1993)

Gm4CL13 vervollstandigt und in E. coli synthetisiert = Gm4CL3.
(Mollers, 1997)

Verhalten nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen bzw. Infektion von
Sojabohnekeimlingen: Transkripte nur nach Elicitierung bzw. Infektion
nachweisbar (Uhlmann und Ebel, 1993).

cDNA-Fragment aus elicitierten Sojabohnezellkulturen isoliert.
(Gm4CL16; Uhlmann und Ebel, 1993)

Verhalten nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen bzw. Infektion von
Sojabohnekeimlingen: Transkripte nur nach Elicitierung bzw. Infektion
nachweisbar (Uhlmann und Ebel, 1993).
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1.5 Proteinstrukturanalyse

Aufgrund seiner zentralen Bedeutung im pflanzlichen Sekundirstoffwechsel ist der
Phenylpropanstoffwechsel bei vielen verschiedenen Pflanzen untersucht worden. Besonders
die Regulation der entsprechenden Gene und die Eigenschaften der beteiligten Enzyme
wurden genauer beschrieben (z. B. Dixon und Paiva, 1995; Douglas, 1996). Die zentrale
Stellung der 4CL zwischen dem allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel und verschiedenen
Endprodukt-spezifischen Biosynthesewegen macht dieses Enzym zu einem interessanten Ziel
fiir biotechnologische Manipulationen. Die Identifizierung funktionell wichtiger Aminosiuren
konnte die Verdnderung der enzymatischen Eigenschaften einzelner 4CL-Isoformen
ermdglichen, wodurch direkt in die Regulation des Phenylpropanstoffwechsels eingegriffen
werden und eventuell die Bildung neuartig substituierter Phenylpropanoide in Pflanzen
erreicht werden konnte (Dixon und Steel, 1999).

Vergleichbare Arbeiten wurden bereits an Stilben- und Chalkonsynthasen durchgefiihrt. Beide
sind Polyketidsynthasen, die 4-Cumaroyl-CoA und drei Molekiile Malonyl-CoA umsetzen,
aber verschiedene Produkte synthetisieren. Die Aminosduresequenzen aller bisher bekannten
Stilben- und Chalkonsynthasen besitzen eine Identitdt von iiber 60%. Durch Vergleich der
Aminosduresequenzen und mit Hilfe gerichteter Mutagenesen ist es gelungen, das aktive
Zentrum beider Enzyme zu identifizieren (Lanz et al., 1991). Durch die mittlerweile
verfiigbare dreidimensionale Struktur der Chalkonsynthase aus Medicago sativa konnten die
zuvor gewonnenen Erkenntnisse bestitigt werden (Ferrer et al., 1999). Ebenso zur Gruppe der
Polyketidsynthasen gehort die Acridonsynthase, die aber im Gegensatz zu Stilben- und
Chalkonsynthasen N-Methylanthraniloyl-CoA anstatt 4-Cumaroyl-CoA als Substrat bendtigt.
Aufgrund der hohen Identitét der Aminosduresequenz gegeniiber Chalkonsynthasen (ca. 75%)
konnte in Anlehnung an die Kristallstruktur der Chalkonsynthasen ein Strukturmodell der
Acridonsynthase erstellt werden. Durch Vergleich der Aminosduresequenzen und mit Hilfe
dieses dreidimensionalen Strukturmodells konnten drei Aminosduren der Acridonsynthase
identifiziert werden, die eine wichtige Rolle bei der Substratbindung spielen. Werden diese
Aminosduren durch die homologen Aminosduren der Chalkonsynthase ersetzt, wird die
Acridonsynthase in eine funktionelle Chalkonsynthase umgewandelt (Lukacin et al., 2001).
Diese  Arbeiten zeigen deutlich, welches Potential hinter den  gezielten
Aminosdureveranderungen im Hinblick auf die Herstellung von Enzymen mit neuen
katalytischen Eigenschaften und die Synthese neuartiger Substanzen steckt.

Aus der Familie der Adenylat-bildenden Enzyme wurden die Raumstrukturen der
Phenylalanin-aktivierenden  Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase (PheA) aus
Brevibacillus brevis und der Luciferase aus Photinus pyralis ermittelt (Conti et al., 1996;
Conti et al., 1997). Aufgrund ihrer funktionellen Verwandtschaft zeigten beide Proteine trotz
der geringen Identitét ihrer Aminosduresequenzen (18%) zahlreiche Gemeinsamkeiten in ihrer
Sekundér- und Tertidrstruktur (Conti et al., 1997). Dies deutete darauf hin, da3 die bei PheA
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gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich der Substratbindung eventuell auf andere Adenylat-

bildende Enzyme, z. B. 4CL, iibertragen werden konnten.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Untersuchungen zur Aktivierung von ringsubstituierten Zimtsduren durch 4CL und zur
Regulation des Enzyms wurden in der Vergangenheit vorwiegend an Pflanzen und daraus
abgeleiteten Zellkulturen durchgefiihrt, in denen entweder nur eine Enzymform vorkommt
oder Isoenzyme, die funktionell gleichbedeutend sind (Heller und Forckmann, 1993). In
einigen Pflanzen gibt es jedoch Beweise fiir die Existenz von funktionell unterschiedlichen
4CL-Isoformen (z. B. Hu et al., 1998; Ehlting et al., 1999).

Es liegen nur geringe Kenntnisse iiber die regulatorische Bedeutung der 4CL im
streBaktivierten Phenylpropanstoffwechsel vor (Dixon und Paiva, 1995). Einerseits wird unter
verschiedenen dufleren Einfliissen einschlielich der Infektabwehr die Expression von Genen
fiir Enzyme des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (Phenylalanin-Ammonium-Lyase,
Zimtsdure-4-Hydroxylase, 4CL) in vielen untersuchten Systemen streng koordiniert reguliert
(Somssich und Hahlbrock, 1998). Andererseits bleibt das postulierte Modell fiir die wichtige
regulatorische Rolle der 4CL bei der Verteilung von CoA-Estern substituierter Zimtsiduren auf
nachgeschaltete Biosynthesewege flir spezifische Phenylpropanverbindungen in den meisten
Féllen vorerst Hypothese. Beziiglich der Mechanismen der Substratbindung und

Substratumsetzung der 4CL ist ebenfalls noch sehr wenig bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war, die Genfamilie der 4CL in Sojabohne vollstindig zu erfassen und
molekular, biochemisch und physiologisch zu beschreiben. Dazu war es notig, die cDNA der
Sinapinsdure-umsetzenden Gm4CL1 zu isolieren und die Teilsequenz der Gm4CL4-cDNA
(GmACL16) zu vervollstindigen. Ferner sollten mogliche Substratbindemotive identifiziert
werden. Dabei sollten vor allem Sequenzmotive untersucht werden, die im Zusammenhang

mit der Bindung der Zimtsdurederivate der 4CL stehen.
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2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien und sonstige Verbrauchsmaterialien

Soweit nicht anders aufgefiihrt wurden die allgemeinen Laborchemikalien und Losungsmittel
von Roth (Karlsruhe), Sigma (Miinchen), Boehringer (Mannheim), Merck (Darmstadt) oder

Serva (Heidelberg) bezogen und waren stets von analysenreiner Qualitit.

Des weiteren wurden verwendet:

DNA-GroBenstandard peqGOLD
1 kb DNA-Leiter

Proteingrofenstandard ,,prestained protein
marker”, broad range (6-175 kDa)

RNA-GroBenstandard

[a->>S]dATP (37 TBg/mmol; 370 MBg/ml)
[0-**P]dCTP (111 TBg/mmol; 370 MBg/ml)
dNTPs

Heringsperma-DNA

Random Primer

Nitrocellulosemembran (45um Porengrof3e)

Nitrocellulosemembran
(45um PorengroBe, I 8,2 cm)

Nylonmembran Biodyne A

Mikrospin-Séulen S-200
PD10-Sédulen

Bio-Rad Reagenz
Bacto-Trypton

Hefeextrakt

Lima-Bean-Medium

peqLab (Erlangen)
NEB (Frankfurt)

Gibco/BRL (Karlsruhe)

Amersham (Braunschweig)
Amersham (Braunschweig)
Gibco/BRL (Karlsruhe)
Appligene (Heidelberg)
Gibco/BRL (Karlsruhe)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Schleicher & Schuell (Dassel)

Pall (Dreieich)

Pharmacia (Freiburg)

Pharmacia (Freiburg)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Miinchen)

Difco (Heidelberg)
Difco (Heidelberg)
Difco (Heidelberg)
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2.1.2 Geriate und Zubehor

Neben der iiblichen Laborausstattung wurden verwendet:

Sorvall-Kiihlzentrifugen RC-5B und RC-5
Mikro Rapid Tischzentrifuge
Kiihlzentrifuge Typ 3K12

SE 250 Mighty Small I Gelkammer
Semidry-Blotting-Apparatur Multiphor II

Spektralphotometer Ultrospec 3000 UV/Visible

Branson-Sonifier II 450
Rosettgefal3 (3-15 ml)

Genepulser 11

UNO II-Thermozykler
Macrophor-Sequenzierapparatur
Phosphoimager BAS-1500

UV-Crosslinker

LeitfahigkeitsmeBgerdt Konduktometer 702

2.1.3 Reaktionssysteme und Kits

PolyATtract mRNA Isolation System

SUPERSCRIPT Lambda System for
cDNA Synthesis and A Cloning

Packagene Lambda DNA Packaging
System

5¢-RACE Kit

JETstar MINI/MIDI

Prime-a-Gene Labeling System
Clean-a-Gene DNA Purification Kit

DNA Sequencing Kit Sequenase
Version 2.0

QIAexpress Type IV Kit

Du Pont Instruments (Bad Homburg)

Hettich (Tuttlingen)
Sigma (Osterode)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)

Heinemann Laboratoriums-
Ausriistung (Schwibisch-Gmiind)

Heinemann Laboratoriums-
Ausriistung (Schwibisch-Gmiind)

Biorad (Miinchen)
Biometra (Gottingen)
Pharmacia (Freiburg)

Fuji (Diisseldorf)
Amersham (Braunschweig)
Knick (Berlin)

Promega (Mannheim)
Gibco/BRL (Karlsruhe)

Promega (Mannheim)

Gibco/BRL (Karlsruhe)
Genomed (Bad Oeynhausen)
Promega (Mannheim)

Renner (Dannstadt)

Amersham Life Science (Cleveland)

Qiagen (Hilden)
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2.14 Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt wurden Restriktionsendonukleasen von Fermentas/MBI (St.

Leon-Rot), NEB (Frankfurt) oder Promega (Mannheim) bezogen.

Ferner wurden verwendet:

Tag DNA-Polymerase
Pfu DNA-Polymerase
S1-Nuklease
Klenow-Enzym
T4-DNA-Ligasen

Reverse Transkriptase

Appligene (Heidelberg)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Gibco/BRL (Karlsruhe)

Fermentas/MBI (St. Leon-Rot)

Gibco/BRL (Karlsruhe)

2.1.5 Vektoren

pGEM-T Promega (Mannheim)

pZL1 Gibco/BRL (Karlsruhe)
pSPORT Gibco/BRL (Karlsruhe)
pQE-30,-31,-32 Qiagen (Hilden)

pTZ19R Zagurski und Berman, 1984
pBluescript IT KS Short et al., 1988

2.1.6 Bakterienstimme

Escherichia coli

DH5a F~ $80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recA1

endA1 hsdR17 (rx-,mk+) phoA supE44 )\ 'thi gyrA96 relA1
(Hanahan, 1983)

JM109 recAl end Al thi gyrA96 hsdR17 supE44 ArelAl A(lac-proAB)
[’ traD36 proAB lac’AM15]
(Yanish-Perron et al., 1985)

SG13009[pREP4] Nal® Str® Rif® Thi Lac” Ara” Gal” Mtl' F" RecA" Uvr" Lon"
(Gottesmann et al., 1981; Bestandteil des Kits ,,QIAexpress Type
IV*; Qiagen, Hilden)
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M15[pREP4] Nal® Str® Rif® Thi’ Lac” Ara” Gal" Mtl' F" RecA” Uvr Lon"
(Bestandteil des Kits ,,QIAexpress Type IV*; Qiagen, Hilden)

Y1090(ZL) mcrB hsdR
(Bestandteil des Kit: SUPERSCRIPT Lambda System for cDNA
Synthesis and A Cloning; Gibco/BRL, Karlsruhe)

DH10B(ZIP) FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80dlacZAM1S5 AlacX74 deoR
recAl endAl araD139 A(ara leu)7697 galU galK \'rpsL nupG
(Bestandteil des Kit: SUPERSCRIPT Lambda System for cDNA
Synthesis and A Cloning; Gibco/BRL, Karlsruhe)

Die E. coli Stimme DH50 und JM109 waren im Labor vorhanden.

2.1.7 Computerprogramme

Zum Vergleich von DNA- und Protein-Sequenzen:
PC/GENE Intelli Genetics (Genf/Schweiz)
BioEdit, Version 4.8.10 Hall T.A. (1999)

Zur Ermittlung der Schmelztemperatur von Oligonukleotiden:
Oligoed Werner T., GSF (Neuherberg)

Zur Analyse von DNA-Sequenzierungen:

Chromas 1.5 Technelysium (Queensland, Australien)

Zur Auswertung und graphischen Darstellung von Versuchsergebnissen:

SigmaPlot 5.0 Jandel Scientific (USA)

Zur 3D-Strukturmodellierung von Proteinen:

SWISS-MODEL SWISS Institute of Bioinformatics (Genf, Schweiz),
http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html

SWISS-PDBViewer v3.6b3 SWISS Institute of Bioinformatics (Genf, Schweiz),
http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html

Zum Durchmustern von DNA- und Protein-Datenbanken:

Advanced BLAST Search National Center of Biological Information (Bethesda,
USA), http://www.ncbi.nlm.nih.gov

FASTA3 European Molecular Biology Laboratory (Cambridge,
UK), http://www.embl-heidelberg.de
PDB Research Collaboratory for Structural Bioinformatics

(New Jersey, USA), http://www.rcsb.org/pdb/
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2.1.8 Verwendete Puffersysteme und Losungen

Zur Herstellung der Puffer und Losungen wurde deionisiertes Wasser verwendet.

Fiir die Extraktion der 4CL:

aus E. coli: 50 mM Tris/HCI (pH 7,9); 14 mM B-Mercaptoethanol; 30% (v/v) Glycerin
aus Pflanzenmaterial: 0,2 M Tris/HCI (pH 8,0); 14 mM B-Mercaptoethanol; 30% (v/v) Glycerin

Fiir den direkten spektralphotometrischen Enzymtest:

Zimtsdurederivate: Zimtsdure, 4-Cumarsédure, Kaffeesdure, Ferulasdure, Sinapinsdure und 3,4-
Dimethoxyzimtsdure wurden in 0,1 M KOH gelost. Da Kaffeeséure in
alkalischer Losung sehr instabil ist, wurde sie in 3/4 des bendtigten
Volumen von 0,1 M KOH geldst und sofort mit 0,2 M Tris/HCI (pH 8,0)
(1/4 des benétigten Volumens) versetzt. Kaffeesdure, Ferulasdure und
Sinapinséure sind zudem lichtempfindlich, weshalb die Losungen téglich
frisch angesetzt wurden.

Fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Coomassie-Farbstoffreagenz: 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 10% (v/v) Essigsdure; 40%
(v/v) Methanol

Entfarber-Losung: 10% (v/v) Essigsdure; 40% (v/v) Methanol

10 x Laufpufter: 0,25 M Tris; 0,2 M Glycin; 0,1% (w/v) SDS

Proteinprobenpuffer: 0,15 M Tris/HCI (pH 8,8); 4% (w/v) SDS; 20% (v/v) Glycerin; 0,01% (w/v)

Bromphenolblau; Proteinaseinhibitoren: 0,5 pg/ml Leupeptin, 0,5 pg/ml
Aprotinin, 2 mM Aminocapronsdure, 2 mM PMSF

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8); 0,4% (w/v) SDS
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8); 0,4% (w/v) SDS

Fiir den Transfer und die Immunodetektion von Proteinen:

Alkal. Phosphatase Puffer: 0,1 M Tris/HCI (pH 9,5); 0,1 M NaCl; 5 mM MgCl,
(AP-Pufter)
Blockpuffer: 0,5% (v/v) Tween 20; 1% (w/v) Magermilchpulver; 1% (w/v) BSA in TBS-
Puffer

Diskontinuierl. Puffersystem fiir
Proteintransfer:

- Anodenpuffer I: 0,3 M Tris; 20% (v/v) Methanol

- Anodenpuffer II: 0,025 M Tris; 20% (v/v) Methanol

- Kathodenpuffer: 0,04 M Aminocapronséure; 0,01% (w/v) SDS; 20% (v/v) Methanol
Inkubationspuffer: 0,5% (v/v) Tween 20; 1% (w/v) Magermilchpulver in TBS-Puffer
Ponceau-S-Losung: 1% (w/v) Ponceau-S in 2% (v/v) Essigsdure
Reaktionspuffer: 0,165 mg/ml BCIP und 0,33 mg/ml NBT in AP-Puffer
TBS-Puffer: 0,01 M Tris/HCI (pH 7,4); 0,9% (w/v) NaCl; 1 mM MgCl,

Waschpuffer: 0,5% (v/v) Tween 20 in TBS-Puffer



22

Materialien und Methoden

Fiir die Metallchelat-Affinititschromatographie:

Aquilibrierungspuffer:

Elutionspuffer:

Waschpuffer:

50 mM Tris/HCI (pH 7,9); 14 mM B-Mercaptoethanol; 100 mM NacCl; 30%
(v/v) Glycerin

50 mM Tris/HCI (pH 7,9); 14 mM B-Mercaptoethanol; 100 mM NaCl; 100
mM Imidazol; 30% (v/v) Glycerin

50 mM Tris/HCI (pH 7,9); 14 mM p-Mercaptoethanol; 100 mM NaCl; 20
mM Imidazol; 30% (v/v) Glycerin

Fiir die Isolierung, die gelelektrophoretische Auftrennung, den Transfer und den Nachweis von

Nukleinsiduren:

CTAB-Losung:
DNA-Denaturierungslosung:
DNA-Neutralisierungslosung:
10 x DNA-Probenpuffer:
Hybridisierungspuffer:

Losung I:

Losung II:

Losung I1I:
Methylenblau-Losung:
Puffer N:
RNA-Extraktionspuffer:

RNA-Denaturierungspuffer:
RNA-Probenpuffer:

20 x SSC:
SSTE-Puffer:
TAE-Laufpuffer:
TE-Puffer:

10% (w/v) CTAB; 1,4 M NaCl

1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH

1,5 M NaCl ; 1 M Tris (pH 8,0)

10 x TAE-Puffer; 30% (v/v) Glycerin; Spatelspitze Orange G

45% (v/v) Puffer N; 5% (v/v) TE-Puffer; 0,1% (w/v) PVP-40; 0,1% (w/v)
Ficoll; 0,1% (w/v) BSA; 45% (v/v) deonisiertes Formamid, 5% (v/v)
Heringssperma-DNA (2 mg/ml)

25 mM Tris (pH 8,0); 10 mM EDTA; 50 mM D-Glucose

1% SDS; 0,2 N NaOH

3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

0,5 M Natriumacetat (pH 5,2); 0,04% (w/v) Methylenblau

0,1 M NaH,PO, (pH 7,0); 1,8 M NaCl; 10 mM EDTA; 0,2% (w/v) SDS

100 mM Tris/HCI (pH 8,0); 2% (w/v) CTAB; 2% (w/v) PVP K30; 25 mM
EDTA; 2 M NacCl; 0,5 g/l Spermidin; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol

IM Glyoxal; 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH 6,5); 50% (v/v) DMSO

10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH 6,5); 50% (v/v) Glycerin; 0,4% (w/v)
Bromphenolblau

3 M NacCl; 0,3 M Natriumcitrat (pH 7,0)

10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA; 0,5% (w/v) SDS; 1 M NacCl
40 mM Trisbase; 0,11% (v/v) Eisessig; 2 mM EDTA

10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA

Fiir die Stabilisierung von Phagen:

SM-Puffer: 0,1 M NaCl; 8 mM MgSO,; 50 mM Tris/HCl (pH 7,5); 0,01% (w/v)
Gelatine
2.1.9 Verwendete Medien

Zur Herstellung der Medien wurde deionisiertes Wasser verwendet.

L-Medium:

LB-Medium:

Lima-Bean-Medium:

1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NaCl; 10 mM
MgSOy; (pH 7.2)

1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w/v) NaCl; (pH 7,5)

23gin 1 Liter Wasser l6sen
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SOC-Medium: 2% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM
KCl; 10 mM MgCl,; 10 mM MgSOy; 20 mM Glucose; (pH 7,0)

Weichagar: 1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) NaCl; 10 mM MgSOy; 0,7% (W/v)
Agar; (pH 7,2)

Falls notig wurden dem L- oder LB-Medium folgende Zusétze zugegeben:

- 1,5% (w/v) Agar fiir L- oder LB-Agarplatten

- 25 pg Kanamycin und/oder 100 pg Ampicillin pro Milliliter Medium

- 0,005% (w/v) X-Gal und 0,4 mM IPTG
- 0,2% (w/v) Maltose

2.1.10 Oligonukleotide

Die Oligonukleotidsynthese wurde bei MWG-Biotech (Ebersberg) und Metabion
(Martinsried) in Auftrag gegeben. Enthaltene Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Degenerierte Gm4CL1-Oligonukleotide

4CL1-S1 5’-TCYGGRTCRTTNAGRTADCCTTTCAT-3"
4CL1-S2 5’-TBACNCARTCNGCNTAYGTBGARAA-3’
4CL1-S3 5‘-GARATHATHYTVMRRTCRAARYT-3¢

Oligonukleotide fiir 5’>-RACE

4CL1-GSP1 5’-GTTGCGTAGGACGAGCAT-3’

4CL1-GSP2 5’-CGGATGCCGATTTTGTGGAGG-3’

4CL16-GSP1 5’-TGTTCCGGAGAGCCTCCTC-3’

4CL16-GSP2 5’-CAACGGAAGCACGCATAGGAGCAC-3’

Anker-Primer 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGG-3°

Oligonukleotide zur Eliminierung des Startcodon

4CL1-Kpnl 5’-GCTGGTACCGCACCTTCTCCACAAG-3’
4CL4-Sphl 5’-CACCGCATGCATAACTCTAGCTCCTTCTCTTG-3’

Oligonukleotide fiir Gm4CL1/Gm4CL3-Hybridbildung

4CL1-HindllI-Forward 5’-GAGAAGCTTAAGAGTTTCGCGGAC-3’
4CL1-Agel-Forward 5’-CACACCGGTGATATTGGTTTCATTGATG-3’
4CL1-HindIlI-Reverse 5’-GACAAGCTTGACCTAATTGGCCACC-3’
4CL3-Sp/l-Forward 5’-GCAACGTACGTGGACAAGCTTCGCAAC-3’
4CL3-Xmalll-Forward 5’-GGGACGGCCGTTTTGTTGATGCAGAAGTTCG-3’
4CL3-HindllI-Reverse 5’-GTTCTAAGCTTTTAAGGCGTCTGAGTGGC-3’

Oligonukleotide zur Mutation der Gm4CL1

FA283-Forward 5’-GTTGCGTCGGCTGTGCCGCC-3°
FA283-Reverse 5’-GGCGGCACAGCCGACGCAAC-3’
VA284-Forward 5’-GCGTCGTTTGCGCCGCCCATC-3’

VA284-Reverse 5’-GATGGGCGGCGCAAACGACGC-3’
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PA285-Forward
PA285-Reverse
PA286-Forward
PA286-Reverse
TA331-Forward
TA331-Reverse
GA333-Forward
GA333-Reverse
QA334-Forward
QA334-Reverse
GA335-Forward
GA335-Reverse
Y A336-Forward
YA336-Reverse
GA337-Forward
GA337-Reverse
MA338-Forward
MA338-Reverse
TA339-Forward
TA339-Reverse
EA340-Forward
EA340-Reverse
GA342-Forward
GA342-Reverse
PA343-Forward
PA343-Reverse
LA344-Forward
LA344-Reverse
1A346-Forward
1A346-Reverse
MA348-Forward
MA348-Reverse

5’-CGTCGTTTGTGGCGCCCATCGT-3’
5’-ACGATGGGCGCCACAAACGACG-3’
5’-CGTTTGTGCCGGCCATCGTTTTG-3’
5’-CAAAACGATGGCCGGCACAAACG-3’
5’-CTACCACACGCTGCTTTTGGACAGGG-3’

5’- CCCTGTCCAAAAGCAGCGTGTGGTAG -3’
5’-ACACGCTACTTTTGCACAGGGATATGGG-3’
5’-CCCATATCCCTGTGCAAAAGTAGCGTGT-3’
5’-GCTACTTTTGGAGCGGGATATGGGATG-3’
5’-CATCCCATATCCCGCTCCAAAAGTAGC-3’
5’-ACTTTTGGACAGGCATATGGGATGACAGA-3’
5’-TCTGTCATCCCATATGCCTGTCCAAAAGT-3’
5’-TTTGGACAGGGAGCTGGGATGACAGA-3’
5’-TCTGTCATCCCAGCTCCCTGTCCAAA-3’
5’-GGACAGGGATATGCGATGACAGAAGCA-3’
5’-TGCTTCTGTCATCGCATATCCCTGTCC-3’
5’-CAGGGATATGGGGCGACAGAAGCAG-3’
5’-CTGCTTCTGTCGCCCCATATCCCTG-3’
5’-GGATATGGGATGGCAGAAGCAGGACC-3’
5’-GGTCCTGCTTCTGCCATCCCATATCC-3’
5’-TATGGGATGACAGCAGCAGGACCACTT-3’
5’-AAGTGGTCCTGCTGCTGTCATCCCATA-3’
5’- GATGACAGAAGCAGCACCACTTGCCATTAG -3’
5’-CTAATGGCAAGTGGTGCTGCTTCTGTCATC-3’
5’-GACAGAAGCAGGAGCACTTGCCATTAGC-3’
5’-GCTAATGGCAAGTGCTCCTGCTTCTGTC-3’
5’-GAAGCAGGACCAGCTGCCATTAGCATG-3’
5’-CATGCTAATGGCAGCTGGTCCTGCTTC-3’
5’-GACCACTTGCCGCTAGCATGGCATTT-3’
5’-AAATGCCATGCTAGCGGCAAGTGGTC-3’
5’-TGCCATTAGCGCGGCATTTGCA-3’
5’-TGCAAATGCCGCGCTAATGGCA-3’

4CL1iV344-Forward 5’-GATGACAGAAGCAGGACCAGTACTTGCCATTAGCATGGC-3’
4CL1iV344-Reverse 5’-GCCATGCTAATGGCAAGTACTGGTCCTGCTTCTGTCATC-3’

Oligonukleotide zur Mutation der Gm4CL2

4CL2dV345-Forward 5’-GAATGACTGAGGCAGGGCCTCTAACAATGTCTTTAGC-3’
4CL2dV345-Reverse 5’-GCTAAAGACATTGTTAGAGGCCCTGCCTCAGTCATTC-3’
4CL2dV345Q321-Forward 5’-GGTAAGGAACTCCAAGACACTCTCAG-3’
4CL2dV345Q321-Reverse 5’-CTGAGAGTGTCTTGGAGTTCCTTACC-3’
4CL2dV345G318Q321-Forward 5’-CCCTCTGGGTGGGGAACTCCAAGACACTCTC-3’
4CL2dV345G318Q321-Reverse 5’-GAGAGTGTCTTGGAGTTCCCCACCCAGAGGG-3’

Oligonukleotide zur Mutation der Gm4CL3

4CL3dV367-Forward 5’-GGATGACAGAAGCAGGACCACTGTCCATGTGCTTGGG-3’
4CL3dV367-Reverse 5’-CCCAAGCACATGGACAGTGGTCCTGCTTCTGTCATCC-3’
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Oligonukleotide fiir Sequenzierungsreaktionen

4CL1-DVM-Reverse 5’-TGCACATCACCATGACATC-3’
4CL1-EMK-Forward 5’-CGAGATGAAAATCGTGGAT-3’
4CL1-AVL-Forward 5’-CCGTGCTTATTTTGCAGAAG-3’
4CL1-LIE-Reverse 5’-TCACCTTGTACTTCTCGATGAG-3’
4CL1-QSA-Forward 5’-GCAATCCGCGTACGTAGAG-3’
4CL1-ELF-Reverse 5’-CGATCAACAATGAAGAGTTCA-3’
4CL2-DLS-Forward 5’-GACCTGTCTTCCATCAGAGTC-3’
4CL3-LSS-Forward 5’-CTGAGTTCAATACGGTTAGTGC-3’
4CL16-ITQ-Reverse 5’-CACGTACATTGCCTGTGTTATG-3’
4CL16-LISS-Reverse 5’-GATCTTGCTGGAAATGAGG-3’
4CL4-TLA-Forward 5’-CTCTAGCTCCTTCTCTTGATACTCC-3’
pQE-Forward 5’-GATTCAATTGTGAGCGGA-3’
pQE-Reverse 5’-AGCGTTCTGAACAAATCC-3’
Seql 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
Seq2 5’-TCTAATACGACTCACTATAGGG-3’
2.1.11 Verwendete abgeleitete Aminosiuresequenzen

Die GenBank-Zugangsnummern der verwendeten abgeleiteten Aminosduresequenzen sind in

Klammern angegeben.

Acetyl:CoA Ligasen

Bacillus subtilis BsAL (P39062)
Deinococcus radiodurans DrAL (AE001905)

Acyl:CoA Synthetase
Bacillus subtilis BsAS (AAF32337)

4-Chlorobenzoyl:CoA Ligase
Pseudomonas sp. Ps4CbL (AF051771)

4-Cumarat:CoA Ligasen

Arabidopsis thaliana ArACL1 (U18675)
At4CL2 (AF106086)
At4CL3 (AF106088)
Glycine max GmACL1 (AF279267)
GmA4CL2 (AF002259)
GmA4CL3 (AF002258)
GmACL4 (X69955)
Lithospermum erythrorhizon Le4CL1 (D49366)
Le4CL2 (D49367)
Lolium perenne LpACL1 (AF052221)
LpaCL2 (AF052222)
LpaCL3 (AF052223)
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Nicotiana tabacum NtACL (D43773)
Nt4CL1 (U50845)
Nt4CL2 (U50846)
Oryza sativa Os4CL1 (X52623)
Os4CL2 (L43362)
Petroselium crispum Pc4CLI1 (X13324)
PcACL2 (X13325)
Pinus taeda Pt4CL1 (U12012)
PrACL2 (U12013)
Populus hybrida Poph4CL1 (AF008184)
Poph4CL2 (AF008183)
Populus tremuloides PoptdCL1 (AF041049)
PoprdCL2 (AF041050)
Rubus idaeus Ri4CL1 (AF239687)
Ri4CL2 (AF239686)
Ri4CL3 (AF239685)
Solanum tuberosum StACL1 (M62755)
St4CL2 (AF150686)
Vanilla planifolia Vp4CL (X75542)

Phenylalanin-aktivierende Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase

Brevibacillus brevis BbPheA (P14687)
Luciferase
Photinus pyralis PpLuc (P08659)

Phenylacetyl:CoA Ligase
Penicillium chrysogenum PcPhaL (AJO01540)

Peroxisomale CoA-Synthetase
Saccharomyces cerevisae ScPCS (P38137)

2.1.12 Genspezifische Gm4CL-Sonden fiir Northern-Hybridisierung

GmACL1: GmA4CL1-S1/S2-PCR-Fragment (0,85 kb) mit 4CL1-S1 und 4CL1-S2
als PCR-Primer

GmA4CL2: Sall/Kpnl-Fragment (1 kb) aus pQE-30/Gm4CL2

GmA4CL3/4:  Sacl-Fragment (0,9 kb) aus pQE-31/Gm4CL3

2.1.13 Genspezifische Gm4CL-Sonden fiir Southern-Hybridisierung

GmACLI: Kpnl/Hindlll-Fragment aus pQE-30/Gm4CL1
GmA4CL2: HindIlI-Fragment aus pQE-30/Gm4CL2
GmACL3/4:  BamHI/Hindlll-Fragment aus pQE-31/Gm4CL3
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2.1.14 Verwendete cDNA-Plasmide

Tab. 2: Zusammenstellung der verwendeten cDNA-Plasmide und Beschreibung der Insertionen.

Bezeichnung

Beschreibung der Insertion

pGEM-T/Gm4CL1-S1/S2

pSPORT/GmACL1-5’

pZL1/Gm4CL1-3

pZL1/Gm4CL1

pZL1/GmA4CL1-Kpnl

PQE-30/Gm4CL1-Kpnl

PQE-30/Gm4CL1

PQE-30/Gm4CL2

pTrcHisB/Gm4CL3

pQE-31/GmA4CL3

pTZ19R/GmACL16

pGEM-T/GmACL4-5

pTZ19R/GmACLA4-Sphl

PQE-30/Gm4CL4

PCR-Fragment der Gm4CL1 amplifiziert mit 4CL1-S1 und 4CL1-S2
als PCR-Primer; 834 bp.

5-RACE-Fragment der Gm4CL1 cDNA in Sall-Schnittstelle von
pSPORT; 216 bp mit 35 bp 5’-NTR und 16 bp des Poly-C-Ankers.

Partielle Gm4CLA1 isoliert aus cDNA-Bank und Uber Sall/Nofl in pZL1
kloniert; 1736 bp mit 149 bp 3'-NTR.

Gesamte Sequenz der Gm4CL1 Uber Sall/Notl in pZL1; 5-RACE-
Produkt der Gm4CL1 wurde Uber vektoreigene und sequenzinterne
Sall-Schnittstelle in pZL1/Gm4CL1-3’ kloniert. 1841 bp mit 35 bp 5'-
NTR, 16 bp des Poly-C-Ankers und 149 bp 3'-NTR.

Offener Leserahmen der Gm4CL1 mit 3'-NTR Uber Kpnl/Notl in
pZL1 Kkloniert; Startcodon wurde durch Einfiihrung einer Kpnl-
Schnittstelle eliminiert; 1787 bp mit 149 bp 3’-NTR.

Offener Leserahmen der Gm4CL1 mit 3’-NTR Uber Kpnl/Hindlll in
pQE-30 kloniert (siehe pZL1/Gm4CL1-Kpnl).

Offener Leserahmen der Gm4CL1 tber Kpnl/Hindlll in pQE-30
kloniert; Sequenz wurde mittels RT-PCR mit 4CL1-Kpnl und 4CL1-
Hindll-Reverse als Primer amplifiziert; 1638 bp; Startcodon wurde
durch Einfihrung einer Kpnl-Schnittstelle eliminiert.

GmA4CL2 cDNA mit 3-NTR uber BamHI/Hindlll in pQE-30 kloniert;
nicht-translatierter 5’-Bereich wurde durch Einflihrung einer BamHI-
Schnittstelle direkt in 5’-Richtung vom Startcodon eliminiert; 1869 bp
mit 225 bp 3-NTR (Mdllers, 1997).

Gm4CL3 cDNA mit 3’-NTR Uber EcoRI in pTZ19R kloniert; 5-NTR
wurde durch Einflhrung einer EcoRI-Schnittstelle direkt in 5'-
Richtung vom Startcodon eliminiert; 1910 bp mit 197 bp 3’-NTR
(Mollers, 1997).

Gm4CL3 cDNA mit nicht-translatiertem 3’-Bereich Uber Smal in
pQE-31 kloniert; 1910 bp mit 197 bp 3'-NTR.

Partielle Gm4CL4 cDNA in EcoRI-Schnittstelle von pTZ19R kloniert;
1487 bp mit 218 bp 3-NTR (Uhlmann und Ebel, 1993).

5-RACE-Fragment der Gm4CL4 in pGEM-T kloniert; 471 bp mit
34bp 5-NTR.

Offener Leserahmen der Gm4CL4 cDNA mit 3-NTR Uber
Sphl/EcoRl in pTZ19R kloniert; Startcodon wurde durch Einflihrung
einer Sphl-Schnittstelle eliminiert; 1904 bp mit 218 bp 3’-NTR.

Offener Leserahmen der Gm4CL4 cDNA Uber Sphl/Hindlll in pQE-
30 kloniert; Startcodon wurde durch Einfihrung einer Sphl-
Schnittstelle eliminiert; 3'-NTR wurde durch Einfihrung einer Hindlll-
Schnittstelle direkt nach dem Stopcodon eliminiert; 1686 bp.




28 Materialien und Methoden

2.1.15 Pflanzenmaterial

Die Zellsuspensionskultur der Sojabohne (Glycine max L. cv. Harosoy 63) war in der
Arbeitsgruppe vorhanden. Sie hatte ihren Ursprung in Hypokotylgewebe von
Sojabohnekeimlingen (Ebel et al., 1976).

Saatgut von Glycine max L. cv. Harosoy 63 wurde von Dr. V. Poysa (Agriculture Canada,
Research Station, Harrow, Canada) erhalten; Samen der Sorte Glycine max L. cv. 9007

stammten von Pioneer Hi-Bred (Buxtehude).

2.1.16 Phytophthora-Kulturen

Kulturen des Oomyceten Phytophthora sojae Rasse 1 wurden von Dr. M. Gijzen (Agriculture
Canada, Research Station, Harrow, Canada) bezogen.

2.1.17 Elicitor

Die Rohelicitorextraktion aus Zellwidnden von Phytophthora sojae Rasse 1 erfolgte durch
partielle Sdurehydrolyse mit Trifluoressigsdure (Hahn et al., 1981; Sharp et al., 1984Db).

2.1.18 Antikorper

Das gegen die 4CL aus Petersiliezellkultur (Ragg et al., 1981) gerichtete polyklonale
Antiserum wurde von K. Hahlbrock (MPI fiir Ziichtungsforschung; Koln) zur Verfiigung

gestellt. Anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase, wurde von

Sigma (Miinchen) bezogen.

2.2 Methoden

2.2.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration l6slicher Proteine erfolgte mit Bio-Rad Reagenz nach
Bradford (1976) mit BSA als Standard.
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2.2.2 Stammbhaltung der Zellsuspensionskultur von Sojabohne (Glycine max L. cv.
Harosoy 63)

Die Kultivierung der Sojabohnezellen erfolgte in 2 1 Erlenmeyerkolben mit 400 ml BS5-
Medium (Gamborg et al., 1968, modifiziert nach Hahlbrock, 1975). Die Suspensionen wurden
in einer Klimakammer bei 24°C und 110 Upm im Dunkeln geschiittelt.

Zur Stammhaltung wurden unter sterilen Bedingungen 20-25 ml der Zellsuspension in 400 ml
neues Medium tiiberfiihrt, wenn die Leitfahigkeit des Mediums von 5,5 mS auf ca. 1,0 mS

abgesunken war (ungefiahr nach 7 d Wachstum).

2.2.3 Stammbhaltung von Phytophthora sojae

Die Stammhaltung erfolgte in Plastik-Petrischalen auf Lima-Bean-Agar. Von einer mit
Phytophthora-Mycel bewachsenen Agarplatte wurden aus der Randzone des Mycelrasens ca.
0,5 cm® Agar ausgestochen und zentral iiber Kopf auf eine neue Platte iibertragen. Die
beimpften Platten wurden bei 25°C im Dunkeln inkubiert und alle 3 Wochen erneut

iiberimpft.

2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteinextrakte wurde das diskontinuierliche
Gelsystem nach Laemmli (1970) angewandt. Bei Proteinkonzentrationen unter 2 mg x ml '
wurden die Proteine einer Methanolfdllung unterzogen. Dazu wurden die Extrakte mit
mindestens dem 3-fachen Volumen an -20°C kaltem Methanol versetzt und {iber Nacht bei
-20°C oder zwei Stunden bei -80°C gelagert. Die ausgefallenen Proteine wurden anschlieSend
10 min bei 15000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und der Niederschlag bei 90°C
getrocknet. Die geféllten Proteine wurden in 20 ul Proteinladepuffer aufgenommen, fiir 5 min
gekocht und anschlieBend auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen.

Im Trenngel betrug die Acrylamid-Konzentration 10% (w/v), im Sammelgel 3% (w/v).

Die 0,75 mm dicken Gele hatten eine Grofle von 8,1 cm x 5,5 cm. Bei einer konstanten
Stromstirke von 25 mA bendtigte die Auftrennung der Proteine ca. 60 min. Die aufgetrennten
Proteine wurden anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue R-250 gefarbt oder zur

Immunodetektion auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen.
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2.2.5 Proteintransfer und Immunodetektion

Die mittels SDS-PAGE (Kapitel 2.2.4) aufgetrennten Proteine wurden auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen. Bei der angewandten ,,Semidry“-Methode erfolgte der
Transfer bei Rt in einem diskontinuierlichen Puffersystem (Westermeier, 1990) iiber 75 min
bei einer Stromstirke von 0,8 mA pro cm’ Gelfliche. AnschlieBend wurde die
Nitrocellulosemembran zur Markierung der Standardproteine 5 min mit Ponceau-S gefarbt
und mit Aqua dest. wieder entfarbt. Vor dem immunologischen Nachweis muflten die
unspezifischen Antikorper-bindestellen der Membran iiber Nacht bei 4°C mit Blockpuffer
abgesittigt werden. AnschlieBend wurde das gegen Petersilie-4CL gerichtete Antiserum
(1:20000 in Inkubationspuffer verdiinnt) fiir eine Stunde auf die Nitrocellulose gegeben. Nach
dreimaligem Waschen (je 10 min) mit Waschpuffer wurde der sekundire Antikorper - Anti-
Kaninchen-IgG aus Ziege gekoppelt mit alkalischer Phosphatase - fiir eine Stunde
aufgetragen (1:20000 in Inkubationspuffer verdiinnt). Durch erneutes dreimaliges Waschen
(zweimal mit Waschpuffer, einmal mit TBS-Puffer) wurden nicht bindende Antikorper
entfernt. Danach erfolgte ein optischer Nachweis der Immunreaktion durch Zugabe des

Reaktionspuffers. Die Farbreaktion wurde durch Waschen der Membran mit Aqua dest.

gestoppt.

2.2.6 Aufarbeitung von Sojabohnezellkulturen und Sojabohnegeweben

Die Extraktion der 4CL wurde sowohl aus Zellkulturen als auch aus pflanzlichen Geweben
nach der Vorschrift von Hille et al. (1982) mit leichten Modifikationen durchgefiihrt. Die
Aufarbeitung erfolgte bei 4°C. Drei Gramm gefrorene Zellen bzw. Pflanzengewebe wurden
mit 3 g Seesand und 3 ml Extraktionspuffer 5 min gemorsert und anschlieBend mit Dowex
1x2 (0,15 g pro 1 g Zellen bzw. Gewebe) geriihrt. Nachdem durch Zentrifugation bei 20000 x
g die festen Bestandteile des Extraktes abgetrennt worden waren, wurden 2,5 ml des
Uberstandes iiber PD-10 Siulen nach Angaben der Herstellers entsalzt. Das Eluat wurde bei
-20°C gelagert und diente der Bestimmung der 4CL-Aktivitit.

2.2.7 Direkter spektralphotometrischer Enzymtest

Die Bestimmung der enzymatischen 4CL-Aktivitit in den Enzymextrakten erfolgte mittels
direktem spektralphotometrischen Test (Knobloch und Hahlbrock, 1975). Gemessen wurde
hierbei die Extinktionszunahme durch die Bildung des Zimtsdure-CoA-Esters iiber einen

Zeitraum von 10 min bei einer Reaktionstemperatur von 30°C. Die entsprechenden
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Wellenldngen und Extinktionskoeffizienten der verwendeten Zimtsdurederivate wurden von

Gross und Zenk (1966) tibernommen:

Zimtsdure © 311nm, £=22x 10’ 1 x mol” x cm™
4-Cumarsdure : 333 nm, e=21x 10° 1 x mol™! x cm™
Kaffeesdure : 346nm, e=18x 10* 1 x mol™ x cm™
Ferulasiure : 346nm, £=19x 10°1x mol x cm™
Sinapinsdure : 352 nm, €=20x 10° 1 x mol”" x cm™
3,4-DMZ : 346 nm, e =24x 10* 1 x mol™ x cm™

Iml Testansatz enthielt:
50 ul 0,1 M MgCl,
50 pl 10 mM Zimtsdurederivat
100 pl 50 mM ATP
550 pl bis 725 pl 0,2 M Tris/HCI pH 8,0
25 pl bis 200 pl Enzymextrakt (je nach Aktivitit des Extraktes)

Der Testansatz wurde gemischt und 5 min inkubiert. Durch Zugabe von 50 pl 2 mM CoA
wurde die Reaktion gestartet und die Extinktionszunahme {iber einen Zeitraum von 10 min
alle 20 s gegen einen Blindwert ohne CoA verfolgt.

2.2.8 Bestimmung der K;,- und V,x-Werte der rekombinanten Gm4CL-Proteine

Zur Bestimmung der Substrataffinititen der rekombinanten 4CL-Proteine wurden die
unterschiedlich substituierten Zimtséduren in Konzentrationen von 0,1-8 mM (Zimtsdure) oder
2,5-1000 uM (alle anderen Substrate) in den direkten spektralphotometrischen Enzymtest
(Kapitel 2.2.7) eingesetzt. Die Ermittlung der Maximalgeschwindigkeits-Werte (V) und
der Michaelis-Menten-Konstanten (K;,) der rekombinanten Gm4CL-Isoformen erfolgte mit
Hilfe des Computerprogrammes Sigma Plot, Version 5.0 mit der Regressionsgleichung fiir
rechtwinklige Hyperbeln mit zwei Parametern. Fiir die Messungen wurde bakterieller
Proteinrohextrakt eingesetzt.

Wurden zur Bestimmung der K- und V.x-Werte fiir unterschiedliche Substrate verschiedene
Proteinextrakte einer 4CL-Isoform verwendet, so wurde fiir jeden Extrakt der Umsatz mit 500
UM  4-Cumarsdure bestimmt. Der gemessene Wert wurde jeweils als Vp.-Wert fiir

Cumarsdure zur Bestimmung des relativen V,,x verwendet.
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2.2.9 Abschiatzung der Enzymaktivitaten von Gm4CL1, Gm4CL2 und Gm4CL3/4

fiir 4-Cumarsaure aus Protein-Rohextrakten

Um den relativen Anteil der 4CL-Isoenzyme am Gesamtumsatz an 4-Cumarsdure in
Zellkultur- bzw. Pflanzenrohextrakten zu bestimmen, wurde die Gesamtaktivitit der Extrakte
bei jeweils 500 uM 3,4-Dimethoxyzimtsdure, Ferulasdure und 4-Cumarsdure bestimmt. Die
Berechnungen beruhen auf den verschiedenen Substratspezifititen der Sojabohne 4CL-
Isoformen. 3,4-Dimethoxyzimtsdure kann nur von Gm4CL1, Ferulasdure nur von Gm4CLI1
und Gm4CL2 und 4-Cumarsdure von allen Isoformen umgesetzt werden. Der schwache
Ferulasdure-Umsatz von Gm4CL3 (Ky: 3100 puM; Vi 25% von 4-Cumarsdure) und
Gm4CL4 (Kp: 1800 puM; Viex: 35% von 4-Cumarsdure) wurde bei der eingesetzten
Substratkonzentration von 500 uM vernachldssigt. Durch diese Berechnungen war es nicht
moglich, zwischen Gm4CL3 und Gm4CL4 zu unterscheiden, da beide Isoformen die gleichen
Substratspezifitit besitzen. Die jeweiligen Aktivititen der 4CL-Isoformen fiir 500 uM 4-
Cumarsdure wurden, wie in Tabelle 3 gezeigt, abgeleitet. Die angewandten
Multiplikationsfaktoren wurden nach Knobloch und Hahlbrock (1975) ermittelt (Tab. 4).

Tab. 3: Schema zur Ermittlung der Gm4CL-Isoform-Aktivititen fiir 4-Cumarsdure.

Isoform zu ermittelnde Berechnungsprozedur
Substrataktivitat

Gm4CL1 Ferulasaure 0,6 x Gm4CL1-Aktivitat fir 3,4-Dimethoxyzimtsaure
4-Cumarsaure 1,1 x Gm4CL1-Aktivitat fir 3,4-Dimethoxyzimtsaure

GmA4CL2 Ferulasaure Gesamtaktivitat fur Ferulasdure minus Gm4CL1-Aktivitat fur

Ferulasaure

4-Cumarsaure 1,4 x GmACL2-Aktivitat fir Ferulasaure

GmACL3/4  4-Cumarsaure Gesamtaktivitat fur 4-Cumarsaure minus Gm4CL1- and

GmA4CL2-Aktvitaten fir 4-Cumarsaure

Tab. 4: Ermittlung der Multiplikationsfaktoren.

Substrat Gm4CLA1 Gm4CL2
Vmax (%) Vmax (%)
4-Cumarsaure 100 [ 100
4
Ferulasaure E 56 x1,1 * 71
0,6 x
3,4-Dimethoxyzimtsaure 89

Die rel. V. -Werte der Gm4CL1 wurden von Knobloch und Hahlbrock (1975) iibernommen, die rel. V.-
Werte der Gm4CL2 wurden von Mdllers (1997) mit rekombinantem Protein bestimmt.
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2.2.10 Elicitierung von Sojabohnezellkulturen aus Kulturstadium I und II

Um Sojabohnezellkulturen vom Wachstumsstadium II ins Wachstumsstadium I (Hille et al.,
1982) zu iiberfiihren, wurden 3 g Zellen aus Stadium II in 40 ml frisches B5-Medium
iberimpft. Nach eintdgiger Inkubation (24°C, Dunkelheit, 110 Upm) befanden sich die
umgesetzten Sojabohnezellen im Stadium 1. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 0,5 ml
steriler Rohelicitorlosung (16 mg/ml = 6,4 mg Glucosedquivalente/ml). Kontrollzellen
wurden mit dem entsprechenden Volumen an sterilem Wasser behandelt. Fiir die Elicitierung
von Sojabohnezellen des Stadium II wurde eine 7 d alte Sojabohnestammkultur in 40 ml
Fraktionen aufgeteilt, welche ebenso wie oben beschrieben induziert wurden. Zur Ernte der
Sojabohnezellen wurde das Medium {iber eine Glasfritte mit einer Wasserstrahlpumpe

abgesaugt, die Zellen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.11 Gewinnung von Zoosporen von Phytophthora sojae

Zur Zoosporenproduktion dienten 9 - 11 d alte Kulturen von Phytophthora sojae Rasse 1, die
auf sehr diinn gegossenen Lima-Bean-Agarplatten angezogen wurden (10 ml/Petrischale mit
8,5 cm Durchmesser). Das Mycel wurde durch Auswaschen der Nahrstoffe aus dem Substrat
zur Bildung von Zoosporangien und zur Freisetzung der Zoosporen angeregt (Eye et al.,
1978). Dazu wurden die Platten fiinfmal mit je 30 ml sterilem Wasser iiberschichtet und
dazwischen jeweils 30 min bei Rt inkubiert. AnschlieBend wurden die Petrischalen mit 10 ml
Wasser tiberschichtet und iiN bei Rt im Dunkeln inkubiert.

Die Sporensuspension wurde mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und in 50 ml Falcon-
Gefalle tiberfiihrt. Die Zoosporen wurden entweder durch Zentrifugation (2000 x g, 10 min,
Rt) oder aufgrund ihres phototaktischen Verhaltens durch 20-miniitige Beleuchtung von oben
angereichert. Im Falle der Zentrifugation wurde pro Falcon-Gefal3 bis auf 2 ml der gesamte
Uberstand verworfen. Die verbliebenen 2 ml dienten zum Resuspendieren der
abzentrifugierten Zoosporen und Cysten.

Bei der phototaktischen Anreicherung befanden sich die Zoosporen fast quantitativ in den
oberen 2 ml der Fliissigkeitssdule. Diese wurden vorsichtig mit einer Pipette abgenommen
und vereinigt. Der Sporentiter wurde durch Auszdhlen der Zoosporen in einer Neubauer-

Zahlkammer bestimmt.

2.2.12 Anzucht von Sojabohnekeimlingen

Vor der Aussaat wurden die Samen fiir 10 min mit 10%iger Natriumhypochloridlosung

oberflachensterilisiert und anschlieBend mit Wasser griindlich gewaschen. Die Anzucht der
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Sojabohnekeimlinge erfolgte in Vermiculit unter sterilen Bedingungen. Die Kultivierung
wurde in einer Phytokammer bei 26°C mit einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16 h Licht und 8
h Dunkelheit durchgefiihrt. Isolierte Gewebeteile wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C gelagert. Wurden Keimlinge fiir Wurzelinfektionsversuche angezogen, erfolgte

die Kultivierung fiir drei Tage bei 26°C im Dunkeln.

2.2.13 Infektion von Sojabohnekeimlingen

Steril angezogene drei Tage alte Sojabohnekeimlinge (Glycine max L. cv. Harosoy 63)
wurden durch Eintauchen der Wurzelspitzen in 1,5 ml Eppendorfgefile mit 200 pl
Zoosporensuspension (ca. 10* Zoosporen) infiziert (Hahn et al., 1985). Kontrollbehandlungen
wurden mit 200 pl sterilem Wasser durchgefiihrt. Wihrend der Infektion wurden die
Keimlinge bei 26°C im Dunkeln inkubiert. Zur Ernte wurden die Keimwurzeln abgeschnitten,

in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.14 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Sofern nicht anders angegeben, wurden folgende Konzentrationen im PCR-Ansatz eingesetzt:
1 x Tag DNA-Polymerase Puffer, zusitzlich 0,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, jeweils 1 uM
PCR-Primer, 0,5 U Tag DNA-Polymerase und etwa 10 ng DNA-Template pro 10 ul Ansatz.
Fir Amplifikationsreaktionen mit Pfu DNA-Polymerase, welche die Fahigkeit zur
Fehlerkorrektur besitzt, wurden 1 U Pfu DNA-Polymerase pro 10 pul Ansatz und 1 x Pfu
DNA-Polymerase Puffer eingesetzt.

Bei der Auswahl von Oligonukleotidsequenzen, die als PCR-Primer eingesetzt werden
sollten, wurden darauf geachtet, dal am 3‘-Ende und am 5°-Ende eine G- oder C-Base war.
Die Oligonukleotide hatten eine Linge von ca. 20 Basenpaaren und eine Schmelztemperatur
von ca. 50°C (bestimmt mit dem Computerprogramm Oligoed).

Fiir ein typisches PCR-Protokoll mit 7ag DNA-Polymerase zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten mit einer Lidnge von bis zu 1 kb wurden folgende Bedingungen gewdéhlt:
Denaturierungsphase von 2 min bei 94°C, 35 Zyklen mit einer Denaturierungsphase von 30
sec bei 94°C, einer Annealingphase von 30 s bei 50°C und Elongationsphase von 45 sec bei
72°C. AbschlieBend erfolgte nochmals eine 10 miniitige Elongationsphase bei 72°C.
Abweichungen von diesem Protokoll richteten sich hauptsidchlich nach der Léange der DNA-
Matrize, der Schmelztemperatur der Oligonukleotide und der verwendeten DNA-Polymerase
(Elongationszeit der Pfu DNA-Polymerase: 1 kb pro 2 min) und sind entsprechend
angegeben. Zur Einschrankung von unspezifischen Amplifikationen wurde fiir wichtige
Reaktionen eine Hot-Start-PCR durchgefiihrt.
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Zur schnellen Uberpriifung von Transformanten wurde eine PCR direkt aus E. coli-Zellen
durchgefiihrt. Dabei wurden Teile von Einzelkolonien direkt in das Reaktiongefdll gegeben

und die anfingliche Denaturierungsphase auf 4 min erhoht.

2.2.15 Ligationsreaktionen

Fiir Ligationsreaktionen wurden T4-DNA-Ligasen von Gibco/BRL oder Fermentas/MBI nach
Herstellervorschrift verwendet. Fiir die Ligationen wurde ein Fragment:Vektor-Verhiltnis
von ca. 3:1 eingesetzt. Falls die Konzentrationen von Vektor und Fragment nicht bekannt
waren, wurden die Mengen nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Gel abgeschitzt. Ein
typischer Ligationsansatz enthielt 1 x Ligasepuffer, Vektor und Fragment in den
entsprechenden Mengen und 1 U T4-DNA-Ligase pro 5 pl Ligationsvolumen, wovon 2 pl in
die Transformation von Bakterienzellen eingesetzt wurden.

Die Ligationreaktionen wurden iN bei 4°C oder mit einem Temperaturzyklus zwischen 15°C
und 30°C durchgefiihrt (100 Zyklen mit einer Temperaturdnderung von 0,5°C/s). Ligationen
mit glatten DNA-Enden wurden bei niedrigeren Temperaturen (4°C bis 15°C) und mit einem
erhohten Fragment:Vektor-Verhiltnis (5:1) durchgefiihrt als Ligationen mit iiberhdngenden
DNA-Enden.

2.2.16 Isolierung von Nukleinsiduren

2.2.16.1 Isolierung von DNA-Fagmenten aus Agarosegelen

Die Elution und Reinigung von PCR-Produkten und Restriktionsfragmenten aus
Agarosegelen wurde mit dem ,,Clean-a-Gene DNA Purification Kit“ in 2 ml Eppendorf
Reaktiongefdassen durchgefiihrt. Nachdem die zu reinigenden DNA-Fragmente aus dem
Agarosegel ausgeschnittenen worden waren, wurde das Gewicht des Agarblocks bestimmit.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von drei Gewichtsvolumen Bindungspuffer (enthédlt 6 M
Nal) und das Auflosen der Agarose durch Erwdrmen des Ansatzes (55°C, 5 min). Nach
Zugabe von mindestens 5 pl Bindungsmatrix (1 pl bindet ca. 1 pg DNA) wurde die Probe fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Matrix-DNA-Komplex wurde abzentrifugiert
(14000 x g, 7 s), der Uberstand abgenommen, die Matrix in Waschpuffer vorsichtig
resuspendiert und wieder abzentrifugiert. Der Waschschritt wurde zweimal wiederholt und
der Waschpuffer anschliefend griindlich entfernt. Die DNA-Fragmente wurden mit einem
Matrixvolumen TE-Puffer oder Wasser durch Erwdrmen auf 45°C (3 min) eluiert und nach

Zentrifugation (14000 x g, 25 s) wurde der Uberstand mit den geldsten DNA-Fragmenten
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abgenommen. Um die Ausbeute zu erhdhen, wurde die Elution mit einem halben
Matrixvolumen wiederholt. Qualitdt und Quantitit der isolierten Fragmente wurde mittels
Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.17.2) iiberpriift.

2.2.16.2  Isolierung von Plasmiden aus Bakterienzellen

Die Priparation von Plasmiden aus Bakterienzellen erfolgte durch die alkalische Extraktion
nach Birnboim und Doly (1979). Von einer 2 ml Bakterien-iiN-Kultur wurden 1,5 ml in ein
1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und 30 s in einer Tischzentrifuge bei
Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde griindlich abgenommen, die Bakterien
in 50 pl Losung I resuspendiert (Vortex) und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zugabe von 100 pl Losung IT wurde der Ansatz durch mehrmaliges Umkippen gemischt und
das Lysat flir 5 min auf Eis gehalten. AnschlieBend wurde 75 pl Losung III zugegeben und
der Ansatz nach sofortigem Mischen (Vortex) erneut fiir 5 min auf Eis inkubiert.
Ausgefallene genomische DNA und Zellbestandteile wurden abzentrifugiert (18000 x g, 10
min, 4°C), der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB {iberfiihrt und mit 100 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und 100 ul Puffer-gesittigtem Phenol versetzt. Nach
kurzem Mischen (Vortex) wurden die Phasen durch Zentrifugation (18000 x g, 5 min, Rt)
getrennt und die obere, wiéssrige Phase in ein frisches Reaktionsgefdll tiberfiihrt. Durch
Zugabe von 500 pl Ethanol wurden die Nukleinsduren bei Raumtemperatur fiir 10 min gefallt
und durch 10-miniitige Zentrifugation sedimentiert. AnschlieBend wurde der Niederschlag mit
250 pl 70%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Abnehmen des
Uberstandes bei 37°C getrocknet. Die Nukleinsiuren wurden in 50 pl TE-Puffer gelost und
bei 4°C gelagert. Fiir Restriktionsanalysen wurden jeweils 2 pl eingesetzt. Zum Abbau der
RNA wurde den Restriktionsansétzen RNase zugegeben. Plasmide fiir Mutationsansitze und
Sequenzierungen wurden mit Hilfe eines Extraktions-Kit von Genomed nach Angaben des

Herstellers isoliert.

2.2.16.3  Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung von genomischer DNA aus Sojabohnezellkulturen wurde nach der Methode
von Draper und Scott (1988) mit einigen Verdnderungen durchgefiihrt. Pro Extraktionsansatz
wurden 3 g Sojabohnezellen in fliissigem Stickstoff mit einem Morser pulverisiert und in 15
ml DNA-Extraktionspuffer (56°C) resuspendiert. Nach Inkubation fiir 30 min bei 56°C
erfolgte eine Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1). Die Phasentrennung konnte
durch Zentrifugation (3500 x g, 1 h, Rt) erreicht werden. AnschlieBend wurde dem wissrigen
Uberstand 0,2 Vol CTAB-Losung zugegeben, erneut mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
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extrahiert und die Nukleinsduren durch Zugabe von 0,75 Vol Isopropanol fiir 45 min bei Rt
gefillt und durch Zentrifugation (6000 x g; 10 min, 4°C) sedimentiert. Nachdem der
Niederschlag mit 75% Ethanol gewaschen worden war, wurden die Nukleinsduren in 1 ml
TE-Puffer gelost und zum Abbau von RNA-Verunreinigungen fiir 1 h mit 20 ug RNase A
behandelt. Zur Entfernung der RNase A wurde eine Extraktion mit TE-gesittigtem
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die DNA
mit Isopropanol gefdllt (30 min, Rt), sedimentiert (4400 x g, 5 min, Rt) und mit 75% Ethanol
gewaschen. Die extrahierte DNA wurde in 200 ul TE-Puffer gelost und bei 4°C gelagert.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mittels photometrischer Messungen. Die
Qualitdt wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung von 5 pg extrahierter DNA in einem

0,6% igem Agarosegel liberpriift.

2.2.16.4 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA aus Sojabohnezellkulturen und pflanzlichen Geweben wurde nach der Methode
von Chang et al. (1993) isoliert. Pro Ansatz wurden 2 - 3 g Pflanzenmaterial mit fliissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver gemdrsert und in 12 ml RNA-Extraktionspuffer (65°C)
resuspendiert. Nach Inkubation von 10 - 20 min bei 65°C erfolgte eine zweimalige Extraktion
mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1). Die Phasentrennung wurde jeweils durch
Zentrifugation bei 3500 x g (10 min, Rt) erreicht. AnschlieBend wurde die RNA mit 2 M
Lithiumchlorid iiN bei 4°C gefillt und durch Zentrifugation (10000 x g, 20 min, 4°C)
sedimentiert. Die RNA wurde in 500 pl SSTE-Puffer gelost und einer weiteren
Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion unterzogen. Durch Zusatz von 2,5 Vol Ethanol wurde
die RNA erneut gefillt, mit 70% Ethanol gewaschen und in 50 pul Wasser gelost.

Die Quantidt der extrahierten RNA wurde durch photometrische Messungen bestimmt. Die
Qualitdt der RNA wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung von 3 pg RNA,
Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran (Kapitel 2.2.17.3) und anschlieBender

Methylenblau-Farbung iiberpriift.

2.2.16.5 Isolierung von Poly(A)'-RNA

Zur Anreicherung von mRNA aus Gesamt-RNA wurde das ,,PolyATtract mRNA Isolation
System* von Promega verwendet. Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA aus
Sojabohnezellkulturen des Wachstumsstadium II (Hille et al., 1982). Die Isolierung der
mRNA wurde in zwei Parallelansdtzen mit 740 pg bzw. 950 ng Gesamt-RNA durchgefiihrt.
Die RNA wurde in 500 pl Wasser aufgenommen und bei 65°C fiir 10 min denaturiert. Den

Ansétzen wurden jeweils 150 pmol biotinylierte Oligo(dT)-Primer zugegeben, die mit der
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Poly(A)-Region der mRNA bei 0,5 x SSC (10 min, Rt) hybridisierten. Anschlieend erfolgte
die Kopplung der Streptavidin-Magnetpartikeln an das Biotin bei Rt fiir 10 min. Nach vier
Waschschritten mit 0,1 x SSC wurde die mRNA mit 0,4 ml Aqua dest. eluiert. Die
Konzentration der isolierten mRNA wurde durch photometrische Messungen bei 260 nm

bestimmt.

2.2.17 Gelelektrophoretische  Auftrennung, Transfer und Nachweis von

Nukleinsduren

2.2.17.1  Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

Die RNA-Gelelektrophorese erfolgte mit 1,2% Agarosegelen in 10 mM Natriumphosphat-
Puffer (pH 6,5) in einem rezirkulierendem System. Die Elektrophoresekammer wurde vor
Gebrauch samt Zubehor fiir 1 h mit 0,1 N NaOH Losung behandelt, um eventuell vorhandene
RNasen zu inaktivieren. Vor dem Lauf wurde die RNA mit 1M Glyoxal flir 30 min bei 50°C
denaturiert. Nach Abkiihlung des Ansatzes auf Eis und Zugabe von 0,1 Vol RNA-
Probenpuffer erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung bei einer Stromstirke von 40
mA (2 h). Wahrend der Auftrennung wurde mit einer Umwalzpumpe der Laufpuffer zwischen
Anode und Kathode zirkuliert, um die Ausbildung eines pH-Gradienten im Puffer zu

verhindern.

2.2.17.2  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde Agarose als Tragermaterial verwendet. Je
nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente wurden 0,6%ige (1-20 kb), 0,8%ige (0,5-7 kb)
oder 2,0%ige (0,1-2 kb) Agarosegele verwendet. Als Laufpuffer wurde Tris-Acetat-EDTA
(TAE) Puffer benutzt, dem zur spiteren Detektion der Nukleinsiduren Ethidiumbromid (10 pg
pro 100 ml Laufpuffer) zugesetzt wurde. Die DNA-Proben wurden in 1 x Ladepuffer
aufgetragen und bei einer Stromstérke von 40-60 mA aufgetrennt. Als GroBenstandard diente
eine 1kb-Leiter.

2.2.17.3 Transfer von Nukleinsiuren

Die Ubertragung von Nukleinsiuren auf eine Nylonmembran erfolgte mittels Kapillarblot in
20 x SSC nach Sambrook et al. (1989). Hierbei wurde die Transfer-Losung (20 x SSC) aus
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einem Pufferreservoir iiber Kapillarkrifte durch das Gel hindurch in einen auf dem Gel
plazierten Stapel Papiertiicher gesaugt. Die Nukleinsduren wurden durch den Pufferstrom aus
dem Gel eluiert und an der dariiberliegenden Nylonmembran gebunden. DNA-Fragmente
wurden vor dem Transfer denaturiert, um fiir die anschlieBende Hybridisierung einzelstringig
zur Verfiigung zu stehen. Dazu wurde das Gel 2 x 20 min in Denaturierungslosung und 2 x 20
min Neutralisierungslosung geschwenkt. Nach dem Transfer wurden die Nukleinséuren durch
Backen (20 min, 80°C) auf der Membran fixiert und im Falle von iibertragener RNA
zusitzlich mit UV-Licht (UV-Crosslinker; 700 Watt) immobilisiert.

2.2.17.4  Ubertragung bakterieller Nukleinsiuren auf Nitrocellulosemembran

Bakterienkolonien wurden zur Vereinzelung mit einem Zahnstocher auf eine LB-Agarplatte
mit vorgegebenem Raster {ibertragen und fiir ca. 12 h bei 37°C inkubiert. Durch Auflegen
einer trockenen Nitrocellulosemembran fir 20 s auf die vorgekiihlte (1 h, 4°C)
Bakterienplatte erfolgte die Ubertragung der Bakterien auf die Nitrocellulose. Danach wurden
die iibertragenen Bakterien durch Inkubation (3 min) der Membran auf einem mit 10%iger
SDS-Losung gesittigtem Filterpapier lysiert. Die DNA-Denaturierung der lysierten Bakterien
erfolgte durch Inkubation (5 min) der Membran auf einem mit DNA-Denaturierungslosung
gesittigtem Filterpapier. Zur Neutralisierung wurde die Membran fiir weitere 5 min auf einem
mit DNA-Neutralisierungslosung gesittigtem Filterpapier aufgelegt. Anschlieend wurde die
Nitrocellulosemembran in 2 x SSC gewaschen, getrocknet und zur Fixierung der DNA auf der
Membran fiir 15 min bei 80°C gebacken. Bei allen Behandlungsschritten wurde die
Nitrocellulosemembran mit der Seite nach oben inkubiert, auf die die Bakterien iibertragen

wurden.

2.2.18 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden wurde mit dem ,,Prime-a-Gene Labeling
System* nach Angaben des Hestellers durchgefiihrt. Nach Denaturierung von 25-50 ng der zu
markierenden DNA (2 min, 95°C) zu Einzelstringen, erfolgte die Anlagerung der
Hexanukleotid-Primer und die Synthese des Komplementérstranges unter Einbau von [a-
32p]dCTP (eingesetzte Radioaktivitit: 740 kBq) fiir 15-50 min bei Raumtemperatur. Nicht
eingebaute Nukleotide wurden anschlieBend mittels Gelfiltrationschromatographie an S-200
Mikrospin-Sdulen abgetrennt. Bei einer Einbaurate des radioaktiven Nukleotids von 30-60%

betrug die Gesamtaktivitit eines Ansatzes zwischen 1 x 10" und 2,5 x 107 cpm.
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2.2.19 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

Nitrocellulose- und Nylonmembranen mit {ibertragenen Nukleinséduren wurden fiir mindestens
6 h bei 42°C mit Hybridisierungspuffer inkubiert. Nach Zugabe der a->?P-markierten Sonde
(ca. 3 x 10° cpm/ml Hybridisierungspuffer) erfolgte die Hybridisierung bei 42°C iiber Nacht.
Nachdem die Membranen zweimal in 2 x SSC, 0,1% SDS geschwenkt wurden, erfolgte die
Entfernung unspezifisch gebundener Sonden durch unterschiedlich stringente Waschungen.
Bei der Verwendung von heterologen Sonden wurde mit 1 x SSC, 0,1% SDS bei 42°C fiir 2 x
20 min gewaschen (niedere Stringenz), wahrend beim Einsatz von homologen Sonden mit 0,1
x SSC, 0,1% SDS bei 65°C fiir 30 min gewaschen wurde (hohe Stringenz). Um das SDS zu
entfernen, wurde ein letzter Waschschritt in 1 x SSC durchgefiihrt. Zur Auswertung wurden
die Membranen entweder bei -80°C auf einem Rontgenfilm oder bei Rt auf einer Bildplatte
exponiert. Die Strahlungssignale auf der Bildplatte wurde mit Hilfe eines Phosphoimagers
sichtbar gemacht wurde. Hybridisierte Sonden wurden mit 0,1% SDS und 5 mM EDTA bei
95°C (20 min) entfernt.

2.2.20 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von doppelstringiger DNA wurde nach der Didesoxykettenabbruch-
Methode von Sanger et al. (1977) mit einem Sequenase-Kit nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. In die Markierungsreaktion wurden 185 kBq [o-"S]dATP eingesetzt. Die
markierten DNA-Fragmente wurden mittels 5%iger denaturierender Polyacrylamidgele
aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde mit einer Macrophor-Sequenzierapparatur
durchgefiihrt. Nach anschlieBender Fixierung (20 min in 10% Essigsdure; 20% Methanol)
wurden die Gele bei 80°C fiir 30 min getrocknet und auf einem Rontgenfilm fiir 24 h bei Rt
exponiert.

Im Verlauf der Arbeit wurde zudem ein Grof3teil der Sequenzierungen in Auftrag gegeben
(Seqlab, Martinsried; Arbeitsgruppe von Prof. Herrmann, Botanisches Institut, LMU
Miinchen).

2.2.21 Phylogenetische Analyse

Der Vergleich der Aminosduresequenzen wurde mit CLUSTAL W 2.0 (Thompson et al.,
1994) durchgefiihrt und per Hand korrigiert. Die phylogenetische Analyse des
Sequenzvergleichs erfolgte mit PAUP 4.0 (Swofford, 1998). Die Lénge der
Aminosduresequenzen variierte zwischen 535 (P. tremuloides 4CL1) und 636 Aminosiuren

(L. erythrorhizon 4CL1). Fiir die phylogenetische Analyse wurden die iiberhdngenden



Materialien und Methoden 41

Aminosduren entfernt. Es wurde eine heuristische ,,maximum parsimony“-Analyse unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt: RANDOM addition (10 Wiederholungen), TBR
branch-swapping, MULPARS, STEEPEST DESCENT, COLLAPSE und ACCTRAN
optimization. ,,Bootstrap“-Werte (Felsenstein, 1985) wurden durch 1000 Wiederholungen
bestimmt.

2.2.22 Klonierung der Gm4CL1-cDNA

2.2.22.1 Ableitung von degenerierten Oligonukleotidsequenzen

Degenerierte Oligonukleotidsequenzen wurden von den Peptiden S1 ([K]JGYLNDPEA) und
S2 ([K]JARLVLTQSAYVEK) abgeleitet. Vom N-terminalen Peptid (GPSPQ/REIIL) wurde
die abgeleitete Basensequenz nur fiir die Aminosduren Q/REIIL bestimmt. AuBlerdem wurde
die Aminosduresequenz R/KSKLP/QDI mit in die Ableitung der N-terminalen
Oligonukleotidsequenzen einbezogen, da dieses Sequenzmotiv direkt dem sequenzierten N-
Terminus folgte und bei allen bisher bekannten 4CL-Isoformen konserviert war. Das
resultierende Peptid Q/REIILR/KSKLP/QDI wurde als Peptid S3 bezeichnet.

A) Ableitung der Oligonukleotidsequenz fiir das Peptid Gm4CL1-S1.

Nt4CL1 ATGAAAGGTTACCTGAATGATCCCGAGGCC
401 M K G Y L N D P E A 410
Nt4CL2 ATGAAAGGCTACCTGAATGATCCAGAGGCC
3¢ M K G Y L N D P E A 405
Pt4CL1 ATGAAAGGATATATTAACGACCCGGAATCC
3¢ M K G Y I N D P E S 40
At4CLl ATGAAAGGTTACCTCAACAATCCGGCAGCT
417 M K G Y L N N P A A 426
Le4CL1 ATGAAAGGTTATCTGAACGATCCCGAGGCG
399 M K G Y L N D P E A 408
Le4CL2 ATGAAAGGCTATCTCAACGACCCCGAGGCA
438 M K G Y L N D P E A 447
Pc4CL1 ATGAAAGGCTACCTCAATGATCCTGAATCA
397 M K G Y L N D P E S 406
0s4CL1 ATGAAAGGTTACCTGAACAACCCAGAGGCC
416 M K G Y L N N P E A 425
St4CL1 ATGAAAGGTTACTTGAATGATCCCGAGGCC
399 M K G Y L N D P E A 408
Gm4CL2 ATGAAAGGTTATCTAAATGATGGAGAGGCT
400 M K G Y L N D G E A 409
Gm4CL3 ATGAAAGGATATCTGAACGATGAGAAAGCG

422 M K G Y L N D E K A 431

Sl-Aminosduresequenz M K G Y L N D P E A
S1-Nukleotidsequenz 5'Y-ATGAAAGGATACCTGAACGATCCGGAGGCG-31"
G T TT A T C A A T
C C C A
G T T C
Komplementarstrang der 3'Y-TACTTTCCTATGGACTTGCTAGGCCTCCGC-5"
S1-Nukleotidsequenz G A AAT A G T T A
G G G T
C A A G

4CL1-S1 3'-TACTTTCCDATRGANTTRCTRGGYCT-5"
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B) Ableitung der Oligonukleotidsequenz fiir das Peptid Gm4CL1-S2.

Nt4CL1
Nt4CL2
Pt4CLl
At4CLl
Le4CL1
Le4CL2
Pc4CL1
0s4CL1
St4CL1
Gm4CL2
Gm4CL3

S2-Aminosduresequenz
S2-Nukleotidsequenz

129
124

124 G

137
126
155
125
138
127
124
146

AGTGCTAAGATTATTATAACTCAATCGTGCTTTGTGGGCAAA
S A K I I I T Q S C F Vv G K 142
AGTGCTAAGATCATTGTCACACAAGCGTGTCATGTTAACAAA
S A K I I v T QQ A C H V N K 137
GGCGCGCGCATCATAGTTACCCTGGCAGCTTATGTTGAGAAA
A R I I Vv T L A A Y V E K 137
AACACCAAACTCATAATCACCGAAGCTCGTTACGTCGACAAA
N T K L I I T E A R Y VvV D K 150
AAAACAAAGCTCATCATCACAGTATCCACCACTGTCCCAAAA
K T K L I I T v S T T Vv P K 139
AACACAAAACTCATCATTACTCAATCCAACTACGTTGACAAG
N T K L I I T O S N Y Vv D K 168
CAAGCTAAGCTCATAATTACGCAAGCTTGTTACGTAGACAAA
Q A K L I I T Q A C Y VvV D K 138
GGCGCCACCGTCGTCATCACCGAGTCCATGGCCGCCGACAAG
G A T Vv v I T E S M A A D K 151
AGTGCTAAGATTGTTATCACGCAAGCTTGTTTTGCGGGGAAA
S A K I v I T o A C F A G K 1
AATGCCAAGCTCCTCATCACCCAGGCCTCTTACTACGACAAA
N A K L L I T Q A S Y Y D K 137
AAGACGAAGCTGATCATAACGCAGGCAATGTACGTGGACAAG
K T K L. I I T Q A M Y Vv D K 159

K A R L V L T QQ S A Y V E K
AATGCGCGGCTCGTCCTCACCCAGTCCGCTTACGTGGAAAAA-3
GGC CACTG GIT G G AAGG G T C G G
CT A A A T A A A T

G T T T T T C A

4CL1-S2

5'Y-TBACNCARTCNGCNTAYGTBGARAA-3"

C) Ableitung der Oligonukleotidsequenz fiir das Peptid Gm4CL1-S3.

Nt4CL1
Nt4CL2
Pt4CLl
At4CLl
Le4CL1
Led4CL2
Pc4CL1
0Os4CL1
St4CL1
Gm4CL2
Gm4CL3

S3-Aminosduresequenz
S3-Nukleotidsequenz

GGAGATTTAATTTTCCGATCAAAACTCCCTGATATT
1366 D L I F R S K L P D I 24
g GTTGACATAATTTTCCGATCAAAACTCCCTGATATT

v D I I F R S K L P D I 19
GTCGAGCATCTGTACAGATCGAAGCTTCCCGATATC
L ¥ R S K L P

8 V E H D T
AGTGACGTCATTTTCCGATCAAAGTTACCGGATATT
22 s D v I F R S K L P D I

AAAGACATAATCTTCAGATCAAAACTCCCTGATATA
100K D I I F R S K L P D I 21
GAAACCATCATCTTCAGATCCAAACTACCTGATATA
3E T I I F R S K L P D I 50
GAAGACCTTATTTTCCGATCGAAACTCCCTGATATT

9E D L I F R S K L P D I
CCGGAGATCATCTTCCGGTCGAAGCTGCAAGACATC
20p E I I F R S K L o D I 31
GGAGATTTAATCTTTCGATCTAAACTCCCTGATATT

1166 D L I F R S K L P D I
AGGGAATTGATATTCAGGTCGAAGCTTCCGGATATC
8R E L I ¥F R S K L P D I 19
ACTAGCCATGTCTTCAAATCAAAATTACCAGATATC
30T S H v F K s K L P D I 41

Q/RE I I LR/KS K LP/QD I
5 Y-CATGAAATCATCCTCAGATCGAAACTACCAGATATC-3"
GG G T ATACAG A GT T G C T
A A T G C A
C

4CL1-S3

5Y-GARATHATHYTVMRRTCRAARYT-3"




Materialien und Methoden 43

Abb. 5: Ableitung der degenerierten Oligonukleotidsequenzen fiir die Peptide Gm4CL1-S1 (A), Gm4CL1-S2 (B)
und Gm4CL1-S3 (C).

Die Abbildungen A) bis C) zeigen einen Vergleich der zu den Peptiden S1, S2 und S3 der Gm4CL1 homologen
Aminosduresequenzen einiger 4CL-Isoformen und deren Nukleotidsequenzen. Ferner sind die abgeleiteten
Basensequenzen der Gm4CL1-Peptide dargestellt. Die fiir die Oligonukleotid-Primersequenz verwendeten
Bereiche des Komplementérstranges der S1-Basensequenz (A), der S2-Basensequenz (B) und der S3-
Basensequenz (C) sind dick gedruckt. Kursiv sind die Basen an den degenerierten Positionen dargestellt, die fiir
die Primerherstellung nicht beriicksichtigt wurden, da sie bei den bekannten 4CL-Basensequenzen an diesen
Positionen selten oder iiberhaupt nicht auftraten. Die resultierenden Primersequenzen 4CL1-S1 (A), 4CL1-S2
(B) und 4CL1-S3 (C) sind in den Késten gezeigt.

Am 5°‘-Ende der S1-Nukleotidsequenz wurde das Methionincodon (ATG) ergidnzt, da diese
Aminosdure bei allen bisher bekannten 4CLs an dieser Position hochkonserviert ist. Mit
Ausnahme von Methionin und Tryptophan werden alle Aminosduren von mehreren
Basentripletts codiert, so dal3 es nicht moglich ist, von der Aminosaduresequenz eines Peptids
die exakte codierende Basensequenz abzuleiten. Um moglichst wenig degenerierte
Oligonukleotide zu erhalten, wurden die den Peptiden S1, S2 und S3 entsprechenden
kodierenden Regionen einiger bekannter 4CL-cDNAs verglichen. Dadurch wurde ermittelt,
welche Nukleotide an den degenerierten Positionen fiir die Aminosdurecodierung der 4CLs
bevorzugt werden (Abb. 5). Die Basenabfolge des Peptids S3 und des Peptids S2 wurde vom
kodierenden cDNA-Strang abgeleitet, wihrend die Basensequenz des Peptids SI vom
Komplementérstrang stammte. Fir die PCR wurden die abgeleiteten degenerierten
Oligonukleotide in folgenden Kombinationen eingesetzt: 4CL1-S2/4CL1-S1 und 4CLI-
S3/4CL1-S1.

2.2.22.2  Amplifizierung einer Gm4CL1-Sonde

Die Reverse Transkription (RT) von RNA wurde mit der MMuLV-RTase (Moloney Murine
Leukaemia Virus) durchgefiihrt. Fiir die cDNA-Synthese wurden 1 pg Gesamt-RNA aus
nicht-elicitierten Sojabohnezellkulturen aus Wachstumstadium II fiir 5 min bei 65°C und fiir 3
min bei 90°C denaturiert. Nach Abkiihlung des Ansatzes (5 min, 4°C) erfolgte die Zugabe
von 1 x RT-Puffer, ] mM dNTPs, 200 U MMuLV-RTase, 4 U RNAsin und 40 ng Random
Primer bei einem Reaktionsvolumen von 10 pl. Die RT der RNA wurde unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: 15 min 25°C (Primer-Anlagerung); 90 min 37°C (cDNA-
Synthese); 5 min 90°C (RT-Denaturierung).

In der nachfolgenden PCR-Amplifikation (RT-PCR) wurde die synthetisierte cDNA in einer
1:5-Verdiinnung zusammen mit 2 mM MgCl,, 0,5 U Tag DNA-Polymerase und je 10 pmol
Primer 4CL1-S1 und 4CL1-S2 in einem 10 pl-Ansatz eingesetzt. Fiir die DNA-

Amplifizierung wurde das PCR-Programm P1 (Anhang A1) eingesetzt. Das resultierende ca.
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850 bp lange Gm4CL1-S1/S2-PCR-Fragment wurde im pGEM-T-Vektor in E. coli IM109
kloniert (pGEM-T/Gm4CL1-S1/S2) und diente zum Durchmustern einer cDNA-Bank.

2.2.22.3  Herstellung einer cDNA-Bank

Die Synthese, GroBenfraktionierung und Ligation der cDNA in AZirLox/Notl/Sall-Arme
wurde mit dem ,,SuperScript Lambda System for cDNA Synthesis and A Cloning“ nach
Angaben des Herstellers mit leichten Verdnderungen durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial
dienten 7 pg Poly(A)"-RNA, die aus Sojabohnezellkulturen des Wachstumstadiums II (Hille
et al., 1982) isoliert wurden. Fiir die Synthese des cDNA-Erststrangs diente ein Nofl-Adapter-
Primer als Initiationstelle. Der anschliessenden Zweitstrangsynthese folgte die Ligation von
Sall-Linkern an die cDNA-Enden. Nach Notl-Restriktion lag die cDNA mit einem 5°-Sall-
Linker und einer 3‘-Notl-Schnittstelle vor. Da die cDNA-Synthese ohne radioaktive
Markierung  durchgefiihrt ~wurde, wurden bei der sdulenchromatographischen
GroBenfraktionierung die Elutionsfraktionen von 350 pl bis 550 pl in Anlehnung an das
Syntheseprotokoll vereinigt. In diesen Fraktionen wurden erfahrungsgemifl die lédngeren
cDNAs eluiert, wihrend die nicht eingebauten Nukleotide, NofI-Adapter-Primer und Sall-
Linker noch auf der Sdule verblieben. Die Qualitdt der synthetisierten cDNA wurde mittels
PCR mit 4CL1-S1 und 4CL1-S2 als Primer iiberpriift (PCR-Programm P1, Anhang Al). Fiir
die anschlieBende Ligation der cDNA in AZwrLox/Nofl/Sall-Arme wurde ein Fiinftel des
Eluats eingesetzt.

Die in-vitro-Verpackung der ligierten cDNA wurde mit dem Verpackungssystem ,,Packagene
Lambda DNA Packaging System‘ nach Herstellervorschrift durchgefiihrt.

Der gesamte Ligationsansatz (5 ul) wurde mit 25 pl Verpackungsextrakt fiir 3 h bei 22°C
inkubiert und anschlieBend mit SM-Phagenpuffer auf 250 pl aufgefiillt. Zur Bestimmung des
Phagentiters wurden jeweils 100 pul E.coli Y1090 Bakteriensuspension (ODgoonm > 0,6) mit je
100 pl verdiinnter Phagensuspension (1:10% 1:10°, 1:10% fiir 20 min bei 37°C inkubiert
(Adhésion). Nach Zugabe von 4 ml 45°C warmen Weichagar wurde der Ansatz auf L-Agar
ausplattiert und iiN bei 37°C inkubiert. Nach Auszdhlung der Phagenplaques wurde ein Titer
von 2,8 x 10° pfu/ml bestimmt.

Zur Bestimmung des Anteils der rekombinanten Phagen wurden 100 pl einer E. coli DH10B
Bakteriensuspension mit 25 pl Phagensuspension (1:25 Verdiinnung) fiir 15 min bei Rt
infiziert. Der gesamte Ansatz wurden auf Lanp/x-caiprg-Agarplatten plattiert und tiN bei 37°C
inkubiert. Der Bakterienstamm DH10B wird von den Phagen nicht lysiert, sondern schneidet
das im Phagengenom integrierte Plasmid pZL1 samt eventuell inserierter cDNA aus. Der
Anteil an rekombinanten Plasmiden (entspricht dem Anteil an rekombinanten Phagen) wurde
mittels blau-weiB3-Selektion ermittelt. In der Phagensuspension betrug der Anteil an

rekombinanten Phagen ca. 70%.
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2.2.22.4 Durchmustern einer cDNA-Bank

Pro Ansatz wurden jeweils 10 ul Phagensuspension mit ca. 2000 pfu in 90 pl SM-
Phagenpuffer verdiinnt. Der zu infizierende E. coli-Stamm Y1090 wurde in Lyaiose-Medium
bis zu einer ODgoonm > 0,6 kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation von jeweils 100 pl
Bakteriensuspension mit 100 pul Phagensuspension fiir 20 min bei 37°C. Nach Zugabe von 4
ml 45°C warmen Weichagar wurde der Ansatz auf L-Agar ausplattiert und N bei 37°C
inkubiert. Nachdem die Phagenplatten fiir mindestens eine Stunde bei 4°C gekiihlt wurden,
wurde ein Nitrocellulosemembran (gesittigt mit 1M NaCl-Losung) fiir 2 min aufgelegt und
seine Lage markiert. DNA-Denaturierung, Neutralisierung, Waschen der Membran und
Fixierung der DNA wurde ebenso wie in Kapitel 2.2.17.4 beschrieben durchgefiihrt.

Die Nitrocellulosemembran mit Phagen-DNA wurden wie in Kapitel 2.2.19 beschrieben bei
niedriger Stringenz mit dem PCR-Fragment Gm4CL1-S1/S2 als Sonde hybridisiert. Phagen,
deren DNA mit der Sonde kreuzhybridisierte, konnten aufgrund der durchgefiihrten
Lagemarkierung der Nitrocellulosemembran auf den Phagenplatten identifiziert werden. Mit
einer sterilen Pasteurpipette wurden die positiven Phagenplaques ausgestochen und in 500 pl
SM-Phagenpuffer mit 25 ul Chloroform resuspendiert. Zur Vereinzelung wurden die Phagen
1:10%, 1:10* und 1:10° in SM-Puffer verdiinnt und jeweils 100 pl zur erneuten Infektion von
E. coli Y1090 eingesetzt. Bakterieninfektion, Ubertragung der Phagen auf
Nitrocellulosemembran und Membran-Hybridisierung wurden nochmals wie oben
beschrieben durchgefiihrt.

Positive Phagenplaques wurden aus den Agarplatten ausgestochen, in 250 pl SM-Puffer mit
12,5 pl Chloroform resuspendiert (10 s, Vortex) und 5 min bei Rt inkubiert. AnschlieBend
wurden 100 pl einer iiN-Kultur von E. coli DH10B mit 25 pl der Phagensuspension fiir 5 min
bei Rt infiziert. Der gesamte Ansatz wurden auf Lamp/x-caniprg-Agarplatten plattiert und N
bei 37°C inkubiert. Bakterien von weillen Kolonien enthalten den aus dem Phagen-Genom

ausgeschnittenen Vektor pZL1 mit der inserierten cDNA.

2.2.22.5 Synthese und Amplifikation von 5’-cDNA-Enden

Die Synthese und Amplifikation fehlender 5’-cDNA-Enden wurde mit dem “5’-RACE
System” nach dem Protokoll des Herstellers mit leichten Modifikationen durchgefiihrt. Zur
Herstellung der Erststrang-cDNA durch die SUPERSCRIPT II RTase wurden 1 pg Poly(A)'-
RNA aus nicht-elicitierten Sojabohnezellkulturen (Gm4CL1) bzw. 1 pg Gesamt-RNA aus 4 h
induzierten Sojabohnezellkulturen (Gm4CL4) und 50 pmol genspezifischer Primer 1 (GSP1)
in die Synthese-Reaktion eingesetzt. Nach Inkubation bei 42°C fiir 45 min wurde die
SUPERSCRIPT II RTase Hitze-inaktiviert und nicht eingebaute Nukleotide mittels S-200

Mikrospin-Séulen abgetrennt. Durch anschlieBende Inkubation mit RNase H erfolgte der
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spezifische Abbau der RNA aus dem RNA/DNA-Hybrid. Danach wurde an das 3’-Ende der
Erststrang-cDNA mittels terminaler Desoxynukleotidtransferase eine Poly-C-Ankersequenz
synthetisiert. Fiir die nachfolgende PCR zur Amplifizierung des 5’-Endes wurde ein
Ankerprimer, der komplementér an die synthetisierte Poly-C-Ankersequenz hybridisierte, und
ein zweiter genspezifischer Primer (GSP2) eingesetzt. Die Amplifizierung wurde in einem 15
ul-Ansatz mit 1 U Tag DNA-Polymerase, Anker-Primer, GSP2 und 1,5 pul Erststrang-cDNA
mit Poly-C-Anker durchgefiihrt. Fiir die Amplifizierung der 5’-Enden der Gm4CL1 und
Gm4CL4 wurden verschiedene PCR-Protokolle ausgearbeitet.

Mit dem PCR-Programm P2 (Anhang Al) konnte das 5’-Ende der Gm4CL1 amplifiziert
werden. Die Ligation des 5°-RACE-Produktes in den Vektor pSPORT erfolgte iiber eine Sall-
Schnittstelle, die Bestandteil des Ankerprimers war, und eine sequenzinterne Sall-
Schnittstelle (pSPORT/Gm4CL1-5°). Die Identifizierung der rekombinanten Plasmide
erfolgte durch Sal/l-Restriktion der Plasmide, gelelektrophoretische Auftrennung und
Ubertragung der Fragmente auf eine Nylonmembran und anschlieBende Southern Blot-
Hybridisierung mit dem bereits isolierten Teil der Gm4CL1-cDNA als Sonde.
Kreuzhybridisierende Fragmente wurden durch Sequenzierung mit dem Sequenzierprimer
Seql tberpriift.

Zur Amplifikation des 5’-Endes der Gm4CL4 erfolgte mit Hilfe des PCR-Programms P3
(Anhang Al). Die 5’-RACE-Produkte wurden in Vektor pGEM-T kloniert (pGEM-
T/Gm4CL4-5°), mittels Sall-, EcoRV- und Hindlll-Restriktionen analysiert und mit 4CL4-
GSP2 bzw. 4CL4-LISS als Sequenzierprimer sequenziert.

2.2.23 Eliminierung des Startcodons der Gm4CL1 und Gm4CL4 und Ligation der

modifizierten cDNA-Sequenzen in den Expressionsvektor pQE-30

Das Startcodon des Gm4CLI1-5’-RACE-Fragmentes wurde mittels PCR entfernt, um
sicherzustellen, da3 bei der Transkription das vektoreigene Startcodon benutzt wird. Mit
4CL1-Kpnl und Seql als Primer und pSPORT/Gm4CL1-5" als DNA-Matrize wurde die PCR
mit Tag DNA-Polymerase unter den Bedingungen des PCR-Programms P4 (Anhang Al)
durchgefiihrt. Die Verwendung des PCR-Primer 4CL1-Kpnl fiihrte zur Eliminierung des
Startcodons und zugleich zur Einfiihrung einer Kpnl-Schnittstelle. Die Modifizierung wurde
durch Sequenzierung des amplifizierten Fragmentes iiberpriift. Das modifizierte 5’-Ende
wurde mit dem bereits vorhandenen Teil der Gm4CL1-cDNA (pZL1/Gm4CL1-3) iiber eine
gemeinsame Sal/l-Restriktionsschnittstelle und die eingefiihrte Kpnl-Restriktionsschnittstelle
im pZL1-Vektor verkniipft (pZL1/Gm4CL1-Kpnl). Fiir die Expression wurde die Gm4CL1-
cDNA tiber Kpnl und HindIIl im richtigen Leserahmen in den Expressionsvektor pQE-30
inseriert (pQE-30/Gm4CL1-Kpnl).
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Das Startcodon der Gm4CL4 wurde mittels PCR mit Pfu DNA-Polymerase und 4CL4-Sphl
und 4CL4-GSP2 als Primer eliminiert. Das Plasmid pGEM-T/Gm4CL4-5 diente hierbei als
Amplifikationsvorlage. Die PCR erfolgte nach den Bedingungen des PCR-Programms P5
(Anhang Al). Zur Vervollstindigung der Gm4CL4-cDNA wurde das modifizierte 5’-RACE-
Produkt iiber die Restriktionsschnittstellen Spil und Sall in den Vektor pTZ19R/Gm4CL16
(Uhlmann und Ebel, 1993) ligiert (pTZ19R/Gm4CLA4-Sphl). Fiir die Klonierung der Gm4CL4
in den Expressionsvektor pQE-30 wurde deren offener Leserahmen von pTZ19R/Gm4CLA4-
Sphl mit 4CL4-Sphl und 4CL3-HindlIlI-Reverse als PCR-Primer amplifiziert. Die Pfu DNA-
Polymerase wurde unter den Bedingungen des PCR-Programms P6 (Anhang A1) eingesetzt.
Uber die Restriktionsschnittstellen Spil und HindIIl wurde die amplifizierte cDNA-Sequenz
der Gm4CL4 in pQE-30 kloniert (pQE-30/Gm4CLA4).

Die Herstellung einer aktiven Gm4CL1 war anfangs nicht mdglich. Es stellte sich spéter
heraus, dal die inaktive Gm4CL1 durch einen Klonierungsfehler zustande kam, der sich bei
der Herstellung von pQE-30/Gm4CL1 ereignete. Daher wurde eine alternative Isolierung der
GmACL1-cDNA durchgefiihrt. Nach RT von 1 pg Gesamt-RNA aus nicht-induzierten
Sojabohnezellkulturen (Kapitel 2.2.22.2) erfolgte die Amplifizierung des offenen
Leserahmens der Gm4CL1-cDNA mit 4CL1-Kpnl und 4CL1-HindIll-Reverse als PCR-
Primer. Die RT-PCR wurde mit Pfu DNA-Polymerase unter den Bedingungen des PCR-
Programms P7 (Anhang Al) durchgefiihrt. Die amplifizierte Gm4CL1-cDNA wurde {iber
Kpnl und HindlIII in den bakteriellen Expressionsvektor pQE-30 ligiert (pQE-30/Gm4CL1).
Sequenzanalysen zeigten, dall zwischen der neu hergestellten und der urspriinglich isolierten
GmACLI ein Aminosdureunterschied innerhalb eines hochkonservierten Motivs (AS393; Box
IT) vorlag. Die urspriinglich isolierte Form tragt an dieser Stelle wie alle 4CLs ein Arginin,
wiéhrend die neue isolierte Form hier ein Isoleucin aufwies. Wenn nicht anders angegeben,

wurden die Versuche mit der Isoleucin-Form durchgefiihrt.

2.2.24 Klonierung der Gm4CL3 in den Expressionsvektor pQE-31

Die Gm4CL3-cDNA wurde mit EcoRI aus dem Vektor pHisTrcB/Gm4CL3 (Mdllers, 1997)
ausgeschnitten und die 5’-Uberhinge wurden mit dem Klenow-Enzym aufgefiillt. Die
Ligation der Gm4CL3-cDNA erfolgte in den Smal-geschnittenen pQE-31 Expressionsvektor
(pQE-30/Gm4CL3).

2.2.25 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen

Elektrokompetente Bakterien wurden von DH50o und den Expressionsstimmen SG13009 und

MI15 hergestellt. Dazu wurden jeweils 80 ml LB-Medium (im Falle der Expressionstimme
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mit 25 pg/ml Kanamycin) mit 1,5 ml einer iN-Kultur angeimpft und bis zu einer ODggonm von
0,5 bei 37°C mit 185 Upm geschiittelt. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Die Bakterien wurden fiir 10 min bei 2800 x g sedimentiert, mit 40 ml
Millipore-Wasser gewaschen und erneut abzentrifugiert. Der Waschschritt wurden zweimal
wiederholt und die Bakterien wurden abschliessend in 200 pl Millipore-Wasser resuspendiert.
Nach der Bestimmung des Volumens wurde Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 10%
zugegeben und die Bakterien in 40 pl Fraktionen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80°C gelagert.

2.2.26 Transformation von Plasmiden in Bakterienzellen

Fiir die Transformation von Plasmiden wurden Hitzeschock-kompetente (JM109) oder
elektrokompetente Bakterienzellen (DHS5a,, SG13009, M15) eingesetzt. Die Transformation
mittels Hitzeschock erfolge durch Inkubation des Transformationsansatzes bei 42°C (45 s).
Bei der Elektroporation wurden die zu transformierenden Plasmide in Wasser gelst und den
elektrokompetenten Bakterienzellen zugegeben. Der gesamte Ansatz wurde in eine gekiihlte
(4°C) Transformationskiivette gefiillt, deren Elektrodenabstand 0,2 mm betrug. Die
Elektroporation wurde durch einen kurzen Stromimpuls (Spannung: 2,5 kV, Widerstand: 200
Q, Kapazitit: 25 pF) erreicht. Nach Zugabe von 500 pl 42°C warmen SOC-Medium wurden
die Bakterien fiir mindestens 45 min bei 37°C geschiittelt und anschlieend auf Agarplatten
ausplattiert.

2.2.27 Synthese von rekombinanten Proteinen in Bakterienzellen

Zur Produktion von rekombinanten Proteinen wurde das ,,QIAexpress-System Typ IV*
verwendet. Folgende Bakterienstimme wurden verwendet: SG13009 fiir Gm4CL1 und
GmA4CL4, M15 fiir Gm4CL2 und Gm4CL3. Fiir die Synthese der rekombinanten Proteine
wurden 80 ml LBympkan-Medium mit 1,5 ml einer iiN-Kultur der transformierten Bakterien
angeimpft und bis zu einer ODgponm von 0,5 bei 37°C und 185 Upm geschiittelt. Nach
Erreichen dieser optischen Dichte wurde die Expression der Gm4CL-cDNAs mit ImM IPTG
induziert und die Bakterien fiir weitere 3 h zur Synthese der rekombinanten Protein inkubiert.
Anschliefend wurden die Bakterien mit 4400 x g bei 4°C abzentrifugiert und bei -20°C
gelagert.

Zur Ermittlung der optimalen Induktionsdauer wurde eine Expressionskinetik mit der
GmA4CL1 und Gm4CL3 durchgefiihrt. Dazu wurden einer Expressionskultur zu verschiedenen
Induktionszeiten (0 h, 1 h, 2 h, 3 h und 4 h) jeweils die einer optischen Dichte von eins

entsprechende Menge an Bakterien entnommen. Die Zellen wurden abzentrifugiert (18000 x
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g, 1 min), der Uberstand griindlich abgenommen und die Bakterien in 50 pl
Proteinprobenpuffer resuspendiert. Die Ansdtze wurden 5 min bei 95°C inkubiert,
zentrifugiert (18000 x g, 1 min) und jeweils 5ul vom Uberstand wurden auf ein 10 %iges

Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.2.28 Isolierung von Proteinen aus Bakterienzellen

Gefrorene Bakterienzellen wurden in 6 ml Aufarbeitungspuffer resuspendiert und mittels
eines Branson Sonifier 450 im Rosettgefall (3-15 ml) bei 4°C fiir 10 min lysiert. Bei einer
Einzelimpulsdauer von 400 ms pro Sekunde wurde die Ultraschall-Intensitétsstufe 4 gewihlt,
so daB die resultierende Leistung jedes Impulses 400 Watt betrug. Zellfragmente wurden
anschlieBend durch Zentrifugation (18000 x g, 20 min, 4°C) abgetrennt und die

Proteinextrakte in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C gelagert.

2.2.29 Metallchelat-Affinititschromatographie

Die Anreicherung rekombinanter Proteine, die eine N-terminale Poly-Histidin-Sequenz
besalen, wurde mit einer Ni-NTA-Matrix  (Nickel-Nitrilotriessigsdure)  im
Sdulenchromatographie-Verfahren bei 4°C durchgefiihrt. Dazu wurde 1 ml Ni-NTA-Matrix
(Bindungskapazitit von 5-10 mg Protein) mit dem 5-fachen S&ulenvolumen
Aquilibrierungspuffer gewaschen. AnschlieBend wurde der Proteinextrakt auf die Siule
aufgetragen und mit 10 ml Aquilibrierungspuffer gewaschen. Unspezifisch gebundene
Proteine wurden mit 1 ml Waschpuffer entfernt. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte mit

2 ml Elutionspuffer, wobei 0,5 ml Fraktionen gesammelt wurden.

2.2.30 Strukturanalysen

2.2.30.1 Struktur-Vorhersage

Die Vorhersage von Proteinstrukturen wurde mit Hilfe des Online-Dienstes von SWISS-
MODEL  (Peitsch, 1996) nach Anweisungen des Anbieters durchgefiihrt. Die
dreidimensionalen Strukturen der Gm4CL1, Gm4CL11V344, Gm4CL3 und Gm4CLdV367
wurden mit Hilfe der bereits bekannten Kristallstruktur der Luciferase aus Photinus pyralis
modelliert (PDB Code: 1LCI und 1BA3). Die Bearbeitung der Strukturmodelle erfolgte mit
dem Programm Swiss-PdbViewer v3.6b3 (Guex und Peitsch,1997). Fiir Strukturvergleiche
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wurde die dreidimensionale Struktur der Phenylalanin-aktivierenden Untereinheit der
Gramicidin-S-Synthetase aus der Protein-Datenbank (PDB Code: 1AMU) bezogen.

2.2.30.2 Hybrid-Bildung

Die Herstellung von Gm4CL1/Gm4CL3-cDNA-Hybriden erfolgte durch die Nutzung
gleichgelegener Restriktionsschnittstellen (Ec/13611, EcoRV; Abb. 6) oder durch Verwendung
mittels PCR eingefiihrter Schnittstellen (Agel bei Gm4CL1, Spll und Xmalll bei Gm4CL3;
Abb. 6). Fiir die PCR mit Pfu DNA-Polymerase das PCR-Programm P8 (Anhang Al)
eingesetzt. Zur Hybridbildung wurden die Expressionsvektoren pQE-30/Gm4CL1 und pQE-
31/GmA4CL3 herangezogen. Die Synthese der Hybridproteine wurde wie in Kapitel 2.2.27
beschrieben durchgefiihrt.

150 bp
PQE-30/Gm4CL1

Xmalll

(818)
Ecl3e6ll Spll Ecl3e6ll EcoRV Hindill
(45) (444) (864) (1252) (1696)

| | | | |
ATG $ $

M Hindill Agel
(454) (1309)

PQE-31/Gm4CL3

Hindill
(1989)
Acc65l Hindill EcH36ll EcoRV Agel Pstl

(51) (538) (945) (1336) (1393) (1984)
I I

| | | |
_;E f ! }

™ spi Xmalll Hindlll
(527) (899) (777)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Gm4CL1-und Gm4CL3-cDNA in den jeweiligen Expressionsvektoren.
Die zur Hybridherstellung verwendeten Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Die Positionen der
Schnittstellen beziehen sich auf das Startcodon des Expressionsvektors. Die Pfeile markieren die Lage der
mittels PCR eingefiihrten Restriktionsschnittstellen. Der schraffierte Abschnitt in pQE-31/Gm4CL3 markiert den
nicht-translatierten 3’-Bereich der Gm4CL3-cDNA.

: Teilsequenz des Expressionsvektors
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pQE-30/H1

Das EcoRV/HindlIll-Fragment von pQE-30/Gm4CL1 wurde durch das entsprechende
EcoRV/HindIlI-Fragment von pQE-31/Gm4CL3 ersetzt.

Resultierendes Hybridprotein H1: Gm4CL1wi-Gaoo:: GmACL3y425.p570

pQE-30/H2

Aus dem Vektor pQE-30/Gm4CL1 wurde mit Xmalll und HindIll ein 3’-Fragment der
GmACLI1-cDNA (878 bp) ausgeschnitten (pQE-30/Gm4CL1g19-1696). Das diesem Fragment
entsprechende 3’-Fragment der Gm4CL3-cDNA wurde mittels PCR mit den Primern 4CL3-
Xmalll-For und 4CL3-HindIlI-Rev amplifiziert. Nach Restriktion des amplifizierten
Fragmentes mit Xmalll und HindlIII erfolgte die Ligation in pQE-30/Gm4CL1 Ag19-1696.
Resultierendes Hybridprotein H2: Gm4CL1\i-a256:: GmACL3 A280-p570

pQE-30/H3

Aus dem Vektor pQE-30/Gm4CL1 wurde mit Sp/l und HindlIII ein 3’-Fragment der Gm4CL1-
cDNA (1252 bp) ausgeschnitten (pQE-30/Gm4CL1a445.1606). Das diesem Fragment
entsprechende 3’-Fragment der Gm4CL3-cDNA wurde mittels PCR mit den Primern 4CL3-
Spll-For und 4CL3-HindIlI-Rev amplifiziert. Nach Restriktion des amplifizierten Fragmentes
mit Spll und HindIIl erfolgte die Ligation in pQE-30/Gm4CL1 a445.1696.

Resultierendes Hybridprotein H3: Gm4CL1yj-a131::Gm4CL3y156.p570

pQE-30/H4

Mittels PCR mit 4CL3-Sp/I-For und 4CL1-HindIII-Rev als Primer und pQE-31/H5 als DNA-
Matrize wurde ein 3’-Fragment von H5 amplifiziert. Nach anschlieBender Sp/l/HindllI-
Restriktion des amplifizierten 3’-Fragmentes erfolgte die Ligation in den Vektor pQE-
30/GmA4CL1 pa45.1696 (siche pQE-30/H3).

Resultierendes Hybridprotein H4: Gm4CL1yi-a131::GmACL3y156.1444::GmACL1 G421-N546

pQE-31/H5

Der Vektor pQE-31/Gm4CL3 wurde mit Psfl geschnitten und mit S1-Nuklease zur
Herstellung von glatten Enden behandelt. Durch Restriktion mit Agel wurde ein 380 bp langes
3’-Fragment des codierenden Bereiches der Gm4CL3-cDNA ausgeschnitten (pQE-
31/GmA4CL31394-1984). Das dem 3’-Fragment der Gm4CL3 entsprechende Fragment der
GmACL1-cDNA wurde mittels PCR mit 4CL1-4gel und 4CLI1-HindIll-Rev als Primer
amplifiziert. Nach Restriktion des Gm4CL1-Fragmentes mit Agel erfolgte dessen Ligation in
den Vektor pQE-31/Gm4CL31394-1984.

Resultierendes Hybridprotein H5: Gm4CL3 i 1444:: GmACL1 G421 -N546
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pQE-30/H6

Nachdem aus dem Vektor pQE-30/Gm4CL1 mit Ecl/13611 ein 813 bp langes 5’-Fragment der
GmACLI1-cDNA ausgeschnitten wurde, erfolgte die Behandlung des Vektors mit alkalischer
Phosphatase zur Entfernung der endstdndigen 5’-Phosphatgruppen (pQE-30/Gm4CL1 p46.864).
Aus dem Vektor pQE-31/Gm4CL3 wurde mit Acc651 und Ecl13611 ein dem 5’-Fragment der
4CL1-cDNA entsprechendes Fragment ausgeschnitten (889 bp) und zur Bildung glatter
Enden mit Klenow-Enzym behandelt. Anschlieend erfolgte die Ligation des 5’-Fragmentes
der Gm4CL3 in den Vektor pQE-30/Gm4CL1 p46.364.

Resultierendes Hybridprotein H6: Gm4CL3i-p204::GmACL11272.N546

pQE-31/H7

Aus dem Vektor pQE-31/Gm4CL3 wurde mit HindIIl ein 1239 bp langes 3’-Fragment des
codierenden Bereiches der Gm4CL3-cDNA ausgeschnitten. AnschlieBend erfolgte die
Behandlung des Vektors mit alkalischer Phosphatase zur Entfernung endstdndiger 5’-
Phosphatgruppen (pQE-31/Gm4CL3As39.1989). Das dem 3’-Ende der Gm4CL3-cDNA
entsprechende Fragment der Gm4CL1-cDNA wurde mittels PCR mit 4CL1-HindIII-For und
4CL1-HindIlI-Rev als Primer amplifiziert. Nach Restriktion des Gm4CL1-Fragmentes
erfolgte die Ligation in den Vektor pQE-31/Gm4CL3s39-1959.

Resultierendes Hybridprotein H7: Gm4CL3 i k159:: GmACL11136.N546

pQE-31/H8

Mittels PCR mit 4CL1-HindIII-For und 4CL3-HindIlI-Rev als Primer wurde ein 3’-Fragment
von pQE-30/HI amplifiziert. Nach HindIll-Restriktion des amplifizierten 3’-Fragmentes
erfolgte die Ligation in den Vektor pQE-31/Gm4CL3s39.1959.

Resultierendes Hybridprotein H8: Gm4CL3\k159:: GMACL11136.Ga00:: GmACL3y425.p570

pQE-30/H9

Das EcoRV/Hindlll-Fragment aus dem Vektor pQE-30/H6 wurde durch das entsprechende
EcoRV/HindIll-Fragment aus pQE-31/Gm4CL3 ersetzt.

Resultierendes Hybridprotein H9: Gm4CL3\i-p294::GmMACL11272-G400:: GmACL3v425.p570

2.2.30.3  In-vitro-Mutagenese mit PCR

Die in-vitro-Mutagenese von DNA-Sequenzen wurde in Anlehnung an Papworth et al. (1996)
und Nelson et al. (1992) durchgefiihrt (Abb. 7). Zur Einfilhrung der Mutationen wurden
jeweils 10 ng Plasmid (pQE-30/Gm4CL1, pQE-30/Gm4CL2, pQE-30/Gm4CL2dV345, pQE-
31/Gm4CL3), 1 uM je Oligonukleotid-Primer, 0,2 mM dNTPs und 1 U Pfu DNA-Polymerase
pro 15 ul Ansatz eingesetzt. Fiir den Austausch von 1-2 bp wurde fiir die PCR-Primer eine
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Schmelztemperatur von 65-70°C, fiir die Deletion bzw. Insertion von Basenpaaren wurde eine
Schmelztemperatur von 75-77°C gewéhlt. Die Schmelztemperatur wurde mit nachstehender

Formel abgeschitzt:

Tm =815+ 0,41 x GC (%) — 675/Anzahl der Primerbasen — Sequenzabweichung (%)

Die Amplifizierung der Plasmide und die damit verbundene Einfiihrung der Mutationen
erfolgte unter den Bedingungen des PCR-Programms P9 (Anhang Al). Von den Ansdtzen
wurden jeweils 5 ul zur Uberpriifung der Amplifikation in einem 0,8%igen Agarosegel
aufgetrennt, wéahrend die verbliebenen 10 pl mit jeweils 4 U Dpnl behandelt wurden (90 min,
37°C). AnschlieBend wurden die Plasmide mit Ethanol gefillt, in 10 ul Wasser aufgenommen
und davon 1 pl in E. coli DH5a transformiert. Die Plasmide wurde aus E. coli DH5a (2 ml
iN-Kulturen) isoliert, in 12 pl Wasser gelost und die Mutationen mittels Sequenzierung
tiberpriift. Mutierte Plasmide wurden in den E. coli-Expressionsstamm SG13009
transformiert. Die Synthese der Gm4CL-Mutanten erfolgte wie im Kapitel 2.2.27 beschrieben.

Abb. 7: Vorgehensweise bei der in-vitro-Mutagenese.

1. Plasmid-Denaturierung und Anlagerung der PCR-
Primer mit der gewiinschten Mutation.

. Amplifikation des Plasmids und Einfiilhrung der

Plasmid mit inseriertem 2
4 Gen; die zu mutierende

; I Stelle ist mariert Mutation. Entstehung von ,,genickten* Plasmiden.
Plasmid- . .
Denaturierung und 3. Dpnl-Restriktion der parentalen und semi-parentalen
Anlagerung der :
PR Prime: Plasmide. . . o
4. Transformation der ,,genickten” Plasmide in E. coli
DHS5a. Dieser Bakterienstamm ist in der Lage, die
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3 Ergebnisse
3.1 Molekulare und physiologische Charakterisierung der Gm4CL-Isoformen
3.1.2 Das experimentelle System zur Isolierung der Gm4CL1-cDNA

Die Aktivitdit der Gm4CL1 wurde bisher nur in Sojabohnezellkulturen und nicht in
Sojabohnepflanzen untersucht (Ebel et al., 1974; Knobloch und Hahlbrock, 1975; Hille et al.,
1982). In nicht-induzierten Zellkulturen konnte vor allem in den Wachstumsstadien I und II
erhohte Gm4CLI1-Aktivitit gemessen werden (Hille et al, 1982). Da Gm4CL1 aus
Sojabohnesuspensionkulturen des Stadiums II angereichert werden konnte (Knobloch und
Hahlbrock, 1975; C. Lindermayr, 1998, unveroffentlichte Ergebnisse der Diplomarbeit, LMU

Miinchen), wurde zur Isolierung der Gm4CL1-cDNA dieses Wachstumsstadium ausgewéhlt.

3.1.3 Klonierung eines Gm4CL1-Fragments

Von den Aminosduresequenzen der Peptide Gm4CLI-N-Terminus, Gm4CL1-S1 und
GmA4CL1-S2, die durch Mikrosequenzierung der gereinigten Gm4CL1 erhalten wurden (C.
Lindermayr, 1998, unverdffentlichte Ergebnisse der Diplomarbeit, LMU Miinchen), wurden
degenerierte Oligonukleotid-Primer abgeleitet, die zur Amplifikation eines Gm4CLI1-
Fragments mittels RT-PCR eingesetzt wurden. Um den cDNA-Abschnitt zwischen den
kodierenden Bereichen der Peptide Gm4CL1-S1 und Gm4CL1-S2 amplifizieren zu konnen,
wurde die Oligonukleotidsequenz von Gm4CL1-S2 vom kodierenden DNA-Strang und die
Oligonukleotidsequenz von Gm4CL1-S1 vom Komplementirstrang abgeleitet. Bei allen
bisher bekannten 4CLs waren die zu den Peptiden Gm4CL1-S1 und Gm4CL1-S2 homologen
Bereiche in einem Abstand von ca. 280AS lokalisiert, so dal ein RT-PCR-Produkt von ca.
800 bp erwartet wurde. Das degenerierte Oligonukleotid des N-terminalen Gm4CL1-Peptids
(4CL1-S3) wurde zusammen mit dem 4CL1-S1-Oligonukleotid in die RT-PCR eingesetzt.
Mit dieser Primerkombination wurde ein Fragment von ca. 1250 bp erwartet.

Fir die RT-PCR wurde Gesamt-RNA aus nicht-induzierten Sojabohnezellkulturen des
Stadiums II (Hille et al, 1982) als Matrize eingesetzt. Mit den degenerierten
Oligonukleotiden 4CL1-S1 und 4CL1-S3 konnte kein Fragment der erwarteten Grofe
amplifiziert werden, wihrend die Primerkombination 4CL1-S1 und 4CL1-S2 ein Produkt von
837 bp lieferte. Die abgeleitete Aminosduresequenz des amplifizierten Fragments zeigte
gegeniiber den homologen Bereichen der Gm4CL2, Gm4CL3 und Gm4CL16 eine Identitét
von 58-59%. Zudem konnten die hochkonservierten Boxen I (SSGTTGLPKGV) und II



Ergebnisse 55

(GEICIRG) (Becker-André et al., 1991) identifiziert werden, wenngleich an Position 5 der
Box I an Stelle des Threonins ein Serin vorhanden war. Die Sequenzdaten deuteten darauf
hin, daB es sich bei dem RT-PCR-Produkt mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein Fragment
einer bisher noch nicht beschriebenen 4CL-Sequenz aus Sojabohne — vermutlich um eine
Teilsequenz der Gm4CL1 — handelte. Daher wurde das amplifizierte Fragment Gm4CL1-

S1/82 als Sonde zum Durchmustern einer cDNA-Bank eingesetzt.

3.14 Isolierung der Gm4CL1-cDNA

Mit Poly(A)"-RNA aus nicht-induzierten Sojabohnezellkulturen des Stadiums II als Matrize
wurde cDNA synthetisiert und nach Ligation mit Adaptersequenzen in die Arme des Ziplox-
Phagen ligiert. Die erhaltene A-DNA wurde durch in-vitro-Verpackung in A-Partikel
eingefiihrt, die zur Infektion von Escherichia coli benutzt wurden. Die synthetisierte cDNA-
Bank enthielt 5,0 x 10* rekombinante Phagen. Durch Plaquehybridisierung mit der radioaktiv
markierten Sonde Gm4CLI1-S1/S2 konnte aus der gesamten cDNA-Bank ein Klon
identifiziert werden, der mit der Gm4CL1-Sonde hybridisierte. Durch in-vivo-Excision wurde
die inserierte cDNA aus den Phagen isoliert. Die cDNA-Sequenz hatte eine Gesamtldnge von
1736 bp und setzte sich aus einem offenen Leserahmen von 1584 bp (entspricht 528 AS), 130
bp 3°-NTR und einem Poly(A)-Schwanz zusammen. In der abgeleiteten Aminosduresequenz
der isolierten cDNA konnte die Sequenz des Peptids Gm4CL-S1 identifiziert werden. Der zur
Aminosdureabfolge des Peptids Gm4CL1-S2 homologe Bereich besall an Position 2 ein
Threonin statt eines Alanins und an Position 6 ein Isoleucin an Stelle eines Leucins
(Positionsangaben beziehen sich auf das Peptid Gm4CL1-S2). Die Region zwischen den
Peptiden Gm4CL1-S1 und Gm4CL1-S2 war vollkommen sequenzidentisch mit der
abgeleiteten Aminosduresequenz der eingesetzten Sonde. Die Identifizierung der Sequenz der
Peptide Gm4CL1-S1 und Gm4CL1-S2 war, trotz der beiden Sequenzunterschiede, ein Indiz
dafiir, daB3 hier die cDNA der Gm4CL1 isoliert wurde. Allerdings zeigte der Vergleich mit
bereits bekannten 4CL-Sequenzen, da3 die Sequenz nicht vollstindig war. Dafiir sprach auch,
daB3 die Sequenz des N-terminalen Peptids nicht gefunden werden konnte. Da die bisher
bekannten 4CLs eine Liange von 540 bis 600 AS besaBlen und die Unterschiede meist durch
die Lange der N-Termini bestimmt wurden, konnte abgeschitzt werden, dal dem isolierten
GmA4CL1-Klon ca. 50 bis 200 kodierende Basenpaare am 5°-Ende fehlten.

3.1.5 Vervollstindigung der Gm4CL1-cDNA

Der fehlende 5°-Bereich der Gm4CL1-cDNA wurde mittels 5°-RACE vervollstindigt. Das
amplifizierte Fragment enthielt 35 bp der 5-NTR und 54 bisher nicht bekannte Basenpaare
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des kodierenden 5°-Endes der Gm4CL1. Zudem besaB es eine Uberlappung mit dem bereits
isolierten GmA4CLI1-Fragment (Anhang A2) von 164 bp. In der abgeleiteten
Aminosduresequenz des 5‘-RACE-Produkts wurde die Sequenz des N-terminalen Peptids
identifiziert, wodurch das Startcodon ermittelt werden konnte. Die Sequenz des N-terminalen
Peptids der gereinigten Gm4CL1 stimmte bis auf das Glycin an Position 2 und dem Leucin an
Position 10 mit dem N-Terminus der abgeleiteten Aminosduresequenz des 5°-RACE-
Fragments iiberein. Die Gesamtldnge der Gm4CL1-cDNA betrug somit 1825 bp mit einem
offenen Leserahmen von 1641 bp, der fiir ein Protein mit 546 Aminosduren und einem
errechneten Molekulargewicht von 59,4 kDa kodierte (Anhang A2).

3.1.6 Vervollstindigung der Gm4CL4-cDNA

Das von Uhlmann und Ebel (1993) isolierte Gm4CL4-Fragment (Gm4CL16) hatte eine Lange
von 1491 bp und kodierte fiir 423 Aminosduren. Da die Gm4CL16 sowohl auf Nukleotid- als
auch auf Aminosdureebene eine Identitdt von iiber 95% gegeniiber Gm4CL3 aufwies, wurde
angenommen, daf} die komplette Gm4CL16 anndhernd die gleiche Grofle besitzt wie die
GmA4CL3 (etwa 570 Aminosduren). Folglich fehlten ca. 450 kodierende Basenpaare am 5°-
Ende der Gm4CL16-Sequenz. Die Vervollstindigung der Gm4CL4-cDNA wurde ebenfalls
durch 5°-RACE durchgefiihrt. Als Matrize wurde Gesamt-RNA aus 4 h mit 3-Glucan-Elicitor
behandelten Sojabohnezellkulturen verwendet, da die partielle Gm4CL4-cDNA aus
induzierten Zellen isoliert wurde (Uhlmann und Ebel, 1993). Damit die verwendeten
Oligonukleotide moglichst selektiv an Gm4CL16 anlagerten, wurden sie aus Bereichen der
GmA4CL16 abgeleitet, die moglichst grole Unterschiede zur Gm4CL3 aufwiesen.

Es konnte ein 792 bp langes Fragment amplifiziert werden, das sich aus 342 bp der bereits
bekannten Gm4CL16, aus 33 nicht-kodierenden und 417 kodierenden bp des fehlenden 5°-
Ende der Gm4CL4 zusammensetzte (Anhang A3). Die gesamte Gm4CL4-cDNA hatte eine
Linge von 1941 bp mit einem offenen Leserahmen von 1689 bp (Anhang A3). Dieser
kodierte fiir ein Protein mit 562 Aminosduren und einem errechneten Molekulargewicht von
61 kDa.

3.1.7 Sequenzvergleiche der 4CL-Isoformen aus Sojabohne und anderen Pflanzen

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen der Gm4CLs ist in Abbildung 8 gezeigt.
Die Aminosduresequenzen der Gm4CL3 und Gm4CL4 sind um ca. 20 AS ldnger als die der
Gm4CL1 und Gm4CL2. Die unterschiedlichen GroBen sind vor allem auf die verschieden
langen N-Termini zuriickzufiihren. Der Sequenzvergleich der 4CL-Isoformen aus Sojabohne
zeigte, dal Gm4CL1 und Gm4CL2 sowohl untereinander als auch gegeniiber Gm4CL3 bzw.
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Gm4CL4 nur geringe Identititen auf Nukleotidebene (60-65%) und auf Ebene der
abgeleiteten Aminosiuresequenzen (57-63%) aufwiesen. Sehr groBe Ahnlichkeit lag hingegen
sowohl zwischen den Nukleotidsequenzen (93%) als auch zwischen den
Aminosduresequenzen (94%) der Isoformen 3 wund 4 vor. Charakteristika und

Sequenzvergleiche der Sojabohne-4CLs sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Gm4CL1 ---MAP-—-———-———————————————— SPQEITIFRSPLPDIPIPTHLPLYSYCFQNLSQFHDRPCLIDGDTGETLTYADV 56

Gm4CL2 ---MADDG--===—=—————————-——-— SRRELIFRSKLPDIYIPKHMPLHSYCFENLRECGSRPCLINAPTGDVYSYHEV 58

Gm4CL3 MTTVAASLDAKEVSTSKTDONQVCDCDPQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHAYCFQKLSQFSDRPCLIVGPAAKTYTYSET 80

Gm4CL4 MITLAPSLDTPKTDONQVS-====== DPQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHSYCFONLSQFAHRPCLIVGPASKTFTYADT 73
+x FREK KAk ok kpkkppRkkp k4 KKKk Kk k +x 4+

Gm4CL1 DLAARRIASGLHKIGIRQGDVIMLVLRNCPQFALAFLGATHRGAVVTTANPFYTPAELAKQATATKTRLVITQSAYVEKI 136
Gm4CL2 DSTARKVARGLKKEGVEQGQVIMILLPNCPEFVEFSFLGASHRGAMATAANPFFTPAEIAKQAHASNAKLLITQASYYDKV 138
Gm4CL3 HLISRKIAAGLSNLGIRKGDVVMILLONSAEFVFSFLAASMIGAVATTANPEFYTAAEIFKQFTVSKAKLIITQAMYVDKL 160
Gm4CL4 HLISSKIAAGLSNLGILKGDVVMILLONSADFVEFSFLAISMIGAVATTANPEYTAPEIFKQFTVSKAKLIITQAMYVDKL 153

+ ++* * % *+ +* *+*++* * * +~k~k + **+ * ****+* *+ * % + +~k+~k~k~k+ * +~k+
Box |
Gm4CL1  KSFAD--SS-SDVMVMCIDDDFSYENDG-VLHFSTLS--NADETEAPAVKINPDELVALPFESGTSGLPKGVHLSHKNLV 210
Gm4CL2  KDLR------- DIKLVFVDSCPPHTEEKQHLHFSHLCEDNGDADVDVDVDIKPDDVVALPYFSGTTGLPKGVHILSHKGLY 211
Gm4CL3  RNHDDGAKLGEDFKVVTVDDPPEN----- CLHFSVLS--EANESDAPEVDIQPDDAVAMPFESGTTGLPKGVYLTHKSLT 233
Gm4CL4  RNHD-GAKLGEDFKVVTVDDPPEN----- CLHFSVLS--EANESDVPEVEIHPDDAVAMPFESGTTGLPKGVLTHKSLT 225
+ * 4+ 4*x *ok ok kK + ko ok okkp kkgpkpokkkkpkkkkkkfpokphkk X

Gm4CL1 TTIAQLVDGENPHQYTHSEDVLLCVLPMFHIYALNSILLCGIRSGAAVLILQKFEITTLLELIEKYKVTVASEFVPPIVLA 290
Gm4CL2 TSIAQQVDGDNPNLYYHCHDTILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAKATILLMPKFDINSLLALIHKHKVTIAPVVPPIVLA 291
Gm4CL3 TSVAQQVDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMOQKFEIGTLLELIQRHRVSVAMVVPPLVLA 313
Gm4CL4 TSVAQQVDGENPNLYLTTEDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMOKFEIGTLLELIQRHRVSVAMVVPPLVLA 305
kppkk kkkpkkp K kopkkkkkpAhkhkppkkkphhkk fAL p o pkpd4 kkpk fhkk Kk Lok pgk kkkpkkk

Gm4CL1  LVKSGETHRYDLSSIRAVVTGAAPLGGELQEAVKARLPHATFGQGYGMTEAGP-LAISMAFAKVPSKIKPGACGTVVRNA 369
Gm4CL2  ISKSPDLHKYDLSSIRVLKSGGAPLGKELEDTLRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLTMSLAFAKEPIDVKPGACGTVVRNA 371
Gm4CL3  LAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELVEALRNRVPQAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFPTKSGSCGTVVRNA 393
Gm4CL4  LAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELEEALRNRMPQAVLGQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFQTKSGSCGTVVRNA 385
+ x4 FRKK kK Kk 4 ok kkkk kk 44 4 ok kkkkkkkkkkk ok 4 kkk K kK okok ok Kk ok ok ok
Box I
Gm4CL1  EMKIVDTETGDSLPRNKHEEICIRGIKVMKGYLNDPEATERTVDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQV 449
Gm4CL2  EMKIVDPETGHSLPRNQSEEICIRGPQIMKGYLNDGEATERTIDKDGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQV 451
Gm4CL3  ELRVVDPETGRSLGYNQPEEICIRGPQIMKGYLNDEKATALTIDSEGWLHTGDVGYVDEDDEIFIVDRVKELIKYKGFQV 473
Gm4CL4  ELKVVDPETGRSLGYNQPEEICIRGPQIMKGYLNDEAATASTIDSEGWLHTGDVGYVDDDDEIFIVDRVKELIKYKGFQV 465

*ppprk Kkk xk kg KKk KKAKAAK Rk rk A AR * % LER R S S S S R R N NIE R S S ER S S FE S SR SR eSS

Gm4CL1 APAELEALLIAHPNISDAAVVGMKDEAAGEIPVAFVVRSNG-SEIAEDEIKKYISQQVVEFYKRICRVFFTDSIPKAPSGK 528
Gm4CL2 APAELEALLLTHPKISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVISNGYTDTTEDEIKQFISKQVVEFYKRINRVFFIDAIPKSPSGK 531
Gm4CL3 PPAELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNG-FDLTEEAVKEFIAKQVVEYKRLHKVYFVHAIPKSPSGK 552
Gm4CL4 PPAELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNG-FDLTEEAVKEFIAKQVVEYKRLHKVYFVHAIPKSPSGK 544

Kok kkk KK p KKk kpkkkkk Ak KKK LAAKKKK KkKk K fRppRppRRRRRRR L ph Lk pRKKpARAR

Gm4CL1 ILRKVLTARLNEGLVVAN 546
Gm4CL2 ILRKDLRAKIAASVPK-- 547
Gm4CL3 ILRKDLRAKLETAATQTP 570
Gm4CL4 ILRKDLRAKLETAATQTP 562

*okkk Kk k44

Abb. 8: Vergleich der abgeleiteten 4CL-Aminosduresequenzen aus Sojabohne.

Der Sequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W 2.0 (Thompson et al., 1994)
durchgefiihrt. Box I und Box II stellen mogliche funktionelle Peptidmotive dar.

- eingefligte Liicken (Gaps), um die Sequenzihnlichkeiten zu maximieren.

* ! identische Aminosduren

+ : dhnliche Aminosduren
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Tab. 5: Charakteristika und Sequenzvergleiche der 4CL-Isoformen aus Sojabohne.

GmACL1 GmACL2 GmACL3 GmACL4

cDNA-Lange 1825 bp 1869 bp 1907 bp 1941 bp
ORF 1641 bp 1644 bp 1713 bp 1689 bp
Aminosauren 546 547 570 562

Molekulargewicht 59.4 kDa 60.2 kDa 61.8 kDa 61.0 kDa

Vergleich der Aminosaure- und Nukleotidsequenzen

GmA4CLA1 - 63/65 57/60 58/61
Gm4CL2 - - 61/61 60/62
Gm4CL3 - - - 94/93

Aufgefiihrt ist ein Vergleich der Aminosdure- und Nukleotidsequenzen der Sojabohne-4CL-Isoformen. Die
Sequenzvergleiche wurden mit dem Computerprogramm BioEdit (Hall, 1999) durchgefiihrt. Die Identititen
zweier Sequenzen zueinander sind in Prozent-Werten angegeben. Die Werte in Standardschrift bezeichnen die
prozentuale Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen. Kursiv sind die Identititen der Nukleotidsequenzen
angegeben.

Der Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen einiger bisher klonierten pflanzlichen
4CLs zeigte, dal die 4CL-Proteine vor allem im zentralen und C-terminalen Bereich hoch
konserviert sind, wahrend der N-terminale Bereich stirker variiert (Anhang A4). Die von
Becker-André et al. (1991) beschriebenen Aminosiduremotive SSGTTGLPKGV (Box I) und
GEICIRG (Box II) waren bei allen Sojabohne-4CLs in anndhernd gleichem Abstand

vorhanden.

3.1.8 Phylogenetische Analyse der pflanzlichen 4CL

Ein phylogenetischer Vergleich von 4CL-Aminosduresequenzen sollte Aufschluf3 iiber die
Verwandtschaftsverhéltnisse der 4CLs geben. Die Analyse wurden mit allen in den
Datenbanken verfiigbaren 4CL-Aminosduresequenzen und den in dieser Arbeit klonierten
Sojabohne-4CL-Sequenzen durchgefiihrt. Aus Angiospermen wurden bisher 29 4CL-
Sequenzen isoliert, wiahrend aus Gymnospermen nur 2 4CL-Sequenzen verfiigbar waren.
Letztere wurden als outgroup verwendet. Die phylogenetische Rekonstruktion zeigte, dal3 sich
innerhalb der Angiospermen zwei 4CL-Gruppen, Klasse I und Klasse II, entwickelt haben
(Abb. 9). Gm4CL1 und Gm4CL2 wurden der Klasse I zugeordnet, wihrend Gm4CL3 und
Gm4CL4 in die Klasse II eingeteilt wurden. Von Arabidopsis thaliana, Espe (Populus
tremuloides), Himbeere (Rubus idaeus) und Steinsame (Lithospermum erythrorhiza) waren
ebenfalls Isoformen in beiden Klassen vertreten. Alle bisher bekannten 4CL-

Aminosduresequenzen der Poaceen (Lolch (Lolium perenne), Reis (Oryza sativa)) wurden der
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Klasse II zugeordnet, wihrend die Isoformen aus Kartoffel (Solanum tuberosum), Tabak
(Nicotiana tabacum), Petersilie (Petroselinum crispum), Vanille (Vanilla planifolia) und

Hybridpappel (Populus hybrida) ausschlielich in Klasse I zu finden waren.

22 82 | ed4CL1

2 88 Gm4CL2 Klasse |
74 63 Popt4CL1
26 22— Poph4CL1
35 A|T_|1Poph40|_2
60 56 L3 Ri4CL2

o0 39 At4CLA1
30 [ 100 46 At4CL2
o7 Gm4CL1
s [~ Gm4CL4
] Aﬁ@mmu
100 19[53L 48 poptacL2
s2_|°7 57 Ri4CL3
55 8 85 Le4CL2
52 e  amcL3 Klasse Il
87 53 3% | p4CL1
o |, —o 152 0sacL2

52 i5 2| p4cL2
W Lp4CL3
100 94 Os4CL1

! Pt4CLA1
Pt4CL2

50 changes

Abb. 9: Phylogenetische Analyse von 31 4CL-Aminosiuresequenzen.

Der Vergleich der Aminoséuresequenzen wurde mit CLUSTAL W 2.0 (Thompson et al., 1994) durchgefiihrt und
per Hand korrigiert. Die phylogenetische Analyse des Sequenzvergleichs erfolgte mit PAUP 4.0 (Swofford,
1998) und ergab einen ,,most parsimonious‘-Evolutionbaum mit einer minimalen Lénge von 2155 Schritten und
einem Konsistenz-Index von 0,599. Die Astlingen (Anzahl der Aminosdurenaustausche) sind oberhalb der
entsprechenden Aste angegeben. ,,Bootstrap“-Werte (Wahrscheinlichkeit der phylogenetischen Aufspaltung)
wurden durch 1000 Wiederholungen bestimmt und sind unterhalb der Aste angegeben. Die Pinie-4CLs (Pt4CL1,
PtACL2) wurden als outgroup verwendet. Die phylogenetische Analyse wurde mit freundlicher Unterstiitzung
von H. Meimberg (Botanisches Institut der LMU, Miinchen) durchgefiihrt.

3.1.9 Verwandte Gene der Sojabohne 4CL-Isoformen in anderen Leguminosen

Aufgrund des Vorhandenseins verschiedener 4CL-Isoformen in Sojabohne wurde die
Existenz strukturverwandter 4CL-Isoformen in anderen Leguminosen mittels Northern-Blot-
Hybridisierung untersucht. Fiir die Analysen wurde ein Northern-Blot mit Poly(A)"-RNA aus
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Keimwurzeln von Sojabohne, Erbse (Pisum sativum), Bohne (Phaseolus vulgaris), Luzerne
(Medicago sativa), Lupine (Lupinus multilupa) und Saubohne (Vicia faba) verwendet (Abb.
10).

1 2 3 4 5 6

GmacL1 8 - =1SKD
emacLe B -1.8kb
GmACL3/4 . - -1.9kb

Abb. 10: Vorkommen verschiedener 4CL-Isoformen innerhalb der Leguminosen.

Poly(A)'-RNA wurde aus verschiedenen Vertretern der Leguminosen isoliert, je 2,8 pg pro Spur aufgetragen
und elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurde die Poly(A)'-RNA auf eine Nylomembran iibertragen
und nacheinander mit den genspezifischen 4CL-Sonden aus Sojabohne hybridisiert. Die Membran wurde unter
maBig stringenten Bedingungen gewaschen (1 x SSC, 0,1% SDS; 20 min, 42°C) und auf einem Roéntgenfilm
exponiert. RNA folgender Leguminosen wurde aufgetragen: Sojabohne (G. max) (1), Erbse (P. sativum) (2),
Bohne (P. vulgaris) (3), Luzerne (M. sativa) (4), Lupine (L. multilupa) (5) und Saubohne (V. faba) (6). Die
GrdBe der hybridisierenden RNAs ist rechts angegeben. Der Poly(A)"-Blot wurde freundlicherweise von Dr.
Judith Fliegmann (Botanisches Institut der LMU, Miinchen) zur Verfiigung gestellt.

Zur Transkript-Analyse der verschiedenen Leguminosen-Spezies wurden genspezifische
Sonden fiir Gm4CL1 und Gm4CL2 eingesetzt. Mit der verwendeten Gm4CL3-Sonde wurden
sowohl Gm4CL3- als auch Gm4CL4-Transkripte detektiert. In Sojabohnekeimwurzeln waren
Vertreter von allen vier mRNAs-Spezies vorhanden. In mindestens einer der getesteten
Leguminosen-Spezies hybridisierten Transkripte mit einer der eingesetzten Sonden. Die
GmA4CL1-Sonde hybridisierte bei Bohne, die Gm4CL2-Sonde bei Luzerne und die
GmA4CL3/4-Sonde bei Lupine und Bohne. In Erbse und Saubohne konnten keine
kreuzhybridisierenden mRNAs detektiert werden.

3.1.10 Genomische Organisation der Sojabohne-4CLs

Zur Bestimmung der Anzahl der Gm4CL-Gene in Sojabohne wurde genomische DNA aus
Sojabohnezellkulturen isoliert, mit den Restriktionsenzymen BamHI, EcoRIl und HindIIl
behandelt und mittels Southern-Blot-Hybridisierung untersucht. Die Analysen wurden mit
den gesamten ORFs von Gm4CL1 und Gm4CL2 durchgefiihrt und mit einem Gm4CL3-
cDNA-Fragment, mit dem allerdings nicht zwischen den Gm4CL3- und Gm4CL4-Genen
unterschieden werden konnte, da beide Gm4CL-Isoformen eine sehr hohe Sequenzidentitit
zeigten (Kapitel 3.1.7). Unter méBig stringenten Hybridisierungsbedingungen zeigte die
Gm4CL1-Sonde eine schwache Kreuzhybridisierung mit cDNA von Gm4CL2 und Gm4CL3,
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wiéhrend die Gm4CL2-Sonde nicht mit der Gm4CL3-cDNA hybridisierte (Abb. 11). Um die
Kreuzhybridisierungen der Gm4CL1-Sonde zu unterdriicken, wurden fiir die Southern-

Analysen hoch stringente Hybridisierungsbedingungen gewéhlt.

cDNA
GmACL1 GmA4CL2 Gm4CL3

GmACL1 | i
GmacL2 | — -

GmacL3 | — — -

Sonde

Abb. 11: Kreuzhybridisierungstest mit den verschiedenen Gm4CL-Sonden.

Je ca. 10 ng der Gm4CL1-, Gm4CL2- und Gm4CL3-cDNA (Kpnl/HindllI-Fragment von pQE-30/Gm4CL]1,
Hindlll-Fragment von pQE-30/Gm4CL2, BamHl/Hindlll-Fragment von pQE-31/Gm4CL3) wurden
gelelektrophoretische aufgetrennt und auf eine Nylonmembran {iibertragen. Die Membranen wurden in
angegebener Weise mit einer Gm4CL1-, Gm4CL2- und Gm4CL3-Sonde (siche oben angegebene Fragmente)
hybridisiert und unter méBig stringenten Bedingungen gewaschen (0,5 x SSC, 0,1% SDS bei 42°C fiir 2 x 20
min).

Die eingesetzte Gm4CL1-cDNA enthielt keine der verwendeten Restriktionsschnittstellen,
wihrend in der Gm4CL2-cDNA eine EcoRI-Schnittstelle und in der Gm4CL3-cDNA eine
HindIII-Schnittstelle existierte. Mit BamHI-geschnittener bzw. EcoRI-geschnittener
genomischer DNA konnte fiir Gm4CL1 jeweils ein Fragment detektiert werden (> 20 kb bzw.
15 kb), wihrend nach HindIll-Restriktion drei Fragmente (6,0 kb, 18 kb und 20 kb)
nachzuweisen waren (Abb. 12). Jeweils zwei Fragmente hybridisierten nach BamHI-
Restriktion (10 kb und 20 kb), EcoRI-Restriktion (4,6 kb und 7,1 kb) und HindIlI-Restriktion
(3,0 kb und 3,3 kb) der genomischen DNA mit der Gm4CL2-Sonde (Abb. 12). Das
Restriktionsmuster fiir Gm4CL1 nach BamHI- bzw. EcoRI-Restriktion und fiir Gm4CL2 nach
EcoRI-Restriktion wies auf die Existenz von jeweils nur einem Gen fir Gm4CL1 bzw.
GmA4CL2 hin.

Das Hybridisierungmuster der Gm4CL3-Sonde lieB sich nur unter Beriicksichtigung der
beiden sehr homologen Isoformen 3 und 4 und mit Hilfe der bekannten Gm4CL3-Gensequenz
(Mbollers, 1997) erkliaren. Dadurch konnte jeweils ein Fragment nach BamHI-Restriktion (7,9
kb) und EcoRI-Restriktion (7 kb) und zwei Fragmente nach HindIII-Restriktion (2 kb und 3,2
kb) dem Gm4CL3-Gen zugewiesen werden (Abb. 12). Die zusédtzlich hybridisierenden
Fragmente wurden dem Gm4CL4 Gen zugeteilt. Die Detektion jeweils eines Gm4CL3- bzw.
GmA4CL4-Fragmentes nach Restriktion mit BamHI und EcoRI bewies die Existenz von
jeweils nur einem Gen fiir Gm4CL3 bzw. Gm4CLA4.
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Abb. 12: Southern-Blot-Analyse von genomischer Sojabohne-DNA.

Jeweils 20 pg genomische DNA aus Sojabohnezellkulturen wurden nach Behandlung mit den
Restriktionsenzymen BamHI (B), EcoRI (E) und HindIIl (H) in einem 0,6%igem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Fiir die Hybridisierung wurde jeweils ein Kpnl/HindIlI-
Fragment von pQE-30/Gm4CL1, ein Hindlll-Fragment von pQE-30/Gm4CL2 und ein BamHIl/HindllI-Fragment
von pQE-31/Gm4CL3 als Sonde unter hoch stringenten Bedingungen (0,1 x SSC, 65°C, 30 min) eingesetzt.
DNA-Gro8enstandards sind rechts angegeben.

3.1.11 Organspezifische Verteilung der Gm4CL-Isoformen in Sojabohnekeimlingen

Um Hinweise auf die Funktion der verschiedenen 4CL-Isoformen aus Sojabohne zu
bekommen, wurde die organspezifische Expression der Gm4CL-Isogene in
Sojabohnekeimlingen untersucht. Aus 3 d alten Keimwurzeln, 12 d alten Wurzeln, verholztem
Hypokotyl, erstem und zweitem Internodium, Sprof3spitzen und jungen und alten Laubblittern
von 21 d alten Sojabohnepflanzen wurde Gesamt-RNA isoliert, um Northern-Blot-Analysen
durchzufiihren (Abb. 13A). Es zeigte sich, da3 die Gene der Isoformen 3 und 4 im Wurzel-
und Hypokotylbereich exprimiert wurden, wihrend Gm4CL1- und Gm4CL2-mRNA
vornehmlich in den Stengelbereichen und in 3 d Wurzeln nachgewiesen werden konnten.
Schwache Expression dieser beiden Isogene trat auch in 12 d alten Wurzeln auf. In
SproB3spitzen und Blittern konnte unter den gewihlten experimentellen Bedingungen keine
mRNA der vier Isoformen nachgewiesen werden. Durch Western-Blot-Analysen konnte aber
gezeigt werden, da3 auch hier 4CL vorhanden ist (Abb. 13B).
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Abb. 13: Organspezifische Verteilung der 4CL in Sojabohnekeimlingen.

A) Organspezifische Expression der 4CL-Gene in Sojabohnekeimlingen.

Jeweils 20 pg Gesamt-RNA aus verschiedenen Pflanzenorganen wurden in einem 1,2%igem Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Die Membran wurde mit genspezifischen 4CL-Sonden
hybridisiert und unter hoch stringenten Bedingungen (0,1 x SSC, 65°C, 30 min) gewaschen. Die Hybridisierung
mit einer fiir 28S-rRNA-spezifischen Sonde diente als Ladungskontrolle. Die Groe der hybridisierten RNAs ist
rechts angegeben. Gesamt-RNA wurde aus drei Tage (1) und 12 Tage (2) alten Sojabohnekeimwurzeln, aus
Hypokotyl (3), erstem Internodium (4), zweitem Internodium (5), Sprof3spitzen (6), jungen Blittern (7) und alten
Blittern (8) von 21 Tage alten Sojabohnekeimlingen isoliert.

B) Immunologischer Nachweis der 4CL in verschiedenen Organen von Sojabohnekeimlingen.

Jeweils 100 pg Proteinrohextrakt verschiedener Organe von Sojabohnekeimlingen wurden in einem 10%igem
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen und mit einem
gegen Petersilie-4CL gerichteten Antiserum (1:20000) inkubiert. Molekulargewichtsstandards sind rechts
angegeben. Proteineextrakte wurden aus drei Tage (1) und 12 Tage (2) alten Sojabohnekeimwurzeln, aus
Hypokotyl (3), jungen Blattern (4) und SproBspitzen (5) von 21 Tage alten Sojabohnekeimlingen hergestellt.

Untersucht wurden Proteinextrakte aus 3 d alten Keimwurzeln, 12 d alten Wurzeln, 21 d
altem Hypokotyl, jungen Blittern und Sprofspitzen von Sojabohnekeimlingen. In allen
Pflanzenteilen erkannte der gegen Petersilie-4CL gerichtete Antikorper (Ragg et al., 1981)
Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa. Die grofite Menge an
kreuzreagierendem Protein wurde im Hypokoytl und in SproBspitzen nachgewiesen, wihrend
geringere Menge in den Wurzelbereichen und in Bléttern detektiert wurden.

Aufgrund der gegensitzlichen Ergebnisse zwischen den Northern- und Western-Analysen
wurden die 4CL-Aktivitidten in den verschiedenen Pflanzenextrakten, die fiir die Western-
Analysen verwendet wurden, mit 4-Cumarsdure, Ferulasdure und 3,4-Dimethoxyzimtsdure
ermittelt und die Aktivitdten der einzelnen Gm4CL-Isoformen errechnet (Tab. 6). Der héchste
Umsatz mit den eingesetzten Zimtsdurederivaten wurden jeweils im Hypokotylextrakt
gemessen, gefolgt von SproBspitzenextrakt und Extrakt aus 12 d alten Wurzeln. In
Keimwurzeln und jungen Bléttern wurde die geringste Gm4CL-Aktivitit gemessen. Die
Berechnung der Aktivititen der einzelnen Gm4CL-Isoformen ergab, dal in jedem der
getesteten Organe die Isoform 1 dominiert, wobei sie vor allem im Hypokotyl (68,1 pkat/kg)
und in Sprof3spitzen (34,3 pkat/kg) aktiv ist.
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Tab. 6: Aktivititen der 4CL-Isoformen in verschiedenen Organen der Sojabohnepflanze.

Keimwurzeln alte Wurzeln  Hypokotyl junge Blatter SproRspitzen

3d 12d 21d 21d 21d
Proteingehalt [mg/mil] 2.9 0.6 1.4 29 1.9
gemessene spezifische Aktivitat

[ukat/kg]
4-Cumarsaure 13.3 21.6 68.1 9.4 43.2
Ferulasaure 9.9 18.9 77.4 10.5 404
3,4-Dimethoxyzimtsaure 8.8 15.8 75.0 8.7 31.2

errechnete Aktivtaten der 4CL-Isoformen gegenuber 4-Cumarsaure

[ukat/kg]
GmACLA1 9.7 17.9 68.1 9.5 34.3
Gm4CL2 1.3 3.2 0 25 12.8
GmA4CL3/4 1.3 0.5 0 0 4.0

In Rohextrakten aus verschiedenen Organen der Sojabohnepflanze wurde die Gm4CL-Aktivitit mit den
Substraten 4-Cumarséure, Ferulasdure und 3,4-Dimethoxyzimtsdure im spektralphotometrischen Test gemessen.
Die Berechnung der Aktivititen der einzelnen Gm4CL-Isoformen bzgl. 4-Cumarsdure erfolgte nach der in
Kapitel 2.2.9 beschriebenen Methode.

GmA4CL2 ist vor allem in SproBspitzen (12,8 pkat/kg) vertreten und in geringem MaB auch in
Keimwurzeln (1,3 pkat/kg), alten Wurzeln (3,2 pkat/kg) und in jungen Bléttern (2,5 pkat/kg).
In Hypokotylextrakten konnten keine Gm4CL2-Aktivitdt bestimmt werden. Gm4CL3/4
zeigten in allen Organen nur schwache (1,3 pkat/kg in Keimwurzeln, 0,5 pkat’kg in alte
Wurzeln, 4,0 pkat/kg in SproBspitzen) oder keine (Hypokotyl, junge Blétter) Aktivitét. Ferner
konnte aus SproBspitzen mittels RT-PCR mit den degenerierten Oligonukleotiden 4CL1-S1
und 4CL1-S2 als PCR-Primer ein ca. 800 bp groBes Fragment amplifiziert werden, das mit
der genspezifischen Gm4CL1-Sonde kreuzhybridisierte. Dies deutet darauf hin, daf
zumindest Gm4CL1-mRNA in den SproBspitzen gebildet wird.

3.1.12 Regulation der 4CL-Isoformen nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen

Sojabohnezellkulturen der Wachstumstadien I und II wurden mit B-Glucan-Elicitor aus
Phytophthora sojae behandelt. Uber einen Zeitraum von 12 h wurde zu verschiedenen Zeiten
die Aktivitit der einzelnen GmA4CL-Isoformen bestimmt (Abb. 14). Sowohl im
Wachstumstadium [ (Abb. 14A) als auch im Wachstumstadium II (Abb. 14B) konnte das
gleiche Verhalten der Gm4CL-Isoformen nach Elicitierung der Sojabohnezellkulturen
beobachtet werden. In den mit Wasser behandelten Kontrollzellen konnte nur Gm4CL1- und
GmA4CL2-Aktivitit gemessen werden. Gm4CL3/4 waren in diesem Stadium nicht aktiv. Nach
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Elicitorzugabe zeigten die 4CL-Isoformen in den Sojabohnezellkulturen unterschiedliches
Verhalten. Die Aktivitit der Gm4CL1 reduzierte sich nach 12 h Behandlung der Zellkulturen
auf ca. 10% des Kontrollwertes, wahrend diejenige der Gm4CL2 sich im Verlauf der
Behandlung nur geringfiigig veranderte. Ungefdahr 3 h nach Behandlung konnte ein Auftreten

der Gm4CL3/4-Aktivitdt gemessen werden, die nach ca. 10 h thr Maximum erreichte.
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Abb. 14: Aktivitatsinderung der Gm4CL-Isoformen nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen aus den
Wachstumstadien I (A) und II (B). Sojabohnezellkulturen aus den Wachstumstadien I und II (Hille et al., 1982)
wurden mit B-Glucan-Rohelicitor von P. sojae (80 pg Glucosedquivalente/ml; dunkle Symbole) oder Wasser
(helle Symbole) behandelt und nach den angegebenen Zeiten geerntet. Im spektralphotometrischen Test wurde
die Gm4CL-Aktivitit im Proteinrohextrakt gemessen. Die rechnerische Ermittlung der in den Abbildungen
angegebenen Aktivititen der Gm4CL-Isoformen bzgl. 4-Cumarsdure erfolgte nach der in Kapitel 2.2.9
beschriebenen Methode.

Um festzustellen, ob die Regulation der Gm4CL-Isoformen nach Elicitorbehandlung von
Sojabohnezellkulturen auf transkriptioneller oder translationaler Ebene stattfindet, wurde die
Menge der Transkripte der Gm4CL-Isoformen untersucht (Abb. 15). In den Kontrollzellen
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konnte nur mRNA der Gm4CL1 und Gm4CL2 detektiert werden, wiahrend keine Gm4CL3/4-
Transkripte vorhanden waren. Nach Elicitierung der Sojabohnezellen kam es zu einem
Absinken des mRNA-Pegels der Gm4CL1, so daBB nach 10 h keine Gm4CL1-Transkripte
mehr nachgewiesen werden konnten. Die Menge der mRNA der Gm4CL2 blieb von der
Elicitorbehandlung nahezu unbeeintrachtigt, wihrend die Menge der Gm4CL3/4-mRNAs
stark anstieg. Bereits 4 h nach der Elicitorzugabe hatte die mRNA-Menge der Gm4CL3/4 das
Maximum erreicht. Obwohl weder bei der Bestimmung der Enzymaktivitdten noch bei der
Analyse der mRNA-Mengen zwischen Gm4CL3 und Gm4CL4 unterschieden werden konnte,
kann dennoch davon ausgegangen werden, da3 nach Elicitierung der Sojabohnezellkulturen
beide Isoformen induziert wurden, da sowohl die Gm4CL3- als auch die Gm4CL4-cDNA aus
induzierten Zellen isoliert wurden (Kapitel 3.1.6 und Uhlmann und Ebel, 1993; Mdllers,
1997).

Zeit nach Elicitorzugabe
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Abb. 15: Differentielle Expression der Gm4CL-Gene nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen.
Sojabohnezellkulturen aus dem Wachstumstadium II (Hille et al., 1982) wurden mit -Glucan-Rohelicitor von P.
sojae (80 pg Glucosedquivalente/ml) oder Wasser behandelt und nach den angegebenen Zeiten geerntet. Jeweils
20 ng Gesamt-RNA der elicitierten Zellen (e) und der Kontrollzellen (c) wurden in einem 1,2%igem Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Die Membran wurde mit genspezifischen Sonden fiir
Gm4CL1, Gm4CL2 und Gm4CL3/4 hybridisiert und unter hoch stringenten Bedingungen (0,1 x SSC, 65°C, 30
min) gewaschen. Als Ladungskontrolle wurde eine Hybridisierung mit einer fiir 28S-rRNA-spezifischen Sonde
durchgefiihrt. Die GroBe der hybridisierenden RNAs ist rechts angegeben.
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3.1.13 Expression der Gm4CL-Isogene in Sojabohnekeimwurzeln nach Infektion

mit Phytophthora sojae Rasse 1

Um zu untersuchen, wie die Sojabohne-4CL-Isoformen bei einer natiirlichen Infektion
reguliert werden, wurden drei Tage alte Sojabohnekeimwurzeln tiber einen Zeitraum von 24 h
mit Zoosporen des Wurzelpathogens Phytophthora sojae Rasse 1 infiziert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde Gesamt-RNA aus den Keimwurzeln isoliert und hinsichtlich der mRNA-
Pegel von Gm4CL1, Gm4CL2 und Gm4CL3/4 analysiert (Abb. 16). Wie im Zellkultur-
Experiment blieb auch hier die Menge der Transkripte fir Gm4CL2 von der Infektion
unbeeintrachtigt. Transkripte von Gm4CL3/4 mRNA wurden nur in der infizierten Wurzel
detektiert. Ob eine Reduktion der Gm4CL1-Transkription nach Infektion der Keimwurzeln
eintritt, konnte nicht gezeigt werden, da in den drei Tage alten Sojabohnekeimwurzeln nur

eine sehr geringe Menge an Gm4CL 1-Transkripten nachweisbar war.
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Abb. 16: Differentielle Expression der Gm4CL-Gene nach Infektion von Sojabohnekeimwurzeln mit P. sojae.
Wurzeln von drei Tage alten Sojabohnekeimlingen (cv. Harosoy 63) wurden mit Zoosporen von P. sojae Rasse 1
(e) oder Wasser (c) behandelt und nach den angegebenen Zeiten geerntet. Jeweils 20 pg Gesamt-RNA wurden in
einem 1,2%igem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. Die Membran wurde mit
genspezifischen Sonden fir Gm4CL1, Gm4CL2 und Gm4CL3/4 hybridisiert und unter hoch stringenten
Bedingungen (0,1 x SSC, 65°C, 30 min) gewaschen. Als Ladungskontrolle wurde eine Hybridisierung mit einer
fiir 28S-rRNA-spezifischen Sonde durchgefiihrt. Die Grofe der hybridisierenden RNAs ist rechts angegeben.
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3.2 Biochemische Charakterisierung der Gm4CL-Isoformen

3.2.1 Heterologe Expression der Gm4CL-cDNAs

4CL-Proteine wurden bereits in Bakterienzellen (Lee und Douglas, 1996; Mdllers, 1997; Hu
et al., 1998; Ehlting et al., 1999) und Insektenzellen (Allina et al., 1998) funktionell
synthetisiert. Fiir die Produktion der Sojabohne-4CLs wurde das bakterielle
Expressionssystem ausgewaihlt, da es einfacher Hand zu haben ist als das Insektenzell-System
und da Mollers die Gm4CL-Isoformen 2 und 3 in Bakterienzellen bereits erfolgreich
synthetisieren konnte (Mdllers, 1997). Als Expressionsvektor wurde pQE verwendet, der sich
bereits mehrfach bewihrt hatte (Lee und Douglas, 1996; Mollers, 1997; Hu et al., 1998;
Ehlting et al., 1999).

N Gm4CL3 GmACL1
pQE-31/Gm4CL3 in M15 pQE-30/Gm4CL1 in SG13009
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Abb. 17: Expressionskinetik der rekombinanten Gm4CL1 und Gm4CL3.

Die Produktion der rekombinanten 4CL-Isoformen 1 und 3 erfolgte im pQE-Expressionssystem als
Fusionsprotein mit einem N-terminalen Histidin-Hexamer. Nach der Induktion der Expression mit IPTG (0 h)
wurde zu den angegebenen Zeiten aus den Bakterienkulturen ein Aliquot entsprechend der Menge von 1 ODggonm
zur Proteinextraktion entnommen. Jeweils 1/10 der bakteriellen Proteinrohextrakte wurde in einem 10%igen
Polyacryamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt (A) oder auf ein
Nitrocellulosemembran iibertragen und zur Immunodetektion mit einem gegen Petersilie-4CL gerichteten
Antiserum (Ragg et al., 1981) inkubiert (B). Die relativen Molekularmassen der Standardproteine sind rechts
angegeben.
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Wie bereits erwihnt, wurde von Mollers (1997) Gm4CL2 und Gm4CL3 funktionell in E. coli
synthetisiert und biochemisch charakterisiert. Allerdings wurde zur Expression der Gm4CL2-
cDNA der Vektor pQE30 und zur Expression der Gm4CL3-cDNA der Vektor pTrcHisB
verwendet. Dies fiihrte dazu, dal die beiden produzierten Proteine mit unterschiedlich langen
aminoterminalen Anhdngen versehen wurden (7 AS bei Gm4CL2, 45 AS bei Gm4CL3). Da
die ermittelten enzymatischen Daten aller 4CL-Isoformen aus Sojabohne untereinander
verglichen werden sollten, muflte sichergestellt werden, daf3 die unterschiedlich langen N-
terminalen Anhénge die katalytischen Eigenschaften der rekombinanten Proteine nicht
(unterschiedlich stark) beeintrdchtigen. Zur Vervollstindigung der enzymatische Daten der
GmA4CL2 und Gm4CL3 und zur biochemischen Charakterisierung der Gm4CL1 und Gm4CL4
wurden alle vier 4CL-Isoformen der Sojabohne in E. coli in IPTG-induzierbaren pQE-
Expressionsvektoren als Fusionsproteine mit einem N-terminalen Histidin-Hexamer
synthetisiert.

Da zu lange Induktionszeiten oft zur Bildung von EinschluBBkérpern oder zum Proteinabbau in
den Bakterienzellen fiihren, wurde eine Expressionskinetik iiber einen Zeitraum von vier
Stunden erstellt, um die optimale Induktionsdauer fiir das Expressionssystem zu ermitteln.
Fiir diesen Versuch wurde die Produktion der Gm4CL1 und Gm4CL3 stellvertretend fiir alle
vier Sojabohne-4CLs verfolgt. Gm4CL1 wurde im E. coli-Stamm SG13009 synthetisiert,
GmA4CL3 im schwicher produzierenden E. coli-Stamm M15. Nach Induktion der Expression
mit IPTG (0 h) ist eine verstirkte Synthese der rekombinanten Gm4CL3 bis zu einer
Expressionszeit von 2 h zu beobachten, wihrend die rekombinante Gm4CL1 auch nach dieser
Zeit noch eine Produktionssteigerung erfuhr (Abb. 17). Somit wurde fiir alle weiteren
Syntheseversuche der Gm4CL-Isoformen unabhidngig vom verwendeten E. coli-Stamm eine

Induktionsdauer von drei Stunden eingehalten.

pQE GmACL1 GmACL2 GmACL3 GmACL4
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Abb. 18: Western-Blot-Analyse der rekombinanten Gm4CL-Isoformen.

Die vier Gm4CL-Isoformen wurden als Fusionsproteine mit einem N-terminalen Histidin-Hexamer synthetisiert
und mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie gereinigt. Jeweils ca. 2 pg der gereinigten Proteine wurden
in einem 10%igem Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Die
Immunodetektion wurden mit einem gegen Petersilie-4CL gerichteten Antiserum (Ragg et al., 1981) in einer
1:20000 Verdiinnung durchgefiihrt. Proteinextrakt von Bakterien, die einen leeren Expressionvektor (pQE)
enthielten, diente als Kontrolle. Die relativen Molekularmassen von Markerproteinen sind rechts angegeben.
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Aufgrund ihrer N-terminalen Histidin-Sequenz konnten die rekombinanten Proteine aus
bakteriellen Rohextrakten mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie angereichert
werden. Im SDS-Polyacrylamidgel wanderten die heterolog synthetisierten Enzyme
entsprechend ihres vorhergesagten Molekulargewichts und interagierten im immunologischen
Nachweis mit einem gegen Petersilie-4CL gerichteten Antiserum (Ragg et al., 1981) (Abb.
18). Im bakteriellen Extrakt mit leerem Expressionsvektor zeigte kein Protein eine

Kreuzreaktion mit dem Antiserum.

3.2.2 Katalytische Eigenschaften der rekombinanten Gm4CL1

Die rekombinante Gm4CL1 war in der Lage, Zimtsdure, 4-Cumarsdure, Kaffeesdure,
Ferulasdure, Sinapinsdure und 3,4-Dimethoxyzimtsdure umzusetzen (Tab. 7). Die
Abhingigkeit der Aktivitdt von der Substratkonzentration folgte jeweils einer Michaelis-
Menten-Kinetik (Anhang AS5). Die Gm4CL1 zeigte hohe Affinititen zu Ferulasdure (K, = 6
uM), Sinapinsdure (Ky = 7 uM) , 4-Cumarsdure (K, = 22 pM) und Kaffeesdure (K, = 40
uM) und auch zum synthetischen Substrat 3,4-Dimethoxyzimtsdure (K, = 60 uM). Zimtsdure
(K = 4400 pM) konnte nur sehr schwach umgesetzt werden. Hohe katalytische Wirksamkeit
(rel. Vimax/Ki) zeigte die Gm4CL1 vor allem gegeniiber Ferulasdure (9,50 uM™h, Sinapinsdure
(5,00 uM'l) und 4-Cumarsiure (4,54 uM™).

Die ermittelten K,-Werte der rekombinanten Gm4CL1 stimmten gut mit den Werten der von
Knobloch und Hahlbrock (1975) partiell gereinigten Gm4CL1 iiberein. Dadurch wurde
bestitigt, dal es sich bei der isolierten Gm4CLI1-cDNA um die kodierende Sequenz der
Ligase 1 handelte.

3.2.3 Katalytische Eigenschaften der rekombinanten Gm4CL4

Die in E. coli produzierte Gm4CL4 war in der Lage, Zimtsdure, 4-Cumarsédure, Kaffeesiure
und Ferulasdure zu aktivieren (Tab. 7). Die Abhéngigkeit der Aktivitit von der
Substratkonzentration folgte jeweils einer Michaelis-Menten-Kinetik (Anhang AS5).
Sinapinsdure und 3,4-Dimethoxyzimtsdure konnten nicht umgesetzt werden. Die Gm4CL4
besall somit das gleiche Substratsspektrum wie die strukturell sehr nahe verwandte Gm4CL3
(Mollers, 1997). Gm4CL4 zeigte hohe Affinitdt zu 4-Cumarsidure (K, = 10 pM) und
Kaffeesdure (K, = 34 uM), wihrend Zimtsdure (K, = 300 uM) und Ferulasiure (K, = 1800
uM) nur schwach umgesetzt wurden. Die hochste katalytische Wirksamkeit (rel. Vin./Kn)

wies das Enzym gegeniiber 4-Cumarsdure auf.
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Tab. 7: Kinetische Eigenschaften der rekombinanten Sojabohne-4CLs.

Isoform Substrat Km Relatives Vax Relatives Va/Km
[uM] [% von Cumarsaure] [1/uM]
Gm4CL1  Zimtsdure 4400 (1300) 9 (3) 2.0x10°
4-Cumarsaure 22 (32) 100  (100) 4.54
Kaffeesaure 40 (40) 40 (56) 1.00
Ferulasaure 6 (9) 57 (56) 9.50
Sinapinsaure 7 11) 32 (46) 5.60
3,4-Dimethoxyzimtsaure 60 (100) 75 (89) 1.25
Gm4CL2  Zimtsaure 1980 (4500) 72 (23) 0.04
4-Cumarsaure 42 (17) 100  (100) 2.38
Kaffeesaure 13 (14) 37 (87) 2.85
Ferulasaure 140 (130) 71 (96) 0.51
Sinapinsaure n.u. (n.u.) - - -
3,4-Dimethoxyzimtsaure n.u. (n.u.) - - -
Gm4CL3  Zimtsaure 980 45 0.05
4-Cumarsaure 9 100 11.12
Kaffeesaure 50 74 1.48
Ferulasdure 3100 25 8.1x10°
Sinapinsaure n.u. - -
3,4-Dimethoxyzimtsaure n.u. - -
Gm4CL4  Zimtsaure 300 20 0.07
4-Cumarsaure 6 100 16.00
Kaffeesaure 38 50 1.32
Ferulasaure 1800 35 0.02
Sinapinsaure n.u. - -
3,4-Dimethoxyzimtsaure n.u. - -

Die K,,- und V.-Werte der rekombinanten Gm4CL1 und Gm4CL4 sowie die Werte fiir Zimtsdure von
GmA4CL2 und Gm4CL3 wurden mit Hilfe der Regressionsgleichung fiir rechtwinklige Hyperbeln mit mindestens
sechs Mefpunkten ermittelt. Die kinetischen Daten der rekombinanten Gm4CL2 und Gm4CL3 fiir 4-
Cumarsdure, Kaffeesdure und Ferulasdure wurden von Mollers (1997) iibernommen. Die relativen V,,-Werte
sind in Bezug auf den Wert fiir 4-Cumarséure (100%) angegeben. Alle ermittelten Daten sind Mittelwerte aus
mindestens drei Messungen. In Klammern sind die von Knobloch und Hahlbrock (1975) ermittelten Werte der
partiell gereinigten Ligasen 1 und 2 angegeben. n.u., nicht umgesetzt.

3.24 Vervollstindigung der katalytischen Daten der rekombinanten Gm4CL2 und
Gm4CL3

Die Gm4CL-Isoformen 2 und 3 wurden erneut funktionell synthetisiert. Die rekombinante
GmACL3 - produziert mit dem pQE-Vektor - zeigte die identische Substratspezifitit wie die
von Mollers (1997) mit dem Expressionsvektor pTrcHisB synthetisierte Form. 4-Cumarsaure,
Kaffeesdure und Ferulasdure wurden jeweils als Substrat akzeptiert, wihrend Sinapinsdure
und 3,4-Dimethoxyzimtsdure nicht umgesetzt werden konnten. AuBlerdem stimmte der K-
Wert flir 4-Cumarsdure (15 uM) gut mit dem von Mollers ermittelten Wert (9 uM) iiberein, so
daB davon ausgegangen werden kann, daf die Verwendung der verschiedenen Vektorsysteme
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(pQE bzw. pTrcHisB) zur Produktion der Gm4CL3 keinen Einflul auf die enzymatischen
Eigenschaften des rekombinanten Proteins hatte und daf3 die von Moéllers (1997) fiir Gm4CL3
ermittelten Werte mit den hier erarbeiteten Daten verglichen werden konnten.

AulBlerdem wurde die Affinitidt der Gm4CL2 und Gm4CL3 gegeniiber Zimtsdure ermittelt, da
diese Daten noch nicht vorlagen. Die Abhéngigkeit der enzymatische Aktivitidt der
rekombinanten Gm4CL2 und Gm4CL3 von der Zimtsdurekonzentration folgte jeweils einer
Michaelis-Menten-Kinetik (Anhang AS5). Die Michaelis-Menten-Konstante fiir Zimtsdure
betrug fir Gm4CL2 1980 uM und fiir Gm4CL3 980 uM (Tab. 7). Beide Isoformen zeigten
eine sehr geringe katalytische Wirksamkeit (rel. Viax/Km) von 0,03 pM™ (Gm4CL2) bzw.
0,04 uM™ (Gm4CL3) gegeniiber Zimtséure.

3.2.5 Identifizierung von Sequenzbereichen, die die Substratspezifitiit der 4CL
bestimmen

Mit Hilfe von Gm4CL-Hybridmolekiilen sollten Sequenzbereiche identifiziert werden, in
denen die Substratspezifitit der 4CL determiniert wird (Substratspezifitiit-determinierende
Region, SAR). Fiir die Herstellung der 4CL-Hybriden wurden Gm4CL1 und Gm4CL3 benutzt,
da sich beide Isoformen in ihrem Substratspektrum deutlich unterschieden (Tab. 7). Wéahrend
Gm4CL1 4-Cumarsdure, Kaffeesdure, Ferulasdure, Sinapinsdure, 3,4-Dimethoxyzimtsiure
und in geringem Mal} auch Zimtséure als Substrate akzeptierte, zeigte Gm4CL3 nur mit
Zimtsdure, 4-Cumarsiure und Kaffeesidure deutliche Aktivitit. Ferulasdure wird von Gm4CL3
nur sehr schwach umgesetzt. AuBerdem enthielt die cDNA beider Isoformen geeignete
Restriktionschnittstellen, um die gewiinschten Hybridformen herzustellen. Durch Austausch
verschiedener Sequenzabschnitte zwischen Gm4CL1 und Gm4CL3 wurden verschiedene
4CL-Hybridmolekiile hergestellt (H1-H9, Abb. 19A). Die Produktion der Hybridformen
wurde mittels Western-Blot-Analyse mit dem gegen Petersilie-4CL gerichteten Antiserum
nachgewiesen (Abb. 19B). Zur Ermittlung der Substratspezifititen der 4CL-Hybriden wurde
ihre Aktivitdt gegeniiber Zimtsdure, 4-Cumarsdure, Kaffeesdure, Ferulasidure, Sinapinsiure
und 3,4-Dimethoxyzimtsdure im spektralphotometrischen Test gemessen (Tab. 8).

Bei den Hybriden H1, H2 und H3 waren verschieden groe Teile des N-Terminus der
Gm4CL1 mit den jeweils fehlenden C-terminalen Teilen der Gm4CL3 fusioniert. Besal3 die
Hybride 70% des N-Terminus der Gm4CL1 (M1-G400) und 30% des C-Terminus der
Gm4CL3 (Y425-P570) (H1), zeigte sie die gleiche Substratspezifitit wie Gm4CL1 (Tab. 8).
Folglich wurde die Substratspezifitit der Gm4CL1 durch die N-terminalen 70% der
Aminosduresequenz bestimmt. Die Hybride H2 setzte sich aus 40% des N-Terminus der
Gm4CL1 (M1-A256) und 60% des C-terminalen Teil der Gm4CL3 (A280-P570) zusammen.

Diese 4CL-Hybridmolekiile konnten keines der angebotenen Zimtséurederivate umsetzen.
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Abb. 19: Gm4CL1/Gm4CL3-Hybridproteine (H1-H9).

A) Schematische Darstellung der Gm4CL1/Gm4CL3-Hybridproteine (H1-H9).

Die Proteinstruktur der Gm4CL1 ist weil, die Struktur der Gm4CL3 schwarz dargestellt. Die innerhalb der
Adenylat-bildenden Enzyme konservierten Boxen I und II sind durch weile Késtchen markiert. Die
Substratspezifitdt der Hybridenzyme ist rechts angegeben. (-) bedeutet, daB die Hybridform keine Aktivitit
gegeniiber einem der eingesetzten Zimtsdurederivate zeigte. Die Aminosduren an den Fusionspunkten sind iiber
(Gm4CL1) bzw. unter (Gm4CL3) den einzelnen Schemata angegeben. Die Gm4CL1/Gm4CL3-Hybriden sind
aus folgenden Fragmenten hergestellt worden:

HI: Gm4CL1MI_G400::Gm4CL3y425_p570

H2: Gm4CL1MI_A256::Gm4CL3A280_p570

H3: Gm4CL1M1_A131::Gm4CL3Y156_p57o

H4: Gm4CL1M1_A131::Gm4CL3Y156_T444::Gm4Cng421_N546

HS: Gm4CL3M1_T444::Gm4Cng421_N546

Hé: Gm4CL3M1_E294::Gm4CL1L272_N546

H7: Gm4CL3M1_K159::Gm4CL11136_N546

HS: Gm4CL3M1_K159::Gm4CL11136_6400::Gm4CL3y425_p570

HO9: Gm4CL3M1_E294::Gm4CL1L272_G400::Gm4CL3y425_p57O

B) Immunologischer Nachweis der Produktion der Gm4CL1/Gm4CL3-Hybridproteine.

Jeweils 15 pg bakterieller Rohextrakt mit den heterolog synthetisierten Hybriden wurden in einem 10%igen
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran {iibertragen. Der
immunologische Nachweis der Gm4CL-Hybriden erfolgten mit einem gegen Petersilie-4CL gerichtetem
Antiserum (Ragg et al., 1981). Nach Anlagerung eines sekunddren Antikorpers, gekoppelt mit alkalischer
Phosphatase, wurde der Antigen-Antikdrper-Komplex mittels Farbreaktion nachgewiesen. Die relativen
Molekularmassen von Standardproteinen sind rechts angegeben.

Wurden 25% des N-Terminus der Gm4CL1 (M1-A131) mit 75% des C-Terminus der
GmA4CL3 (Y156-P570) fusioniert (H3), zeigten die rekombinanten 4CL-Hybridproteine die
Substratspezifitit der Gm4CL3. Zusammen mit den Erkenntnisse der Hybride H1 bedeutete
dies, daB3 die Substratspezifitit der Gm4CL3 im Bereich zwischen 25 - 70% des N-Terminus
determiniert wird. Bestitigt wurde dies Vermutung mit der Hybride H4. Sie bestand aus dem
zentralen Bereich der Gm4CL3 (Y 156-T444), der vom N-Terminus (M1-A131) und C-
Terminus (G421-N546) der Gm4CL1 flankiert wurde. Erwartungsgemill setzte diese
Hybridform das gleiche Sustratspektrum um wie Gm4CL3.

Vier weitere Hybriden wurden hergestellt, bei denen die Sequenzen der Gm4CL1 und
GmA4CL3 im Vergleich zu H1, H2, H3 und H4 in umgekehrter Weise kombiniert wurden (H5-
HS8). Bei HS5 wurde 70% des N-Terminus der Gm4CL3 mit 30% des C-Terminus der
GmACLI fusioniert. Das Substratspektrum dieser Hybride glich dem der Gm4CL3. Wie bei
H1 wurde auch hier die Substratspezifitdt nicht durch den Austausch des C-terminalen Teils
beeinfluflt. Die Hybride H6 bestand aus 50% des N-Terminus der Gm4CL3 (M1-E294) und
50% des C-Terminus der Gm4CL1 (L272-N546). Sie war, wie die Hybride mit umgekehrter
Sequenzkombination (H2), nicht in der Lage, die angebotenen Zimtsdurederivate umzusetzen.
Die Hybride, die aus 25% des N-Terminus der Gm4CL3 (M1-K159) und 75% des C-
terminalen Teils der Gm4CL1 (1136-N546) zusammengesetzt war (H7), zeigte keine 4CL-
Aktivitdt. Vermutlich beeintrachtigte der etwas ldngere N-Terminus des Gm4CL3-
Fragmentes die Ausbildung einer aktiven 4CL-Hybride. Die Hybride H8 beinhaltete den
zentralen Bereich der Gm4CL1 (1136-G400), der vom N-Terminus (M1-K159) und C-
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Terminus (Y425-P570) der Gm4CL3 flankiert wurde. Auch dieses 4CL-Hybridprotein zeigte
moglicherweise aufgrund des ldngeren N-Terminus keine 4CL-Aktivitdt. Gleiches galt auch
fiir die Hybride H9. Sie bestand aus einem kleineren zentralen Gm4CL1-Abschnitt (L272-
G400) als die Hybride H8 und dem N-Terminus (M1-E294) und C-Terminus der Gm4CL3
(Y425-P570). Obwohl die Hybriden H7 und H8 nicht die erwarteten Ergebnisse lieferten,
wurde letztendlich vor allem aufgrund der Ergebnisse der Hybriden H1, H3 und H4 davon
ausgegangen, da} die Substratspezifitit der 4CL im zentralen Sequenzbereich des Proteins

mit den Boxen I und II determiniert wird.

Tab. 8: Substratspezifititen der Gm4CL1/Gm4CL3-Hybridenzyme (H1-H9).

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7  H8  H9

[ukat/kg]
Zimtsaure 3.2 - 240 183 12.6 - - - -
4-Cumarsaure 147 - 2170 900 60 - - - -
Kaffeesaure 36 - 540 162 20 - - - -
Ferulasaure 54 - 2.6 - - - - - -
Sinapinsaure 31 - - - - - - - -
3,4-DMZ 93 - - - - - - - -

Die Hybridproteine wurden im E. coli-Stamm SG13009 synthetisiert. Zur Bestimmung der Substratspezifitdten
der Hybridenzyme wurde bakterieller Rohextrakt im spektralphotometrische 4CL-Aktivitatstest eingesetzt. Der
Umsatz folgender Zimtsdurederivate wurden gemessen: Zimtsdure (2000 puM), 4-Cumarsidure (500 pM),
Kaffeesdure (500 uM), Ferulasdure (100 uM), Sinapinsdure (500 uM) und 3,4-Dimethoxyzimtsdure (500 uM).
(-) bedeutet: kein Substratumsatz mefbar.

3.2.6 Peptidmotive innerhalb der SdR, die moglicherweise an der Bindung der

Zimtsiurederivate beteiligt sind

Durch den Vergleich von 4CL-Aminosduresequenzen aus verschiedenen Pflanzen konnten
innerhalb der SdR acht konservierte Sequenzbereiche identifiziert werden, die potentielle
Substratbindemotive der 4CL darstellten (Anhang A4, Abb.20). Die beiden duBBeren Motive
entsprechen den Boxen I (M1) und II (MS8). Ndhere Hinweise, welche der konservierten
Motive der SdR tatsdchlich an der Substratbindung beteiligt sind, lieferten die
Kristallstrukturen der Phenylalanin-aktivierenden Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase
(PheA) aus Brevibacillus brevis und der Luciferase aus Photinus pyralis. Beide sind
Adenylat-bildende Enzyme, die trotz der geringen Identitit ihrer Aminosiduresequenzen
(18%) zahlreiche Gemeinsamkeiten in ihrer Sekundér- und Tertidrstruktur besitzen (Conti et
al., 1997). Sie sind jeweils aus einer grofleren N-terminalen Doméne und einer kleineren C-
terminalen Domédne aufgebaut (Abb. 21A und B). Da PheA im Komplex mit AMP und L-
Phenylalanin kristallisiert wurde, konnten die an der Substratbindung beteiligten
Aminoséduren identifiziert werden. Die Substratbindetasche war in der N-terminalen Doméne

am Ubergang zur C-terminalen Domiine lokalisiert (Abb. 21A).
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M1
GmACL1 IKSFADSS—--SDVMVMCIDDDFS-YENDGVLH----FSTLSNADET---EAPAVKINPDELVALPFSSGTSGLPKGVML 204
GmACL2 VKDLR----—-- DIKLVFVD----- SCPPHTEEKQHLHFSHLCEDNGDADVDVDVDIKPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 205
Gm4CL3 LRNHDDGAKLGEDFKVVTVDDP--——- PENCLH----FSVLSEANESD---APEVDIQPDDAVAMPFSSGTTGLPKGVVL 227
At4CL1 IKPLQNDD----GVVIVCIDDNESVPIPEGCLR----FTELTQSTTEASEVIDSVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 222
At4CL2 IKNLOND-—--— GVLIVTTD---SDAIPENCLR----FSELTQSEEPRVDSIP-EKISPEDVVALPFSSGTTGLPKGVML 215
At4CL3 LKN----—- LGENLTLITTDEPT----PENCLP----FSTLITDDETNP-FQETVDIGGDDAAALPFSSGTTGLPKGVVL 225
ILp4CL1 LRHEAFP-RIGEALTVITIDEDDG--TPDGCQP----FWALVSAADENS--VPESPISPDDAVALPYSSGTTGLPKGVVL 228
Nt4CL1 VKDYASE----NDVKVICID----- SAPEGCLH----FSELTQSDE---HEIPEVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 206
PcACL1 VKDYAAE--—--KNIQIICID----- DAPQDCLH----FSKLMEADE---SEMPEVVINSDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 202
Popt4CL1l VKDFARE----SDVKVMCVD-—---- SAPDGAS----LFRAHTQADE---NEVPQVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 197
Pt4CLl LADLQSH----- DVLVITIDD----APKEGCQH----ISVLTEADET---QCPAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 201
St4cLl VKDYAIE----NDLKVICVD----- SVPEGCVH----FSELIQSDE---HEIPDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 204
Poph4CL1 VQEFVKEN---VHVKIVIVD-—---- SPPENYLH----FSELTNSDE---DDIPAVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML 203
n 14 % Kk pb Kk pkkk Kk Lk kkk kK Lk
M2 M3
GmACL1 SHKNLVTTIAQLVDGENPHQYTHS-EDVLLCVLPMFHIYALNSILLCGIRSGAAVLILOKFEITTLLELIEKYKVTVASF 283
Gm4CL2 SHKGLVTSIAQQVDGDNPNLYYHC-HDTILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAKATILLMPKFDINSLLALTHKHKVTIAPV 284
Gm4CL3 THKSLTTSVAQQVDGENPNLYLTT-EDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLLMQKFEIGTLLELIQRHRVSVAMV 306
At4cLl THKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHS-DDVILCVLPMFHIYALNSIMLCGLRVGAAILIMPKFEINLLLELIQRCKVTVAPM 301
At4CL2 THKGLVTSVAQQVDGENPNLYFNR-DDVILCVWPMFHIYALNSIMLCSLRIGATILIMPKFEITLLLEQIQRCKVTVAMYV 294
At4CL3 THKSLITSVAQQVDGDNPNLYLKS-NDVILCVLPLFHIYSLNSVLLNSLRSGATVLLMHKFEIGALLDLIQRHRVTIAAL 304
ILp4CL1 THGGLVSSVAQQVDGENPNLHMRAGEDVVLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGAAVMLMPRFEMGAMLEGIERWRVTVAAY 308
Nt4CL1 THKGLVTSVAQQVDGENANLYMHS-EDVLMCVLPLFHIYSLNSILLCGLRVGAAILIMQKFDIAPFLELIQKYKVSIGPF 285
PcACL1 THKGLVTSVAQQVDGDNPNLYMHS-EDVMICILPLFHIYSLNAVLCCGLRAGVTILIMOKFDIVPFLELIQKYKVTIGPF 281
Popt4CL1l THKGLITSVAQQVDGDNPNLYFHS-EDVILCVLPMFHIYALNSMMLCGLRVGASILIMPKFEIGSLLGLIEKYKVSIAPYV 276
Pt4CLl THKGLVSSVAQQVDGENPNLYFHS-DDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCALRAGAATLIMQKFNLTTCLELIQKYKVTVAPT 280
St4cLl THKGLVTSVAQQVDGENANLYMHS-DDVLMCVLPLFHIYSLNSVLLCALRVGAATLIMQKFDIAQFLELIPKHKVTIGPF 283
Poph4CL1 THKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHE-KDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMOKFEIVTLMELVQKYKVTIAPF 282
FR K Rk KAk gk 4 4 K pp R KRRk kRt % FHt+ x4 oo+ o+ ARt
M4 M5 M6
GmACL1 VPPIVLALVKSGETHRYDLSSIRAVVTGAAPLGGELQEAVKARLPHATFGQGYGMTEAGP-LAISMAFAKVPSKIKPGAC 362
Gm4CL2 VPPIVLAISKSPDLHKYDLSSIRVLKSGGAPLGKELEDTLRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLTMSLAFAKEPTDVKPGAC 364
Gm4CL3 VPPLVLALAKNPMVADFDLSSIRLVLSGAAPLGKELVEALRNRVPQAVLGOGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFPTKSGSC 386
At4cLl VPPIVLAIAKSSETEKYDLSSIRVVKSGAAPLGKELEDAVNAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGAC 381
At4CL2 VPPIVLAIAKSPETEKYDLSSVRMVKSGAAPLGKELEDAISAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGAC 374
At4CL3 VPPLVIALAKNPTVNSYDLSSVRFVLSGAAPLGKELQDSLRRRLPQATILGOGYGMTEAGPVLSMSLGFAKEPTPTKSGSC 384
Lp4CL1 VPPLVLALAKNPGVEKHDLSSIRIVLSGAAPLGKELEDALRGRLPQAIFGOGYGMTEAGPVLSMCPAFAREPTPAKSGSC 388
Nt4cLl VPPIVLAIAKSPIVDSYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRTKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGAC 365

Pc4CL1 VPPIVLAIAKSPVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPYEIKSGAC 361
Popt4CL1 VPPVMMAIAKSPDLDKHDLSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPQOARLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGAC 356

Pt4CL1 VPPIVLDITKSPIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGKELEDALRERFPKAIFGQGYGMTEAGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSC 360
St4CL1 VPPIVLAIAKSPLVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGAC 363
Poph4CL1 VPPVVLAVAKCPVVDKYDLSSIRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYGMTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGAC 362
Kk Kkftt + K Kpkkpk 4 4K Kkgpk KKk f f 4 x x kkkkkkkkkkk x4 K,k Kk * kg
M7 M8
Gm4CL1 GTVVRNAEMKIVDTETGDSLPRNKHGEICIRGTKVMKGYLNDPEATERTVDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELI 442
Gm4CL2 GTVVRNAEMKIVDPETGHSLPRNQSGEICIRGDQIMKGYLNDGEATERTIDKDGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELI 444
Gm4CL3 GTVVRNAELRVVDPETGRSLGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDEKATALTIDSEGWLHTGDVGYVDEDDEIFIVDRVKELI 466
At4CLl GTVVRNAEMKIVDPDTGDSLSRNQPGEICIRGHQIMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELI 461
At4CL2 GTVVRNAEMKILDPDTGDSLPRNKPGEICIRGNQIMKGYLNDPLATASTIDKDGWLHTGDVGFIDDDDELFIVDRLKELI 454
At4CL3 GTVVRNAELKVVHLETRLSLGYNQPGEICIRGQQIMKEYLNDPEATSATIDEEGWLHTGDIGYVDEDDEIFIVDRLKEVI 464
Lp4CL1 GTVVRNAQLKVVDPDTGVSLGRNLPGEICIRGPQIMKGYLNDPVATAATIDVEGWLHTGDIGYVDDDDEVFIVDRVKELI 468
Nt4CL1 GTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQIMKGYLNDPEATTRTIDKEGWLHTGDIGFIDEDDELFIVDRLKELI 445
Pc4CL1 GTVVRNAEMKIVDPETNASLPRNQRGEICIRGDQIMKGYLNDPESTRTTIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKEITI 441
Popt4CL1 GTVVRNAEMKIVDPETGVSLPRNQPGEICIRGDQIMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELI 436
Pt4CL1 GTVVRNAQIKILDTETGESLPHNQAGEICIRGPEIMKGYINDPESTAATIDEEGWLHTGDVEYIDDDEEIFIVDRVKEII 440
St4CL1 GTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGEICIRGDQIMKGYLNDPEATARTIEKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELI 443

Poph4CL1 GTVVRNAEMKIVDPDTGRSLPRNQSGEICIRGSQIMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKELI 442

Kok kkkkk it 4Kk KKk ok RKRKXKRAAK fpkk kpkp 4k kg pRkkkkA A 4k kpkpokkkkkphhkpRk

Abb. 20: Vergleich der SdR einiger 4CLs.

Der Aminosduresequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W 2.0 (Thompson et al.,
1994) durchgefiihrt. Die innnerhalb der SdR konservierten Motive der 4CLs sind grau unterlegt (M1-M8). Das
Motiv M1 entspricht der Box I, das Motiv M8 entspricht der Box II.

- eingefiigte Liicken (Gaps), um die Sequenzidhnlichkeiten zu maximieren

= 1dentische Aminosduren

+ : dhnliche Aminosduren
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Abb. 21: Vergleich der Kristallstrukturen und der Aminosduresequenzen der Phenylalanin-aktivierenden
Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase (PheA) aus Brevibacterium brevis, der Luciferase (Luc) aus Photinus
pyralis und der vorhergesagten Molekiilstruktur der Gm4CL1.

Die dreidimensionalen Strukturen der Phenylalanin-aktivierenden Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase (A)
und der Luciferase (B) wurden iiber die Proteinstruktur-Datenbank bezogen. Die Vorhersage der
Molekiilstruktur der Gm4CL1 (C) wurde mit dem Programm SWISS-MODEL (Peitsch, 1996; Guex et al., 1999)
mit der Struktur der Luciferase als Matrize durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm
spdbViewer (Peitsch, 1996; Guex et al., 1999). Das Modell der Gm4CL1 enthilt die Aminosduren 37-534, da
sowohl der N-Terminus (1-36) als auch der C-Terminus (535-546) keine Homologie zur Luciferase-Sequenz
zeigte. In der Struktur der Gramicidin-S-Synthestase ist die AMP-Bindetasche griin (AMP rot) und die
Phenylalanin-Bindetasche blau (Phenylalanin orange) markiert. Die zu den Substratbindetasche-bildenden
Motiven der Gramicidin-S-Synthetase homologen Bereiche der Luciferase und Gm4CL1 sind im
Sequenzvergleich (D) und in den jeweiligen Molekiilstrukturen ebenfalls mit griin (AMP-Bindung) und blau
(Bindung des zu aktivierenden Substrates) dargestellt. (-): eingefligte Liicken (Gaps), um die
Sequenzihnlichkeiten zu maximieren; (»): identische Aminoséuren; (+): &hnliche Aminoséuren.
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M1

Gm4CL1 VEKIKSFADSS---SDVMVMCIDDD-FSYEN-DGVLHFSTLSNADETEAPAVK---INPDELVALPF-FBGTSGLPKGVM 203
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At4CL2 AMVNVPPIVLAIAKSPETEKYDLSSVRMVKEERAPLGKELEDAT SAKFPNAKLGPGYG [ AMSLGFAKEPFPVKS 371
At4CL3 AALNVPPLVIALAKNPTVNSYDLSSVREVLEBRAPLGKELODSLRRRLPQAILGRGYG [ SMSLGFAKEPIPTKS 381
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0

Gm4CL1 GACGTVVRNAEMKIVDTETGDSLPRNKHGEICIRGTKVMKGYLNDP-EATERTVDK---EG--WLHTGDJLGFIDDDDELF 433
GmA4CL2 GACGTVVRNAEMKIVDPETGHSLPRNQSGEICIRGDQIMKGYLNDG-EATERT IDK-~~-DG--WLHTGD[LGYIDDDDELF 435
Gm4CL3 GSCGTVVRNAELRVVDPETGRSLGYNQPGEICIRGOQIMKGYLNDE-KATALTIDS -~ -EG--WLHTGDGYVDEDDEIF 457
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At4CL2 GACGTVVRNAEMKILDPDTGDSLPRNKPGEICIRGNQIMKGYLNDP-LATASTIDK-~-DG--WLHTGDGFIDDDDELE 445
At4CL3 GSCGTVVRNAELKVVHLETRLSLGYNQPGEICIRGQQIMKEYLNDP-EATSATIDE---EG--WLHTGD[LGYVDEDDEIF 455
PpLuc GAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNP-EATNALIDK-~-~-DG--WLHSGDLAYWDEDEHFF 433
BbPheA VPIGAPIQNTQIYIVDENLQLKS-VGEAGELCIGGEGLARGYWKRPELTSQKFVDNPFVPGEKLYKTGDDARWLSDGNIE 424
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Abb. 22: Vergleich der SdR einiger 4CLs mit den homologen Regionen der Phenylalanin-aktivierenden
Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase (PheA) und der Luciferase (Luc).
Der Sequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W 2.0 (Thompson et al., 1994)
durchgefiihrt und per Hand korrigiert. Die innnerhalb der SdR konservierten Motive der 4CLs sind grau
unterlegt (M1-M8). Aminoséuren, die bei PheA innerhalb dieser Region an der Bildung der Substratbindtasche
beteiligt sind (Conti et al., 1997), sind zusammen mit den dazu korrespondierenden Aminoséuren der Luciferase
und der 4CLs mit Késtchen markiert.

® : Aminoséuren, die bei PheA die Bindetasche fiir Phenylalanin bilden

[ : Aminoséduren, die bei PheA die Bindetasche fiir AMP bilden

- : eingefiigte Liicken (Gaps), um die Sequenzéhnlichkeiten zu maximieren
* identische Aminosiuren

+ : dhnliche Aminosduren
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Die Luciferase wurde ohne einen Liganden kristallisiert, so daBl die Lage ihrer
Substratbindetasche nicht bekannt ist. Durch Vergleich der Aminosduresequenzen von
Luciferase und PheA wurden die den Substratbindetasche-bildenden Aminosduren der PheA
homologen Aminosduren der Luciferase identifiziert (Abb. 21D). In der dreidimensionalen
Struktur der Luciferase liegen diese korrespondierenden Aminosduren, ebenso wie bei PheA,
am Ubergang zwischen N-terminaler und C-terminaler Domine und markieren somit die
mogliche Substratbindetasche der Luciferase (Abb. 21B).

4CL gehort ebenfalls zur Gruppe der Adenylat-bildenden Enzyme. Der Vergleich der
Aminosduresequenzen der Gm4CL1, PheA und Luciferase zeigte, da3 die verschiedenen
Enzyme konservierte Bereiche besitzen, die auf eine strukturelle Verwandtschaft dieser
Enzyme hindeuteten (Abb. 21D). Aufgrund der Sequenzidentitéit von 33% zwischen Gm4CL]1
und Luciferase war es moglich, ein Strukturmodell der Gm4CL1 zu erstellen, wobei die
Kristallstruktur der Luciferase als Matrize diente. Die mogliche Substratbindetasche befand

sich auch hier am Ubergang zwischen N-terminaler und C-terminaler Domine (Abb. 21C).

B

- J

Abb. 23: Vergleich der Substratbindetasche der Phenylalanin-aktivierenden Untereinheit der Gramicidin-S-
Synthetase (PheA) aus Brevibacterium brevis (A) mit der putativen Substratbindetasche der Gm4CL1 (B).

Die Vorhersage der Molekiilstruktur der Gm4CL1wurde mit dem Programm SWISS-MODEL (Peitsch, 1996;
Guex et al., 1999) mit der Struktur der Luciferase als Matrize durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte
mit dem Programm spdbViewer (Peitsch, 1996; Guex et al., 1999). Zur besseren Einsicht in die
Substratbindetasche der PheA wurden die Aminosduren 511-522 entfernt. In der Struktur der Gramicidin-S-
Synthestase ist die Phenylalanin-Bindetasche blau markiert. Griin ist ein Teil der AMP-Bindetasche dargestellt.
Die zur Substratbindetasche der Gramicidin-S-Synthetase homologen Bereiche der Gm4CL1 sind im
Strukturmodell der Gm4CL1 mit den gleichen Farben markiert (M3-MO6).

Hohe Ahnlichkeiten zeigten Luciferase und PheA vor allem zu den Motiven M1 (mégliches
AMP-Bindemotiv), M4, M6 und M8 der 4CLs. Zudem waren diese Motive in den Sequenzen

von Luciferase, PheA und 4CL anndhernd gleich weit voneinander entfernt (Abb. 22).
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Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeiten wurde vermutet, da bei PheA, Luciferase und
4CL analoge Sequenzmotive fiir die Substratbindung verantwortlich sind. In PheA sind die
Aminosduren, die fiir die Bindung von Phenylalanin verantwortlich sind, im Bereich
zwischen den Motiven M1 und M8 lokalisiert (Conti et al., 1997; Anhang A6). In 4CL ist
diese Region Bestandteil der identifizierten SAR (Abb. 20). Die zu den Substrat-bindenden
Aminosduren der PheA homologen Aminoséduren der 4CL sind in den Motiven M3, M5 und
M6 und in direkter Nachbarschaft von M4 lokalisiert (Abb. 22). Folglich bilden diese vier
Motive die mogliche Zimtsdurebindetasche der 4CL (Abb. 23).

3.2.7 »Alaninscanning*“-Mutagenese zweier moglicher Substratbindedominen der
Gm4CL1

Die Aminosduren VPP des Motivs M4 und das Motiv M6 (GQGYGMTEAGP[V]L) wurden
bei Gm4CLI1 hinsichtlich ihrer Zimtsdure-bindenden Eigenschaften ndher untersucht. Beide
Motive sind bei allen bisher klonierten 4CLs konserviert. Eine Ausnahme bildet lediglich das
Valin in M6, welches bei Gm4CL1 nicht vorhanden ist. Zudem ist das erste Prolin im Motiv
M4 und die Aminosédurefolge YG-TE des Motivs M6 bei nahezu allen Adenylat-bildenden
Enzymen konserviert (Anhang A7). Mit einbezogen in die Untersuchungen wurden auch den
beiden Motiven benachbarte Aminosduren (Motiv M4: Phe283; Motiv M6: Thr331, 1le346,
Met348).

Die Analysen wurden durch die ,,Alaninscanning“-Mutagenese ermoglicht. Diese Methode
hat sich bereits mehrfach bei der systematischen Untersuchung funktionell wichtiger
Aminosduren bewéhrt (Cunningham und Wells, 1989; Wells, 1991). Da durch das Ersetzen
der Aminosduren durch Alanin alle Seitenkettenatome nach dem [(-Kohlenstoffatom entfernt
werden, konnen aus dem Effekt der einzelnen Alanin-Mutationen Kenntnisse tber die
Funktion der jeweiligen Seitenkette gewonnen werden. Die ,,Alaninscanning®-Mutagenese
kann somit Hinweise auf Interaktionen zwischen Protein und Substrat liefern. Ein Nachteil
dieser Methode ist allerdings, dal die -eingefiihrten Mutationen auch strukturelle
Verdnderungen des Proteins verursachen konnen, die die Enzymaktivitdt beeintrachtigen und
die Interpretation der Versuchsergebnisse erschweren konnen.

Die verschiedenen Gm4CL1-Mutationen wurden mittels in-vitro-PCR-Mutagenese mit pQE-
30/GmA4CL1 als Matrize hergestellt und durch Sequenzierung iiberpriift. Die Produktion der
GmACL1-Mutanten wurde mit einem gegen Petersilie-4CL gerichteten Antiserum
immunologisch nachgewiesen (Abb. 24A). Die Mutanten Gm4CLI1/F283A und
GmA4CL1/G335A konnten nicht synthetisiert werden. Wie vorher bereits erortert, akzeptiert
die Wildtyp-Gm4CL1 (Gm4CL1/WT) 4-Cumarsédure, Kaffeesdure, Ferulasdure, Sinapinséure,
3,4-Dimethoxyzimtsdure und in geringem Mal} auch Zimtsdure als Substrate. Die Aktivititen
der Gm4CL1-Mutanten gegeniiber diesen Substraten sind in Abbildung 24B dargestellt.
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Abb. 24: | Alaninscanning“-Mutagenese der Gm4CL1.

A) Jeweils 15 ng bakterieller Rohextrakt der heterolog synthetisierten Gm4CL1-Mutanten wurden im 10%igen
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen und immunologisch
mit einem gegen Petersilie-4CL gerichteten Antiserum (Ragg et al., 1981) nachgewiesen. Die relativen
Molekularmassen von Markerproteinen sind links angegeben.

B) An den angegebenen Positionen der Peptidmotive M4 und M6 wurden die Aminoséuren der Wildtyp-
Gm4CL1 durch Alanin ersetzt. Nach Synthese der Gm4CL1-Mutanten und der Gm4CL1/WT im E. coli-Stamm
SG13009 wurde die 4CL-Aktivitéit in den bakteriellen Rohextrakten bzgl. Zimtsdure (2000 uM), 4-Cumarséure,
Kaffeesdure, Ferulasdure, Sinapinsdure und 3,4-Dimethoxyzimtsdure (je 500 pM) im spektralphotometrischen
Test bestimmt. Die Aktivitdten der Gm4CL1-Mutanten und der Wildtyp-Gm4CL1 wurden in zwei unabhéngigen
Expressionsexperimenten bestimmt.

Die Mutanten V284A, P286A und T331A zeigten anndhernd gleich hohe Aktivititen wie
GmA4CL1, wihrend die Aktivititen der Mutanten P285A, Q334A, P343A und I346A nur ca.
20% von den Wildtyp-Aktivititen betrugen. Kein oder nur ein sehr geringer Umsatz von
Zimtsdurederivaten konnte mit den Mutanten G333A, Y336A, G337A, M338A, T339A,
E340A, G342A, L344A und M348A gemessen werden.
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Einige der aktiven Mutanten zeigten zudem eine Anderung der Substratspezifitit. P285A und
Q334A wiesen einen schwicheren Umsatz mit 4-Cumarsidure auf als mit Kaffeesdure,
Ferulasdure bzw. Sinapinsdure. Q334A und 1346A zeigten eine reduzierte Aktivitit gegeniiber
3,4-Dimethoxyzimtsdure, wihrend dieses Substrat von der Mutante P285A iiberhaupt nicht
umgesetzt werden konnte. Einen deutlich erhohten relativen Sinapinsdure-Umsatz (bezogen
auf 4-Cumarsdure) wurde bei den Mutanten V284A, P285A, P286A und Q334A im Vergleich
zur Wildtyp-Gm4CL1 beobachtet. Der Aminosdureaustausch an Position 331 schien keinen

EinfluB auf das katalytische Verhalten des Enzyms zu haben.

3.2.8 Valin-Deletion im Motiv M6 von Gm4CL2 und Gm4CL3

Wie bereits erwihnt, fehlte der Gm4CL1 innerhalb des Motivs M6 (GQGYGMTEAGP[V]L)
als einziger der bisher bekannten 4CLs ein Valin. Um zu untersuchen, ob das Fehlen mit der
Féhigkeit, Sinapinsdure umzusetzen, zusammenhdngt bzw. das Vorhandensein dieser
Aminosdure die Substratspezifitit der Gm4CLs beeintrichtigt, wurde dieses Valin durch
PCR-Mutagenese in die Gm4CL1 eingefiligt (Gm4CL11V344) und zugleich bei der Gm4CL2
und Gm4CL3 deletiert (Gm4CL2dV345 bzw. Gm4CL3dV367). Die Synthese der verdnderten

Enzyme erfolgte in E. coli und wurde immunologisch nachgewiesen (Abb. 25).

dV345/G318/Q321

GmACLA1
iV344
GmACL2
dV345
GmACL2
GmACL2
| dVv345/Q321
GmACL3
dVv367

== - 66.2 kDa

-45.0 kDa

Abb. 25: Immunologischer Nachweis der Produktion der verschiedenen Gm4CL-Valinmutanten.

Jeweils 15 pg bakterieller Rohextrakt der heterolog synthetisierten Gm4CL-Mutanten wurden im 10%igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Die
Immunodetektion erfolgte mit einem gegen Petersilie-4CL gerichtetem Antiserum (Ragg et al., 1981). Die
relativen Molekularmassen der Standardproteine sind rechts angegeben.

Die Insertion des Valin an Position 344 der Gm4CL1 hatte eine Inaktivierung des Enzyms zur
Folge. Bei Gm4CL2dV345 fiihrte die Deletion dieser Aminosdure zu einer verdnderten
Substratspezifitit verglichen mit der Wildtyp-Gm4CL2 (Tab. 9). Diese Mutante war in der
Lage, neben Zimtsdure, 4-Cumarsdure, Kaffeesdure und Ferulasdure auch Sinapinsiure
umzusetzen, wihrend 3,4-Dimethoxyzimtsdure nicht als Substrat akzeptiert wurde. Als K-

Wert wurde flir Sinapinsdure eine Substratkonzentration von 1300 uM bestimmt mit einem
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relativen V. von 44% in Bezug auf Vy,.x von 4-Cumarsdure. Die katalytische Wirksamkeit
(rel. Vima/Ky) des  Sinapinsdure-Umsatzes betrug 0,03 pM'l. Die K,-Werte der
Gm4CL2dV345 fiir die Substrate Zimtsdure, Kaffeesdure und Ferulasdure waren ca. 1,5 bis 2-
fach hoher als bei Gm4CL2. Beziiglich 4-Cumarsiure zeigte sich keine Anderung des K-
Wertes. Hinsichtlich der rel. V. /Kn-Werte beziiglich Zimtsdure, 4-Cumarsédure, Kaffesidure
und Ferulasdure konnten keine deutlichen Unterschiede zwischen Gm4CL2 und
Gm4CL2dV345 festgestellt werden. Die hochste katalytische Wirksamkeit des mutierten
Enzyms lag ebenso wie bei Gm4CL2 bei den Substraten 4-Cumarsdure (2,3 pM™) und
Kaffeesdure (2,3 uM™).

Tab. 9: Vergleich der kinetischen Eigenschaften von Gm4CL2dV345 und Gm4CL3dV367 mit den Werten fiir
die jeweiligen Wildtyp-Gm4CLs.

Substrat Kn-Werte Relatives Vax Relatives Vax/Kn
[uM] [% der Cumarsaure] [1/uM]

4CL2 4CL2dV345 4CL2 4CL2dV345 4CL2 4CL2dV345
Zimtsaure 1700 2900 72 39 0.04 0.01
4-Cumarsaure 42 43 100 100 24 2.3
Kaffeesaure 13 24 37 55 2.9 2.3
Ferulasaure 140 240 71 76 0.5 0.3
Sinapinsaure n.u. 1300 - 44 - 0.03
3,4-DMZ n.u. n.u. - - - -

4CL3 4CL3dVv367 4CL3 4CL3dVv367 4CL3 4CL3dV367
Zimtsaure 980 420 45 28 0.05 0.07
4-Cumarsaure 9 36 100 100 111 2.8
Kaffeesaure 50 50 74 63 1.5 1.3
Ferulasaure 3100 70 25 13 0.01 0.2
Sinapinsaure n.u. 1200 - 10 - 0.01
3,4-DMZ n.u. 1720 - 94 - 0.05

Die K- und V,,-Werte der rekombinanten Gm4CLs wurden mittels Lineweaver-Burk-Blots mit mindestens
finf MeBpunkten (Gm4CL2, Gm4CL3; Mboller, 1997) bzw. mit Hilfe der Regressionsgleichung fiir
rechtwinklige Hyperbeln (Gm4CL2dV345, Gm4CL3dV367) ermittelt. Die relativen V,,,-Werte sind in Bezug
auf den Wert fiir 4-Cumarsdure (100%) angegeben. Alle ermittelten Daten sind Mittelwerte aus mindestens drei
Messungen. 3,4-DMZ: 3,4-Dimethoxyzimtsdure; n.u.: nicht umgesetzt.

Bei Gm4CL3 fiihrte die Deletion des Valin zu einer noch drastischeren Verdnderung der
Sustratspezifitit als bei Gm4CL2. Wéhrend Gm4CL3 nur Zimtséure, 4-Cumarsiure,
Kaffeesdure und Ferulasdure umsetzte, war Gm4CL3dV367 in der Lage zusitzlich
Sinapinsdure (K = 1200 puM) und 3,4-Dimethoxyzimtsdure (K,, = 1720 uM) zu aktivieren
(Tab. 9). Gegeniiber Ferulasdure zeigte Gm4CL3dV367 (K, = 70 uM) eine 40-fach hoher
Affinitidt als Gm4CL3 (K, = 3100 uM), wihrend der K,-Wert fiir 4-Cumarsdure bei
Gm4CL3dV367 (36 uM) viermal hoher war als bei Gm4CL3 (9 uM). Die Affinitéit gegeniiber
Kaffeesdure wurde durch die Valin-Deletion nicht beeintridchtigt. Beziiglich Zimtsdure sank
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der K, -Wert von 980 uM (Gm4CL3) auf 420 uM (Gm4CL3dV367). Betrachtet man die
katalytische Wirksamkeit (rel. Vyax/Ky) féllt auf, dal der 4-Cumarsédureumsatz durch die
Valin-Deletion an Effektivitit einbiifte (11,1 puM™' bei Gm4CL3; 2,8 uM’ bei
Gm4CL3dV367), wihrend der Ferulasdureumsatz um den Faktor 20 verbessert wurde (0,01
uM™ bei Gm4CL3; 0,2 uM™' bei Gm4CL3dV367). Die katalytische Wirksamkeit gegeniiber
Zimtsdure und Kaffeesdure wurde durch die Valin-Deletion nicht beeintrachtigt. Fiir
Sinapinsdure und 3,4-Dimethoxyzimtsdure ergaben sich aufgrund der hohen Michaelis-
Menten-Konstanten bzgl. dieser Substrate niedrige rel. Vp./Kn-Werte von 0,01 uM'1
(Sinapinsdure) und 0,05 uM™" (3,4-Dimethoxyzimtséure).

Da die Gm4CL1 einen ca. 100-fach niedrigeren K,-Wert flir Sinapinsédure besitzt (11 uM) als
4CL2dV345 (1300 uM), wurde durch weitere Mutationen des Enzyms versucht, die Affinitat
der Gm4CL2-Mutante gegeniiber Sinapinsdure zu erhdhen. Durch den Vergleich aller bisher
verfiigbaren 4CL-Aminosduresequenzen wurde nach weiteren Sequenzbesonderheiten der
GmACLI1 gesucht, die fiir eine effektivere Sinapinsdurebindung verantwortlich sein konnten.
Als potentielle Kandidaten wurden die Aminosduren Gly317 und GIn320 der Gm4CL1
angesehen. Beide Aminosduren befanden sich zwischen den Motiven M5 und M6 (Abb. 20).
Sie waren an dieser Position bei allen anderen 4CL {iiberhaupt nicht (Glycin) oder sehr selten
(Glutamin) zu finden. Anstatt der neutralen Aminosdure Glycin besitzen die anderen 4CLs
entweder ein polares Serin (Le4CL1) oder die positiv geladenen Aminosduren Arginin
(LedCL2) oder Lysin (alle anderen 4CLs). Das GIn320 der Gm4CL1 war nur bei drei
weiteren 4CLs (Lp4CL2, At4CL3 und Lp4CL3) an der im Alignment entsprechenden Stelle

vorhanden. Alle anderen 4CLs besallen dort ein negativ geladenes Glutamat.

Tab.10: Kinetische Eigenschaften der Gm4CL2-Mutanten bzgl. Sinapinsdure.

Km rel. Vmax rel. VimaxKm
[UM] [% von 4-Cumarsaure] [1/uM]
GmA4CL2dV345 1300 44 0,03
Gm4CL2dV345Q321 680 21 0,03
GmA4CL2dV345G318Q321 710 23 0,03

Die rekombinanten Proteine wurden in E. coli synthetisiert und ihre kinetischen Daten bzgl. Sinapinsiure
bestimmt. K- und V,,,-Werte wurden mit Hilfe der Regressionsgleichung fiir rechtwinklige Hyperbeln
ermittelt. Die Aktivitdtsmessungen wurde mit bakteriellem Rohextrakt durchgefiihrt.

Bei Gm4CL2dV345 wurde einerseits Glu321 gegen ein Glutamin ausgetauscht
(Gm4CL2dV345Q321) und andererseits durch eine Doppelmutation Lys318 gegen ein Glycin
und Glu321 gegen ein Glutamin ersetzt (Gm4CL2dV345G318Q321). Nach Synthese in E.
coli konnten beide mutierten Proteine immunologisch nachgewiesen werden (Abb. 25). Im
spektralphotometrischen Test wurde jeweils ihre Affinitdt gegeniiber Sinapinsdure bestimmt
(Tab. 10). Fiir Gm4CL2dV345Q321 wurde ein K,,-Wert von 680 uM und ein rel. Vy.x von
21% ermittelt. Gm4CL2dV345G318Q321 zeigte eine halbmaximale Substratséttigung bei
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einer Sinapinsdurekonzentration von 710 uM und ein rel. Vi von 23%. Im Vergleich zur
Gm4CL2dV345 (K, = 1300 uM) bedeutete dies jeweils eine zweifach hohere Affinitdt
gegeniiber Sinapinsdure. Die katalytische Wirksamkeit (rel. Vyax/Ky) hatte sich in beiden
Fillen im Vergleich zu Gm4CL2dV345 nicht veridndert (0,03 pM™). Die hohe Affinitit, wie
sie Gm4CL1 beziiglich dieses Substrates zeigte (K,, = 11 puM), konnte durch diese
Verdanderungen nicht erreicht werden. Sowohl Gm4CL2dV345G318Q321 als auch
Gm4CL2dV345Q321 waren aullerdem nicht in der Lage, 3,4-Dimethoxyzimtsdure

umzusetzen.
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4 Diskussion

Knobloch und Hahlbrock (1975) hatten aus nicht-elicitierten Sojabohnezellkulturen zwei
Isoenzyme der 4-Cumarat:Coenzym A Ligase partiell gereinigt, die sich in ihren
Substratspezifititen unterschieden und als Ligase 1 und 2 bezeichnet wurden. Zur
molekularen Charakterisierung der beiden Gm4CL-Isoformen wurde versucht, ihre
kodierenden Sequenzen aus elicitierten Sojabohnezellkulturen zu isolieren, wobei allerdings
nur die cDNA der Ligase 2 kloniert werden konnte (Uhlmann und Ebel, 1993; Méllers, 1997).
Ferner wurden mit Gm4CL13 und Gm4CL16 cDNA-Fragmente von zwei weiteren
Sojabohne-4CL-Isoformen (Gm4CL3 und Gm4CL4) isoliert, von denen jedoch nur die
Sequenz der Gm4CL13 vervollstdndigt wurde (Uhlmann und Ebel, 1993; Méllers, 1997). Die
Isolierung der cDNA der Ligase 1 sollte iiber die klassische Methode durch Proteinreinigung
und cDNA-Bank-Sichtung erfolgen. Dazu wurde Ligase 1 erneut aus nicht-elicitierten
Sojabohnezellkulturen angereichert und durch Mikrosequenzierung wurden drei Peptide
erhalten, die zur Herstellung einer Gm4CL1-Sonde verwendet wurden.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die 4CL-Genfamilie der Sojabohne mit grofer
Wahrscheinlichkeit zu vervollstindigen und molekular, biochemisch, und physiologisch zu
erfassen. Ferner konnten mogliche Sequenzmotive identifiziert werden, die im

Zusammenhang mit der Bindung der Zimtsdurederivate der 4CL stehen.

4.1 Die Genfamilie der 4-Cumarat:Coenzym A Ligase aus Sojabohne

Die nun aus vier Mitgliedern bestehende Familie (Gm4CLI1 bis 4) wurde durch die Isolierung
einer cDNA fiir die bereits beschriebene Ligase 1 (Knobloch und Hahlbrock, 1975), sowie
durch die Vervollstindigung eines partiellen Klons (Uhlmann und Ebel, 1993) komplettiert.
Die angenommene Anzahl von vier 4CL-Isoformen konnte durch die Herstellung
genomischer Southern-Blots bestdtigt werden (Abb. 12). Auch das Durchmustern von
Sequenz-Datenbanken, die nach der systematischen Sequenzierung aller exprimierten Gene
spezifischer Gewebe (Wurzeln, Stengel und Blitter unbehandelter Sojabohne Pflanzen) zur
Verfiigung gestellt werden, identifizierte keine weiteren, bisher unbekannten 4CL-Sequenzen
(http://genome.wustl.edu/est/soybean_esthmpg.html; Stand: Mérz 2002). Insgesamt wurden
bisher 16 expressed sequence tags (ESTs) abgelegt, von denen zehn Sequenzen der Gm4CL2
und drei Sequenzen der Gm4CL1 eindeutig zugeordnet werden konnten. Bei den drei iibrigen
Fragmenten handelt es sich vermutlich um sogenannte ,,4CL-&hnliche* Sequenzen, da sie nur
37 bis 53% Identitdit mit den cDNAs der Sojabohne-4CLs aufwiesen. 4CL-dhnliche

Sequenzen wurden beispielsweise auch in Arabidopsis gefunden, wo sie Identititen zwischen
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38 und 44% mit den Ar4CL-Sequenzen zeigten (Ehlting et al., 1999; Cukovic et al., 2001).
Uber die Funktion dieser Sequenzen ist bisher nichts bekannt.

Das Vorkommen weiterer 4CL-Isoformen in Sojabohne kann aber nicht génzlich
ausgeschlossen werden. Einerseits deuten sowohl die Aktivititsmessungen als auch die
Western-Blot-Analysen auf die Anwesenheit von 4CL in jungen Bléttern und SproBspitzen
hin, andererseits konnten aber in diesen Organen in den Northern-Blot-Analysen keine
Transkripte der vier bekannten Sojabohne-4CLs nachgewiesen werden. Allerdings wére auch
denkbar, dafl die gewéhlten Hybridisierungsbedingungen die Ursache dafiir waren, daf3 in
diesen Organen keine 4CL-Transkripte hybridisierten, da zumindest in SproBspitzen mittels
RT-PCR Gm4CLI1-Transkripte indirekt nachgewiesen werden konnten.

Unter der Annahme der Existenz einer bisher nicht identifizierten 4CL-Isoform in Sojabohne
miiflte diese sich strukturell von den bisher bekannten Isoformen stark unterscheiden. Ferner
miite diese Isoform eine &hnliche Substratspezifitit aufweisen wie Gm4CL1, da
SproBspitzen- und Blattextrakte hohe Aktivitidten mit 3,4-DMZ und Ferulasdure aufwiesen.
Betrachtet man in diesem Zusammenhang die errechneten Aktivititen der einzelnen Gm4CL-
Isoformen in den verschiedenen Pflanzenorganen, so zeigen sich auch hier Unstimmigkeiten
zu den Ergebnissen der Northern-Analysen. Den Aktivitdtsmessungen zufolge dominierte in
den Pflanzenorganen deutlich die Aktivitit der Gm4CL1 gegeniiber der Aktivitdt der
GmA4CL2 (Tab. 6), obwohl die Transkriptmenge beider Isoformen in den verschiedenen
Organen anndhernd gleich war (Abb. 13). Zwar war die spezifische Radioaktivitit der
verwendeten Sonden nicht exakt gleich, doch sollte zumindest anndhernd eine Korrelation
zwischen Transkriptmenge und Aktivitit der einzelnen Isoformen zu erkennen sein, wie es
beispielsweise bei der Elicitierung der Zellkulturen zu beobachten war (Abb. 14 und 15).
Zumindest im Hypokotylextrakt sollte Gm4CL2-Aktivitdt erwartet werden, da hier die grofite
Menge an Gm4CL2-Transkripten nachgewiesen werden konnte. Auch diese Diskrepanzen
konnten durch die Existenz einer weiteren 4CL-Isoform in Sojabohne erklirt werden. Es wére
allerdings auch denkbar, daB3 bisher nicht bekannte Faktoren in den Pflanzenextrakten die
Substratspezifitit der Gm4CLs verdndern. Die Zugabe von Tabakstengel-Extrakten zu
bakteriellem Rohextrakt mit rekombinanter Tabak-4CL filihrte beispielsweise zur
Verdanderung der Substratspezifitidt der Tabak-4CL (Lee und Douglas, 1996). Zur Erklarung
dieses Phianomens wurden zwei mogliche Mechanismen postuliert. Einerseits konnte die 4CL
in Tabak posttranslational modifiziert werden. Es gibt Hinweise, dal die Phenylalanin-
Ammonium-Lyase, ebenso ein Enzym des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels, durch
Phosphorylierung reguliert wird (Cheng et al., 2001). Andererseits konnte die 4CL einen
Multienzymkomplex mit anderen Proteinen bilden, wie es flir einige Enzyme des
Phenylpropanstoffwechsels postuliert wurde (Hrazdina und Wagner, 1985; Desphande et al.,
1993). Als weitere Mdoglichkeit zur Erkldrung dieser Ergebnisse konnte eine unterschiedliche
Stabilitdit der mRNA oder der Proteine der Gm4CLs in den verschiedenen Pflanzenorganen

gesehen werden.
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4.2 Verwandtschaftsverhiltnisse der 4CL

Die  phylogenetische = Rekonstruktion  von  4CL-Aminosduresequenzen  zeigte
Verwandtschaftverhéltnisse sowohl innerhalb der Sojabohne-4CL-Genfamilie als auch
innerhalb der Angiospermen auf. Eine entwicklungsgeschichtlich frithe Genduplikation
scheint zur Aufspaltung der 4CL-Isoformen in zwei Klassen gefiihrt zu haben (Ehlting et al.
1999, Abb. 9). Sojabohne, Arabidopsis, Espe (Populus tremuloides), Himbeere (Rubus
idaeus) und Steinsame (Lithospermum erythrorhiza) besitzen Isoformen in beiden Klassen.
Durch sich anschlieBende, unabhingige Genduplikationen innerhalb der Klasse I bzw. II kann
es zur Bildung von weiteren 4CL-Isoformen gekommen sein. Je nach dem Zeitpunkt der
nachfolgenden Duplikationsereignisse, die innerhalb einer Pflanzenspezies stattgefunden
haben konnen, konnten sich hier bereits Isoformen mit deutlichen strukturellen Unterschieden
entwickeln. In Sojabohne und Himbeere liegen jeweils drei Klassen strukturell sehr
unterschiedlicher Isoformen vor, die jeweils untereinander nur geringe Sequenzidentititen
von 60-75% aufweisen. Zumindest im Falle der Sojabohne-Isoformen spiegeln sich diese
strukturellen Unterschiede auch in den unterschiedlichen Substratspezifititen der Isoformen
wider. Die 4CL-Enzyme aus Himbeere sind bisher noch nicht biochemisch charakterisiert
worden. Relativ spit erfolgte die Genduplikation in Sojabohne, die zur Bildung von Gm4CL3
und Gm4CL4 fiihrte, weshalb beide Isoformen nahezu identische katalytische Eigenschaften
besitzen. Die Diversitdt der 4CLs zeigte sich auch innerhalb der Leguminosen, da die
genspezifischen Sonden der Gm4CLs bei verschiedenen Leguminosen-Spezies hybridisieren.

Aufgrund der unvollstdndigen oder fehlenden Daten bzgl. der katalytischen Eigenschaften
vieler der fiir die phylogenetische Analyse verwendeten 4CL-Sequenzen ist es schwierig,
Gemeinsamkeiten zwischen den Isoformen der jeweiligen Klassen zu finden. Es wurde
postuliert, daB in den Klassen I und II 4CL-Isoformen mit &hnlichen physiologischen
Funktionen zusammengefaf3t sind (Ehlting et al., 1999). Demnach sollten die Isoformen der
Klasse 1 hauptsichlich an der Synthese von Ligninvorstufen und einfachen
Phenylpropanverbindungen beteiligt sein, wihrend die Vertreter der Klasse II vornehmlich
Vorstufen fiir den (Iso-)Flavonoid-Metabolismus bereitstellen. Allerdings scheinen die
Gemeinsamkeiten der 4CL-Isoformen innerhalb der beiden Klassen nicht bei dhnlichen
physiologischen Funktionen, sondern bei dhnlichen katalytischen Eigenschaften der 4CL-
Isoformen zu liegen. Betrachtet man die ermittelten katalytische Wirksamkeiten (rel.
Vinax/Km) von Gm4CL3, Gm4CL4 und 4t4CL3 aus Klasse 11, so fallt auf, dal3 diese Isoformen
4-Cumarsdaure am ecffektivsten umsetzen. Ferner ist zu erkennen, daf3 alle bisher klonierten
4CLs der Poaceen (Lolch (Lolium perenne), Reis (Oryza sativa)) ausschlieBlich in Klasse II
zu finden sind. Poaceen bendtigen sowohl zur Synthese von Flavonoiden als auch von Lignin
hauptsdchlich 4-Cumaroyl-Einheiten, weshalb deren 4CL-Isoformen vermutlich 4-
Cumarsdure als bevorzugtes Substrat aktivieren. Das konnte einerseits bedeuten, dafl in

Klasse II Isoformen zusammengefalt sind, die 4-Cumarsdure den anderen Zimtsdurederivaten
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als Substrat vorziehen. Andererseits scheint die Einteilung der 4CL-Isoformen in die Klassen
I und II nicht darauf hinzudeuten, dal gemeinsam klassifizierte Isoformen &hnliche
physiologische Funktionen erfiillen, da mit den Isoformen der Poaceen in Klasse II auch 4CLs
vertreten sind, die wahrscheinlich an der Ligninsynthese beteiligt sind. In Klasse I scheinen
Isoformen zusammengefalit zu sein, die ein erweitertes Substratspektrum zeigen oder
zumindest nicht auf 4-Cumarsadure-Umsatz spezialisiert sind. Die kinetischen Daten der bisher
biochemisch charakterisierten 4CLs aus Klasse I unterstiitzen diese Art der Einteilung.
GmACL1, GmA4CL2, At4CL1 und Pophd4CL2 besitzen jeweils ein relativ breites
Substratspektrum und 4t4CL2 setzt bevorzugt Kaffeesdaure um.

4.3 Regulatorische Funktion der 4CL

Der 4CL wurde aufgrund seiner zentralen Position im allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel
eine wichtige regulatorische Funktion hinsichtlich der Bereitstellung unterschiedlich
substituierter Zimtsdure-CoA-Ester fiir die Synthese spezifischer Phenylpropanoide
zugesprochen. Mit Hilfe der standardisierten Expression der 4CL-cDNAs aus Sojabohne in
Escherichia coli konnte gezeigt werden, daBl die Gm4CL-Isoformen eine sehr
unterschiedliche Substratspezifitit besitzen (Tab. 7). Gm4CL1 aktivierte alle angebotenen
Substrate einschlielich Sinapat, wiahrend Gm4CL3 und Gm4CL4 eine hohe Selektivitit
aufwiesen. Die Gm4CL2 nahm eine Mittelstellung zwischen Gm4CL1 und Gm4CL3/4 ein.
Aullerdem konnte beobachtet werden, dal Gm4CL1 vor allem zu hoch substituierten
Zimtsdurederivaten (Ferulasdure und Sinapinsdure) eine hohe Affinitdt aufwies. Gm4CL3 und
Gm4CL4 hingegen waren auf den Umsatz der gering substituierten 4-Cumarsdure
spezialisiert. Auch hier nahm Gm4CL2 mit einer hohen Affinitit gegeniiber 4-Cumarsdure
und Kaffeesdure eine Mittelstellung ein. Zimtsdure wurde von keiner der Sojabohne-
Isoformen effektiv umgesetzt.

Durch die Herstellung spezifischer cDNA-Sonden konnte die Expression von Gm4CLI,
Gm4CL2 und Gm4CL3/4 in verschiedenen Pflanzenorganen, in Elicitor-behandelten
Zellkulturen und in Zoosporen-infizierten Keimlingen untersucht werden. Ferner war es
moglich, aufgrund der unterschiedlichen Substratspektren von Gm4CL1, Gm4CL2 und
Gm4CL3/4, deren Aktivititen in elicitierten Zellkulturen zu bestimmen. Da sowohl die
kodierenden Sequenzen der Isoformen 3 und 4 als auch ihre Substratspektren sehr dhnlich
sind, konnte allerdings weder bei Northern-Analysen noch bei 4CL-Aktivititsmessungen
zwischen diesen beiden Isoformen unterschieden werden.

Durch die gegensitzliche Regulation der Gm4CL1 und Gm4CL3/4 kann es im Verlauf der
Elicitierung zu einer Verschiebung des zur Verfiigung gestellten Spektrums der Zimtséure-
CoA-Ester kommen, das einerseits vom breiten Substratspektrum der Gm4CL1 und

andererseits vom eingeschriankten Spektrum der Gm4CL3/4 bestimmt wiirde. Auf diese
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Weise konnte die 4CL in Sojabohne den Metabolitflul im Phenylpropanstoffwechsel zu den
jeweils bendtigten Endprodukten leiten und dadurch die Umstellung des Stoffwechsels nach
Elicitorbehandlung regulieren. Eine dhnliche Situation scheint in Sojabohnekeimlingen nach
Infektion mit Zoosporen vorzuherrschen. Auch hier wurden Gm4CL3/4 durch die Behandlung
induziert. Allerdings konnte keine Aussage liber das Verhalten der Gm4CLI1-Transkripte
getroffen werden, da die mRNA dieser Isoform in Keimwurzeln nur sehr schwach exprimiert
wurde und somit eine mogliche Reduktion der Expression nicht verfolgt werden konnte. Um
dies zu untersuchen, miiliten die Infektionen an Stengelbereichen der Sojabohnepflanzen
durchgefiihrt werden, die sich allerdings aufgrund der Behaarung schlecht mit Zoosporen
infizieren lassen.

Aufgrund der unterschiedlichen Substratspezifititen der Sojabohne-4CLs, ihrer
organspezifischen Expression und ihrer differentiellen Expression nach Elicitierung von
Sojabohnezellkulturen bzw. nach der Infektion von Sojabohnekeimlingen scheint folglich die
4CL in Sojabohne eine wichtige Kontrollfunktion bei der Verteilung der Zimtsdurederivate
zur Synthese spezifischer Phenylpropanoide zu besitzen. 4CL-Isoformen, die wie die
Sojabohne-4CLs eine groBe Breite der unterschiedlich substituierten Zimtsédurederivate
umsetzen konnen, sind bisher nur aus Erbse (Pisum sativum), Pappel (Populus x
euamericana) und Petunie (Petunia hybrida) partiell gereinigt worden (Ranjeva et al., 1976;
Wallis und Rhodes, 1977; Grand et al., 1983). Aus Pappel wurden drei 4CL-Isoformen
angereichert (I-I1I), die unterschiedliche Substratspezifititen besallen. Alle drei Isoformen
aktivierten 4-Cumarsdure und Ferulasdure. Die Isoform I war zudem in der Lage, 5-
Hydroxyferulasdure und Sinapinsdure umzusetzen, wéhrend die Form III zusétzlich
Kaffeesdure aktivierte. Aulerdem konnte gezeigt werden, dall im Sklerenchym ausschliellich
die Form I und im Xylem alle drei Formen exprimiert wurden. Da im Sklerenchym und
Xylem der Pappel hinsichtlich des Syringylgehaltes verschiedene Lignintypen vorliegen,
wurde eine Korrelation zwischen den dort vorhandenen 4CL-Isoformen und den Lignintypen
vermutet (Grand et al., 1983), so daBl auch in Pappel die Bereitstellung unterschiedlich
substituierter Zimtsdurederivate zur Synthese spezifischer Phenylpropanoide von 4CL
reguliert sein konnte. Ob auch die 4CL-Isogene aus Erbse und Petunie differentiell exprimiert
werden, wurde bisher nicht analysiert.

In vielen anderen Pflanzen, in denen 4CL bisher untersucht wurde, scheint die regulatorische
Funktion dieses Enzym hinsichtlich der Verteilung unterschiedlich aktivierter
Zimtsdurederivate hingegen nicht so ausgeprigt zu sein wie z. B. in Sojabohne. In
Hybridpappel (Populus hybrida), Kartoffel (Solanum tuberosum), Petersilie (Petroselinum
crispum) und Tabak (Nicotiana tabacum) existieren z. B. nahezu identische 4CL-Isoformen
(Douglas et al., 1987; Lozoya et al., 1988; Becker-André et al., 1991; Lee und Douglas, 1996;
Allina et al., 1998), wodurch eine Regulation auf Ebene der 4CL nur bedingt mdglich scheint.
In Arabidopsis und Espe (Populus tremuloides) wurden 4CL-Isoformen mit unterschiedlichen

Substratspezifititen beschrieben, doch war keine dieser Isoformen in der Lage, Sinapinsdure
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zu aktivieren (Hu et al., 1998; Ehlting et al., 1999). Dies gilt auch fiir die 4CLs aus
Hybridpappel, Kartoffel, Petersilie und Tabak. Aufgrund ihrer katalytischen Fiahigkeiten
stellen die 4CLs dieser Pflanzen hauptsédchlich 4-Cumaroyl-CoA, Kaffeoyl-CoA und teilweise
Feruloyl-CoA fiir die Synthese der verschiedenen Phenylpropanoide zur Verfiigung. Weitere
bendtigte Substitutionen (3°-O-Methylierung, 5°‘-Hydroxylierung und 5°-O-Methylierung)
scheinen erst nach der Aktivierung der Zimtsduren durch die Aktivitit von Hydroxylasen und
O-Methyltransferasen eingefiihrt zu werden (Kneusel et al., 1989; Humphreys et al., 1999;
Osakabe et al., 1999; Guo et al.,, 2001; Parvathi et al., 2001; Ye et al., 2001). Neuere
Erkenntnisse hinsichtlich der Ligninbiosynthese scheinen diese Hypothese zu bekréftigen
(Kapitel 1.3). Aber auch bei der Synthese von 16slichen Phenylpropanoiden kénnen nach der
Substrataktivierung Substitutionen am Phenylringsystem auftreten. Aus Arabidopsis wurde
eine cDNA kloniert, die fiir eine Cytochrom P450-abhéngige 3‘-Hydroxylase kodiert (Schoch
et al., 2001). Das in Hefe hergestellte rekombinante Enzym konnte weder 4-Cumarsdure noch
4-Cumaroyl-Glucose, 4-Cumaroyl-CoA, 4-Cumaraldehyd oder 4-Cumaryl-Alkohol umsetzen,
wihrend die 5-O-D-Shikimisdure- und Chinasdure-Ester von 4-Cumarsdure in die
entsprechenden Kaffeesdureverbindungen umgewandelt werden konnten. Es wurde vermutet,
daB dieses Enzym sowohl die Synthese von Chlorogensdure als auch die 3-Hydroxylierung

von Ligninmonomeren katalysiert (Schoch et al., 2001).

4.4 Maogliche physiologische Funktionen der 4CL-Isoformen in Sojabohne

Aufgrund der bereits diskutierten Unterschiede der 4CL-Isoformen der Sojabohne beziiglich
der Substratspezifititen, der organspezifischen Bildung und der differentiellen Synthese nach
Elicitierung von Zellkulturen bzw. Infektion von Keimlingen, kénnen ihnen unterschiedliche
physiologische Funktionen zugeschrieben werden (Abb. 26). Die bevorzugten Substrate der
GmA4CL1 sind 4-Cumarsédure, Ferulasdure und Sinapinsdure (Tab. 7). Vor allem aufgrund der
Féhigkeit, die beiden letztgenannten Substrate effektiv umzusetzen, wurde der Gm4CLI
bereits frither eine Beteiligung an der Ligninbiosynthese zugesprochen (Knobloch und
Hahlbrock, 1975). Dies wurde durch die verstirkte Bildung der Gm4CL1 in A&lteren,
verholzenden Stengelbereichen bestitigt (Abb. 13, Tab. 6). Ferner konnte Farmer (1985) eine
Abnahme der Lignifizierung in Elicitor-behandelten Sojabohnezellkulturen messen. Im
Zusammenhang mit der Reduktion der Gm4CL1-Aktivitit, die ebenfalls nach Elicitierung von
Sojabohnezellkulturen beobachtet wurde (Abb. 14), ist dies ein weiterer indirekter Hinweis
auf eine Beteiligung der Gm4CL1 bei der Ligninbiosynthese.

In Sojabohne scheint die Synthese der Guaiacyl- und Syringyl-Einheiten {iber die Aktivierung
der entsprechenden Zimtsdurederivate zu verlaufen. Diese Vermutung wurde durch die
kinetischen Daten der aus Sojabohnezellkulturen partiell gereinigten Cinnamoyl-CoA-

Reduktase und Cinnamylalkoholdehydrogenase bekriftigt, die die Reduktion der aktivierten
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Zimtsduren zu den jeweiligen Monolignolen katalysieren (Wyrambik und Grisebach, 1975
und 1979; Liideritz und Grisebach, 1981). Die Cinnamoyl-CoA-Reduktase zeigte sowohl zu
Feruloyl-CoA (K, = 3,3 uM) als auch zu Sinapoyl-CoA (K, = 2,1 uM) eine hohe Affinitit,
wéhrend die Isoform 2 der Cinnamylalkoholdehydrogenase in der Lage war,
Coniferylaldehyd (K, = 1,7 uM) und Sinapylaldehyd (K, = 4,3 uM) effektiv umzusetzen. In
Sojabohne ist somit die enzymatische Ausstattung zur Synthese der Guaiacyl- und Syringyl-
Monolignole ausgehend von den entsprechenden Zimtsdurederivaten Ferulasdure und
Sinapinsdure vorhanden. Durch die Einbeziehung von Sinapinsdure unterscheidet sich die
Sojabohne hinsichtlich des Syntheseweges der Syringyl-Einheiten von den anderen, bisher

untersuchten Angiospermen, deren 4CLs nicht in der Lage sind, dieses Substrat zu aktivieren.

GmACLA1 GmACL3
GmA4CL2 GmACL4

R-CoA-Ester ¢——— Zimtsduresubstrate ——» R-CoA Ester

Rest (R) Saure Rest (R)
4-Cumaroyl 4-Cumarat [lrl,> 4-Cumaroyl
Kaffeoyl Kaffeat Kaffeoyl
Feruloyl Ferulat
Sinapoyl Sinapat
Wachstum, Entwicklung: Umweltverénderung:
— (Iso-)Flavonoide — (Iso-)Flavonoide
— Lignin — Zellwand-gebundene und
— Zellwand-gebundene und I6sliche Phenylpropanoide
I6sliche Phenylpropanoide
— Ester

Abb. 26: Schematische Darstellung der moglichen physiologischen Funktionen der verschiedenen Sojabohne-
4CL-Isoformen.

Bei diesen Angiospermen scheint die Synthese der Syringyl-Einheiten ausgehend von 4-
Cumarsdure oder Kaffeesdure zu erfolgen, wobei die ndtigen Hydroxylierungen und
Methylierungen am Ringsystem der Phenylpropanoide an 4-Cumaroyl-CoA, Kaffeoyl-CoA,
Kaffeoylaldehyd, Coniferylaldehyd und/oder 5-Hydroxyconiferylaldehyd durchgefiihrt
werden konnten (siehe Kapitel 1.3 Abb. 3; Dixon et al., 2001). Allerdings besteht auch die
Moglichkeit, da3 die Monolignole noch auf anderen bisher unbekannten Wegen synthetisiert
werden. Transgene Arabidopsis-Pflanzen, die eine 4CL-Restaktivitit von 10% besalen,
zeigten einen stark reduzierten Gehalt an Guaiacyl-Einheiten, widhrend der Anteil der

Syringyl-Einheiten im Lignin von der reduzierten 4CL-Aktivitdt nicht beeintrachtigt wurde
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(Lee et al., 1997). Es wurde daher vermutet, da3 die Syringyl-Einheiten in Arabidopsis auf
einem 4CL-unabhdngigen Weg synthetisiert werden (Lee et al., 1997).

In einigen Pflanzen ist die Hydroxylierung von Zimtsédurederivaten auf Ebene ihrer Glucose-,
Shikimisdure- oder Chinasdure-Ester beschrieben worden (Strack und Bokern, 1984; Kiihnl et
al., 1987; Kneusel et al., 1989; Tanaka und Kojima, 1991). Ein Enzym, dafl 4-Cumaroyl-
Glucose in Kaffeoyl-Glucose umwandelt, wurde in SiiBkartoffel beschrieben, wodurch die
Hydroxylierung von 4-Cumarsidure umgangen werden konnte (Tanaka und Kojima, 1991).
Inwiefern solche Modifikationen auch auf Ebene der Zimtsdurealkohol-4-O-Glucoside, der
Transportform der Monolignole, stattfinden, ist bisher noch nicht bekannt. Eine weitere
Moglichkeit zur Synthese von Syringyl-Einheiten wurde in Espe vermutet. Hier wurde eine
4CL-Isoform (Popt4CL1) beschrieben, die spezifisch im verholzenden Xylem exprimiert
wurde (Hu et al., 1998). Diese Isoform war inaktiv gegeniiber Sinapinsdure, aber sie war in
der Lage, 5-Hydroxyferulasdure zu aktivieren, die ebenfalls als mogliche Vorstufe von
Syringyl-Einheiten betrachtet wird (Higuchi, 1985). Zusammenfassend 1a6t sich sagen, daf3
innerhalb der Pflanzen die Art der Monolignol-Synthese - vor allem die Synthese der

Syringyl-Einheiten - sehr variabel sein kann.

Da Gm4CL2 die hoch substituierten Zimtsdurederivate nur schwach (Ferulasdure) bzw.
iiberhaupt nicht (Sinapinsdure) umsetzen kann, sondern bevorzugt 4-Cumarsdure und
Kaffeesdure aktiviert, wird ihr eine Beteiligung an der (Iso-)Flavonoidbiosynthese
zugesprochen (Knobloch und Hahlbrock, 1975). Allerdings ist auch denkbar, daB3 diese
Isoform fiir die Synthese von Suberin oder Zellwand-gebundener und l16slicher
Phenylpropanoide wie z. B. Hydroxyzimtsdure-Ester oder Chlorogensiure verantwortlich ist,
die fiir das Pflanzenwachstum und die Pflanzenentwicklung notwendig sind. Eine Beteiligung
der Gm4CL1 an der Produktion derartiger Substanzen kann aufgrund ihres effektiven 4-

Cumarsédure-Umsatz ebenso nicht ausgeschlossen werden.

In unbehandelten Sojabohnezellkulturen der Wachstumsstadien I und II konnte weder
GmA4CL3/4-Aktivitdit gemessen noch deren Transkripte nachgewiesen werden. Nach
Elicitierung von Sojabohnezellkulturen bzw. Infektion von Sojabohnekeimwurzeln mit
Zoosporen von P. sojae konnte eine Aktivititssteigerung von Gm4CL3/4 beobachtet werden,
die auf die induzierte Expression der beiden Gm4CL-Isoformen 3 und 4 zuriickzufiihren war
(Abb. 15 und 16). Ob die beiden Isoformen unterschiedlich stark synthetisiert werden, konnte
nicht bestimmt werden. Sowohl die Tatsache, dal die Bildung der beide Isoformen nach
Elicitorbehandlung bzw. Infektion induziert wird, als auch deren sehr effektiver 4-
Cumarsdure-Umsatz, deuten auf eine Beteiligung von Gm4CL3 und 4 an der Pathogenabwehr
hin. Wie bereits in Kapitel 1.3 erwihnt, wird Cumaroyl-CoA fiir die Synthese von (Iso-)
Flavonoiden benétigt, zu denen auch die Glyceolline der Sojabohne zdhlen. Der zeitliche

Verlauf der Induktion von Gm4CL3/4 korrelierte mit dem anderer, an der
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Glyceollinbiosynthese beteiligter Enzyme. Ebenso wie Gm4CL3/4 wurden z. B. auch die
Gene weiterer Enzyme des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (PAL, C4H) und die
Gene der ersten Enzyme der Flavonoidbiosynthese (Chalkonsynthase, Chalkonisomerase,
Chalkonreduktase) nach Elicitierung von Sojabohnezellkulturen induziert (Hille et al., 1982;
Schopfer, 1998; Welle et al. 1991). Nach ca. 4 h Induktion wurde fiir diese Gene die
maximale Transkriptmenge nachgewiesen, wéhrend das Transkriptmaximum spéter
Glyceollinbiosynthesegene (Isoflavonreduktase, 2‘-Hydroxydihydrodaidzein-reduktase, 3,9-
Dihydroxypterocarpan-6a-Hydroxylase) bei ca. 9 h liegt (Schopfer, 1998; Schopfer et al.,
1998).

4.5 Die Substratspezifitit der 4CL wird durch den zentralen Sequenzbereich
bestimmt

Durch den Austausch von Doméinen zwischen Gm4CL1 und Gm4CL3 konnte der Bereich der
4CL-Sequenz, der von den Boxen I und II begrenzt wird, als Substratspezifitit-
determinierende Region (SdR) identifiziert werden. Wurde dieser Bereich der Gm4CL1 durch
den entsprechenden Bereich der Gm4CL3 ersetzt, so zeigte die Hybridform die
Substratspezifitit der Gm4CL3 (H4, Tab. 8). In dieser Region waren auch in der Phenyalanin-
aktivierenden Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase (PheA) die Aminosduren lokalisiert,
die fiir die Bindung des Substrates Phenylalanin verantwortlich waren (Conti et al., 1997).
Obwohl sich die Adenylat-bildenden Enzyme hinsichtlich ihrer zu aktivierenden Substrate
stark unterscheiden, scheinen ihre Substratbindetaschen dennoch aus homologen Bereichen
der Primérsequenz gebildet zu werden.

Wurde allerdings der zentrale Sequenzbereich der Gm4CL3 durch den entsprechenden
Bereich der Gm4CL1 ersetzt, zeigte das Hybridprotein keine Aktivtdt (H8, Tab. 8). Eventuell
fiihrte hier der lingere N-Terminus der Gm4CL3 zu Konformationsidnderungen im Bereich
der Substratbindetasche, wodurch die Substratbindung und/oder der Substratumsatz nicht
mehr moglich war. Fiir diese Vermutung spricht auBerdem, dal3 das Ersetzen des N-Terminus
der Gm4CL1 durch den N-Terminus der Gm4CL3 ebenso zu einer inaktiven Hybridform
fiihrte (H7), wéhrend im umgekehrten Fall (H3) das Hybridprotein aktiv war. Ferner war ein
verkiirztes Gm4CL1-Protein, dem 18 aminoterminale Aminosduren fehlten (Expression der
aus der cDNA-Bank isolierten unvollstindigen Gm4CL1, Kapitel 3.1.4), nicht aktiv. Sowohl
bei PheA als auch bei Luciferase liegt der N-Terminus in unmittelbarer Umgebung der
Substratbindetasche (Conti et al., 1997). Er ist aber nicht direkt an der Substratbindung oder
Katalysereaktion beteiligt, sondern scheint eher fiir die Proteinstabilisierung von Bedeutung
Zu sein.

Der hochkonservierte Carboxyterminus konnte zwischen Gm4CL1 und Gm4CL3

ausgetauscht werden, ohne dal die Substratspezifitit beeintrachtigt wurde (HI1, HS). Diese
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Region ist innerhalb der Adenylat-bildenden Enzyme der am hochsten konservierte Bereich
und bildete sowohl bei PheA und Luciferase (Conti et al., 1997) als auch im Strukturmodell
der Gm4CL1 eine strukturell eigenstindige Domine. In dieser Doméne befanden sich in
PheA drei Aminosduren (Asp413, Tyrd25, Lys517), fiir die die Beteiligung an der Adenylat-
Bindung gezeigt wurde. Das Lysin interagierte auflerdem mit der a-Carboxylgruppe des
gebundenen Phenylalanin (Conti et al., 1997). Zwei der beschriebenen Aminosduren (Asp,
Lys) liegen bei den 4CLs an konservierten Positionen. Als guter Hinweis auf eine
vergleichbare Funktion dieser Reste bei den 4CLs kann die postulierte Substrat-stabilisierende
Wirkung des entsprechenden Lysinrestes der 4CL2 aus Arabidopsis gewertet werden (Stuible
et al., 2000).

Wenn sich die SdR aus Teilen der Gm4CL1 und Gm4CL3 zusammensetzte (H2, H6, H9),
waren die resultierenden Hybridproteine nicht aktiv. Dies konnte auf der vergleichsweise
geringen Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen (58%) beruhen, die jeweils
unterschiedliche Feinstrukturen der Substratbindetaschen zur Folge haben konnten.
Entsprechende 4CL-Hybridproteine der Arabidopsis-Isoformen 4CL1 und 4CL2 waren,
wahrscheinlich aufgrund der groBeren Ubereinstimmungen sowohl der GroBe als auch der
Sequenz (86% Identidt), aktiv (Ehlting et al., 2001). Es konnten zwei Bereiche innerhalb der
At4CL-Sequenzen als Substratbindedoménen identifiziert werden (sbd I und sbd II). Diese
benachbarten Regionen befanden sich im zentralen Bereich der 4CL-Sequenzen, der auch bei
den Sojabohne-Isoformen die Substratspezifitit bestimmte. Beide Dominen der A#4CL1
ermdglichten unabhédngig voneinander in 4#4CL2 den Umsatz von Ferulasdure, die vom
Wildtyp-Enzym nicht aktiviert wurde. Im Gegensatz dazu waren beide Dominen der 4t4CL2
notig, um in A4CL1 den per se vorhandenen Ferulasdure-Umsatz zu unterdriicken (Ehlting et
al., 2001).

4.6 Die Motive M4 und M6 sind mogliche Substratbindemotive

Das Motiv 284VPP286 der Gm4CL]1 ist bei allen bisher bekannten 4CLs konserviert und
befindet sich im Strukturmodell der Gm4CL1 am Rand der Substratbindetasche (Abb. 23,
Motiv M4). Bei den Mutanten V284 A und P286A zeigte sich ein erhohter relativer Umsatz
der hoher substituierten Zimtsdurederivate Sinapinsdure und 3,4-DMZ in Bezug zum 4-
Cumarsdure-Umsatz. Dies konnte auf einer GroBenverdnderung der Substratbindetasche
beruhen. Die Seitenkette des Alanin ist kleiner als die des Valin und des Prolin, wodurch eine
effektivere Bindung der hoher substituierten Zimtsduren ermoglicht werden konnte. Ferner
konnten Strukturverdnderungen durch den EinfluB des Alanin auf die Sekundérstruktur
verursacht worden sein. Alanin ist ein starker a-Helix-Bildner, wihrend Valin ein starker (3-
Faltblatt-Bildner und Prolin ein starker a-Helix-Brecher ist. In PheA wurde direkt am Motiv

LPP ein Ubergang der Sekundirstruktur von einem PB-Faltblatt in eine a-Helix beobachtet
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(Conti et al., 1997). Sollte dies ebenso bei Gm4CL1 der Fall sein, wére ein Einflull des Alanin
auf die Sekundarstruktur, der letztendlich auch die Tertidrstruktur des Proteins verdndert, in
dieser Region durchaus denkbar.

Bei einer groBen Anzahl anderer Adenylat-bildender Enzyme ist zumindest das Pro285 des
VPP-Motiv hoch konserviert. Bei PheA ist dieses Motiv (279LPP281) Bestandteil der
Substratbindetasche und vermutlich fiir die optimale Positionierung des Thr278
verantwortlich. Diese Aminosédure bildet zusammen mit Ala236, Trp239, Ala301, Ala322,
I1e330 und Cys331 eine Spalte, in der der aromatische Rest des Phenylalanin untergebracht
ist. Das Thr278 wurde dabei in der Ndhe der para-Position des Phenylrings lokalisiert (Conti
et al., 1997).

Wurde dieses Prolin bei Gm4CL1 durch ein Alanin ersetzt, so zeigte sich vor allem gegentiber
gering substituierten Zimtsdurederivate ein starker Aktivitdtsverlust, auBerdem konnte das
synthetische Substrat 3,4-DMZ nicht mehr umgesetzt werden (Abb. 24). 3,4-DMZ stellte das
einzige der getesteten Zimtsdurederivate dar, das an Position 4 des Phenylrings eine O-
Methylgruppe tragt. Vermutlich wurde durch die Mutation P285A die Substratbindetasche
derart verdndert, daB3 sie fiir Substrate, die an dieser Position eine O-Methylgruppe tragen,
nicht mehr zuginglich ist. Alle anderen getesteten Zimtsdurederivate besallen an Position 4
des Phenylrings eine Hydroxylgruppe und konnten alle aktiviert werden. Eine Ausnahme
bildete die Zimtsdure, die keinen Substituenten tragt, aber auch von der Wildtyp-Gm4CL1 nur
schwach umgesetzt wurde. Abhidngig von weiteren Substitutionen an Position 3 und 5 des
Ringsystems wurden diese Zimtsdurederivate unterschiedlich effizient aktiviert, und zwar
desto besser, je groBer bzw. vielzdhliger die Substituenten an diesen Positionen waren. Der
Sinapinsdure-Umsatz wurde durch die Mutation P285A am geringsten beeinflufit. Dieses
Substrat konnte moglicherweise aufgrund seiner beiden O-Methylgruppen in Stellung 3 und 5
am effektivsten in der Substratbindetasche gebunden werden, wihrend Ferulasdure vermutlich
aufgrund nur einer O-Methylgruppe (Position 3) schlechter als Substrat akzeptiert werden
konnte. Kaffeesdure besitzt an Position 3 keine O-Methylgruppe, sondern eine kleinere,
hydrophilere Hydroxylgruppe, weshalb mdglicherweise die Substratbindung weiter
eingeschriankt wurde. 4-Cumarsidure wurde von allen substituierten Zimtsdurederivaten am
schlechtesten umgesetzt, da es neben der Hydroxylgruppe an Position 4 keinen weiteren
Substituenten besitzt, der eine effektivere Bindung ermoglichte. Ferulasdure unterscheidet
sich von 3,4-DMZ nur durch den Substituenten an Position 4. Sie besitzt hier anstelle der O-
Methylgruppe eine Hydroxylgruppe und kann von Gm4CL1/P285A umgesetzt werden.
Demzufolge konnte das Pro285 der Gm4CL1 fiir die richtige Positionierung der
Aminoséurereste verantwortlich sein, die direkt mit dem Substituenten an Position 4 des
Phenylrings interagieren oder wiare moglicherweise selbst an der Substratbindung beteiligt.
Stuible und Kombrink (2001) ersetzten in A4CL2 die Aminosdure Met293, die sich in
unmittelbarer Umgebung zum VPP-Motiv befindet, sowie die Aminosdure Lys320 aus dem
Motiv M35, jeweils durch eine kleinere Aminosdure (M293P, K320L). Dadurch erlangte diese
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Arabidopsis-4CL-Isoform, die nur 4-Cumarsdure und Kaffeesdure umsetzen konnte, die
Féahigkeit, Ferulasdure umzusetzen. Kaffeesdure und Ferulasdure unterscheiden sich an
Position 3 des Phenylrings. Kaffeesdure besitzt hier eine Hydroxylgruppe, wéhrend
Ferulasdure an dieser Stelle eine groflere O-Methylgruppe tragt. Vermutlich wurde durch die
Veranderung bei 414CL2, dhnlich wie bei den Mutationen V284 A und P286A im VPP-Motiv
der Gm4CLI1, die Substratbindetasche vergroBBert und die Bindung von Ferulasdure dadurch
ermdglicht (Stuible und Kombrink, 2001). Ferner wurde postuliert, dal die Aminosduren an
Position 293 und 320 der Ar4CL2 moglicherweise direkt mit der 3-Hydroxy- bzw. 3-
Methoxygruppe der Zimtsdurederivate interagieren (Stuible und Kombrink, 2001). Es ist
durchaus denkbar, daBl die Zimtsdurederivate aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen
Substitutionsmuster am Phenylring nicht in exakt gleicher Position in der Substratbindetasche
gebunden werden, so da3 z. B. der Substituent an Position 3 von Ferulasdure mit anderen
Aminosduren interagiert als der Substituent an Position 3 von Sinapinsdure. Entscheidend fiir
die Katalysereaktion ist die richtige Positionierung der a-Carboxylgruppe der
Zimtsdurederivate, da an dieser Stelle die Aktivierung mit ATP bzw. CoA stattfindet.
Betrachtet man in diesem Zusammenhang die Familie der Adenylat-bildenden Enzyme, so
erkennt man, daf3 sich die Vertreter dieser Enzymgruppe vor allem in ihrem zu aktivierenden
Substrat unterscheiden. Neben Zimtsduren (4CL) werden z. B. mit Aminosduren
(Peptidsynthetasen), Luciferin (Luciferase) oder Fettsduren (Acyl:CoA Synthetasen)
strukturell sehr unterschiedliche Substrate aktiviert. Das bedeutet, dal3 innerhalb des aktiven
Zentrums der Adenylat-bildenden Enzyme der Bereich fiir die Bindung der zu aktivierenden
Substrate stirker variiert als der Bereich, in dem AMP gebunden wird. Dies zeigte sich auch
im Vergleich der Primérsequenzen der Adenylat-bildenden Enzyme. Die Aminoséduren, die
bei PheA fiir die AMP-Bindung verantwortlich sind, sind zum groflen Teil auch bei den
anderen Adenylat-bildenden Enzymen konserviert (Stuible et al., 2000; Chang et al., 1997;
Anhang A7), wihrend die Aminosduren, die das zu aktivierende Substrat binden, sehr
variabel sind.

Das zweite mittels ,,Alaninscanning‘‘-Mutagenese untersuchte Motiv der Gm4CL1 (Thr331-
Met348, Motiv M6) entspricht in PheA einer Region, die bei der Bindung sowohl von AMP
als auch von Phenylalanin beteiligt ist (Conti et al., 1997). Bei PheA sind die Aminosduren
Asn321, Ala322, Tyr323, Thr326 und Glu327 aus diesem Motiv fiir die Bindung von AMP
verantwortlich. Das AMP wird iiber eine Wasserstoftbriicke zwischen der N6-Aminogruppe
und dem Carbonyl-Sauerstoff des Ala322 und dem Sauerstoff der Seitenkette von Asn321
gebunden. Der Stickstoff der Seitenkette von Asn321 interagiert auflerdem {iber ein
Wassermolekiil mit dem N1 des Purinringes. Tyr323 interagiert nicht direkt mit AMP,
sondern stabilisiert liber eine Wasserstoftbriicke zu Asp413 deren Kontakt zu AMP. Das a-
Phosphat des AMP interagiert mit den Seitenketten von Thr326 und Glu327. Diese beiden

Aminosduren sind innerhalb der Adenylat-bildenden Enzyme hoch konserviert.
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Das Ersetzen der den Aminosduren Tyr323, Thr326 und Glu327 entsprechenden Reste der
GmACLI1 durch Alanin fiihrte zum volligen Verlust der Aktivitdt, so dal diese Aminosduren
moglicherweise auch bei 4CL an der Bindung von AMP beteiligt sind. Im Gegensatz dazu
schien die Seitenkette der Aminosaure GIn334 der Gm4CL1, die der Aminosdure Asn321 von
PheA entspricht, nicht an der AMP-Bindung teilzuhaben. Diese Aminosdure konnte an der
Bindung der Zimtsdurederivate beteiligt sein, da die Mutante Q334A andere Substrate
bevorzugte als die Wildtyp-Gm4CL1. Wéhrend von der Mutante Kaffeesdure und
Sinapinsdure bevorzugt umgesetzt wurden, aktivierte die Wildtyp-Gm4CL1 vornehmlich 4-
Cumarséure, Ferulasdure und 3,4-DMZ.

Zwei Aminosduren, die in PheA ebenfalls in der Region angeordnet sind, die dem Motiv M6
der Gm4CL1 entspricht, sind dort fiir die Bindung von Phenylalanin verantwortlich. Sowohl
von Gly324 als auch von I1e330 bilden die Carbonyl-Sauerstoffatome Wasserstoffbriicken mit
der a-Aminogruppe des zu aktivierenden Phenylalanins (Conti et al., 1997). Ferner ist das
Cys331 Bestandteil der Hohle, in der der aromatische Rest des Phenylalanin untergebracht ist.
Wurden die dazu homologen Aminosduren der Gm4CL1 durch Alanin ersetzt, so flihrte dies
zu einem vollstdndigen Aktivitdtsverlust (G337A, L344A) bzw. zu einer stark verringerten
Aktivitdt (P343A) der Mutanten. Das Substratmuster von P343A glich dabei dem der
Wildtyp-Gm4CL1. Eventuell interagieren Gly337 und Pro343 entsprechend den homologen
Aminosduren von PheA (Gly324, 11e330) nicht mit dem Ringsystem der Zimtsduren, sondern
mit deren a-Carboxylgruppen und bringen diese in die ideale Position fiir die Katalyse.
Leu344 und die Aminosduren Gly333, Met338, Gly342, Ile346 und Met348 besitzen
vermutlich eine wichtige Funktion in der Formgebung der Substratbindetasche oder in der
Stabilisierung bzw. Positionierung benachbarter Substrat-bindender Aminosduren, da ihre
entsprechenden Alaninmutanten bis auf I1346A alle zu inaktiven Proteinen fiihrten. Es kann
aber auch eine direkte Beteiligung an der Bindung von AMP, CoA oder der Zimtsdurederivate
nicht ausgeschlossen werden.

Die Mutanten F283A und G335A lie3en sich nicht herstellen. Sowohl das Phenylalanin als
auch das Glycin konnte eine Rolle bei der Proteinfaltung und/oder der Proteinstabilisierung
spielen, so dal} eine Mutation an diesen Stellen den Abbau durch bakterielle Proteasen zur
Folge hétte. Alaninmutanten, die sehr schwach oder nicht exprimiert wurden, traten
beispielsweise auch bei der Mutationsanalyse des Rezeptors fiir das menschliche
Wachstumshormon und des Ky1.3 Kaliumionenkanals auf (Cunningham und Wells, 1989;
Hanner et al., 2001).

4.7 Valin-Deletion im Motiv M6 ermoglicht den Sinapinsiure-Umsatz

Durch weitere, gezielte Mutagenesen konnte einer spezifischen Position der

Aminosduresequenz des Motivs M6 die Fihigkeit zugeordnet werden, iiber den
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Sinapinsdureumsatz zu entscheiden. Diejenige Aminosdure, deren auffilliges Fehlen in
GmA4CL1 mit der Fahigkeit Sinapinsdure umzusetzen korreliert werden konnte, konnte sowohl
eine GroBenverdnderung der Substratbindetasche als auch eine Verschiebung funktionell
wichtiger Aminosduren verursachen. Die strukturelle Modellierung entsprechender Deletions-
oder Insertionsmutanten zeigte eine verdnderte Konformation der vom Motiv M6 gebildeten
Schleife (Abb. 27). Als Folge der Valin-Deletion in Gm4CL3 wurde das Leu368, das im
Wildtyp von der Substratbindetasche weg gerichtet ist, in Richtung des Innenraums der
Bindetasche gedreht. Damit nahm es hier eine dhnliche Position ein wie das entsprechende
Leucin der Gm4CL1 (Leu344). Dal3 dieses Leucin bei Gm4CL1 eine bedeutende Funktion
hinsichtlich der Enzymaktivitét besitzt, wurde bereits aus der ,,Alaninscanning‘‘-Mutagenese
ersichtlich. Dort fiihrte der Aminosdureaustausch L344A zu einem vdlligen Verlust der
Enzymaktivitit (Abb. 24B).

Obwohl die Deletion der jeweiligen Valinreste sowohl in Gm4CL2 als auch in Gm4CL3 die
Fahigkeit, Sinapinsdure zu aktivieren, zur Folge hatte, wirkte sich die Mutation auf die
Erweiterung der Substratspektren unterschiedlich aus. Bei Gm4CL2dV345 wurde spezifisch
der Umsatz nur von Sinapinsdure ermoglicht, wobei die katalytische Wirksamkeit (rel.
Vinax/Km) der urspriinglichen Substrate nicht beeinflufit wurden (Tab. 9). Dal Gm4CL2dV345
3,4-DMZ nicht umsetzen konnte, beruhte eventuell auf der O-Methylgruppe an Position 4
dieses Zimtsdurederivates, die den Zugang zur Substratbindetasche oder die optimale
Positionierung des Substrates in der Bindetasche vermutlich verhinderte.

Weitaus drastischer wirkte sich die Valin-Deletion bei Gm4CL3 aus. Die Mutation
ermdglichte dieser Isoform nicht nur den Umsatz von Sinapinsdure und 3,4-DMZ, sondern
verbesserte auch die Affinitit gegeniiber Ferulasdure. Obwohl die Identitit der
Aminosduresequenzen zwischen Gm4CL1 und Gm4CL2 (63%) hoher ist als zwischen
Gm4CL1 und Gm4CL3 (58%), glich das Substratspektrum der Gm4CL3dV367 dem der
GmACL1 (Tab. 9).

Trotz der Deletion einer Aminosédure in einem Motiv, das nicht nur die Substratspezifitit der
4CL mit bestimmt, sondern sehr wahrscheinlich auch fiir die AMP-Bindung verantwortlich
ist, wurde der Reaktionsmechanismus von Gm4CL2 bzw. Gm4CL3 nicht beeintrachtigt. Im
Gegensatz dazu schien die Insertion eines Valins in die entsprechende Position der Gm4CL1
die Substratbindetasche derart zu verdndern, daB3 eine Zimtsdure-Aktivierung nicht mehr
moglich war (Gm4CL11V344). Im Strukturmodell der Gm4CL11V344 zeigte sich, dall durch
die Einfiihrung des Valin das nachfolgende Leucin aus der Bindetasche herausgedreht wurde
und dal dadurch die vom Motiv M6 gebildete Schleife eine &hnliche Konformation
einnechmen wiirde wie bei Gm4CL3 (Abb. 27). Moglicherweise wirken sich diese
Verdnderungen aber auch auf die Bindung von AMP bzw. CoA aus, so daf} die Katalyse nicht
mehr durchgefiihrt werden kann.

Die Anwendbarkeit der gerichteten Mutation zur Einfiihrung neuer Substratspezifitidten bei

zwei deutlich voneinander verschiedenen 4CL-Isoformen deutet auf ein generelles Prinzip
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hin. Die Deletion einer einzigen Aminosdure ermoglichte die Zuganglichkeit oder Bindung
der hochsubstituierten Zimtsdurederivate. Mit geringem Aufwand konnte es also moglich

sein, auch bei 4CL-Isoformen anderer Pflanzen das Substratspektrum zu erweitern.

E

GmACL1 33cocYoMTEINE AT s>
GmA4CL1iV344 333G0GYGMTEINSAPAT 5> *°
GmA4CL3dV3 360G YGMTEINRvC > ' °
GmACL3 360G YGMTEINSARMC>

Abb. 27: Mogliche Auswirkungen der Valin-Insertion in Gm4CL1 (Gm4CL1iV344) bzw. Valin-Deletion bei
Gm4CL3 (Gm4CL3dV367) auf die Struktur der vom Sequenzmotiv M6 gebildeten Schleife der moglichen
Substratbindetasche der jeweiligen Gm4CL-Isoform.

Die Vorhersage der Molekiilstrukturen wurden mit dem Programm SWISS-MODEL (Peitsch, 1996; Guex et al.,
1999) mit der Struktur der Luciferase als Matrize durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte mit dem
Programm spdbViewer (Guex und Peitsch, 1997). Von Gm4CL1 (A), Gm4CL1iV344 (B), Gm4CL3dV367 (C)
und Gm4CL3 (D) ist jeweils die vom Sequenzmotiv M6 gebildete Schleife dargestellt. Der Teil des
Sequenzmotivs M6, der moglicherweise an der Zimtsaure-Bindung beteiligt ist, ist in den Strukturmodellen und
im Sequenzvergleich (E) blau markiert. Die Seitenketten der Aminosduren Prolin, Valin (falls vorhanden) und
Leucin sind rot dargestellt.
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4.8 Weitere mogliche Substratbindemotive

Sowohl Gm4CL2dV345 als auch Gm4CL3dV367 waren zwar in der Lage, Sinapinsdure
umzusetzen, doch war die Effektivitdt wesentlich geringer als bei Gm4CL1 (Tab. 9). Dies
konnte bedeuten, dal neben dem fehlenden Valin noch weitere Unterschiede innerhalb der
Substratbindetasche von Gm4CL1, Gm4CL2 und Gm4CL3 bestehen, die bei Gm4CL1 fiir
einen effizienten Sinapinsdure-Umsatz verantwortlich sind. Die drei Gm4CL-Isoformen
unterschieden sich innerhalb der SdR in 103 (Gm4CL1/Gm4CL2) bzw. 105
(Gm4CL1/GmACL3) Aminosduren. Mit den Motiven M3 und M5 wurden zwei weitere
Bereiche betrachtet, die fiir die Festlegung der Substratspezifitit verantwortlich sein konnten.
In PheA waren die dazu homologen Motive an der Bildung der Hohle zur Unterbringung des
aromatische Rests der zu aktivierenden Aminosdure beteiligt (Conti et al., 1997). Auch im
Strukturmodell der Gm4CL1 befanden sich beide Motive innerhalb der vorhergesagten
Substratbindetasche (Abb. 23).

Die beiden Aminosduren Gly317 und GIn320 der Gm4CL1, die C-terminal vom Motiv M5
gelegen sind und bei allen anderen 4CLs iiberhaupt nicht oder nur sehr selten vorkommen,
schienen allerdings hinsichtlich des Sinapinsdure-Umsatzes nicht von Bedeutung zu sein.
Zumindest konnte die Aktivierung von Sinapinsdure der Gm4CL2dV345 durch den
Austausch der Aminosduren E321Q bzw. E321Q/K318G nicht verbessert werden. Dieses
Ergebnis schlieflt aber eine Beteiligung des Motiv M5 an der Bildung der Substratbindetasche
nicht aus. Durch den Austausch einer Aminosiure (K320A) im Motiv 5 der 4CL-Isoform 2
aus Arabidopsis wurde der Umsatz von Ferulasdure ermdglicht (Stuible und Kombrink,
2001). Diese Modifikation einer Seitenkette des Proteins fiihrte vermutlich zur VergroB3erung
der Substratbindetasche, so dal 4r4CL2/K320A in der Lage war, neben 4-Cumarsidure und
Kaffeesdure auch das nichst hoher substituierte Zimtséurederivat zu binden und zu aktivieren.
Die Funktion des Motivs M3 wurde in 4CL bisher noch nicht untersucht. Dennoch deutete
sowohl die Lage dieses Motivs im Strukturmodell der Gm4CLI1 als auch die Funktion des
homologen Bereichs der PheA (Conti et al., 1997) darauf hin, da3 diese Peptidsequenz auch
bei 4CL an der Substratbindung beteiligt sein konnte. Innerhalb dieses Motivs wies die
GmA4CL1 allerdings keine Sequenzunterschiede zu den anderen 4CLs auf, die in Verbindung
mit dem Sinapinsdure-Umsatz zu bringen wiren.

Neben den Motiven, die direkt an der Bildung der Substratbindetasche beteiligt sind, konnen
auch Regionen, die an die Substratbindetasche angrenzen, deren Konformation beeinflussen.
Der 4CL2 aus Arabidopsis konnte beispielsweise durch Austausch von vier Aminosduren im
Bereich der Box II (GEICIRG) die Fihigkeit verlichen werden, Ferulasdure umzusetzen
(Ehlting et al., 2001). Moglicherweise interagieren Aminosduren, die sich in unmittelbarer
Nachbarschaft zu diesem Motiv befinden, mit Aminosduren der Substratbindetasche und
beeintrichtigen dadurch indirekt die Struktur der Substratbindetasche (Ehlting et al., 2001).

Urspriinglich wurde dem GEICIRG-Motiv aufgrund seines zentralen Cysteins eine
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Beteiligung an der Katalyse der Adenylat-bildenden Enzyme zugeschrieben (Becker-André et
al., 1991). Der jeweilige Austausch dieses Cysteins sowohl in A#4CL2 als auch in Luciferase
aus P. phyralis und in Tyrocidinsynthetase aus B. brevis, fithrte allerdings nur zu geringen
Beeintriachtigungen der jeweiligen Enzymaktivitidt (Gocht und Marahiel, 1994; Ohmiya und
Tsuji, 1997; Stuible et al., 2000). Auch der Austausch des positiv geladenen Arginins gegen
ein hydrophobes Isoleucin in Gm4CL1 hatte keinen Einflu} auf die Enzymaktivitit (Anhang
A8). Ferner konnte bei PheA eine direkte Interaktion zwischen dem Substrat und
Aminosdureresten dieses Motivs (GEICIGG) ausgeschlossen werden (Conti et al., 1997).
Auch in der Kristallstruktur der Luciferase (Conti et al., 1996) und dem Strukturmodell der
GmACLI ist dieses Motiv kein Bestandteil der vorhergesagten Substratbindetasche. Diesen
Ergebnissen zufolge scheint die Box II kein Teil der Substratbindetasche darzustellen,
wenngleich die vorhergesagte Struktur der Gm4CL1 ein Modell darstellt und nicht der

Realitdt entsprechen muB.

4.9 Ausblick

Phenylpropanoide besitzen in Pflanzen viele unterschiedliche Funktionen. Sie dienen z. B. als
Schutzsubstanzen gegen biotischen und abiotischen Stre3, als Farbpigmente, Signalmolekiile
und Strukturkomponenten. Weiterhin gewannen einige Phenylpropanoide durch ihre
antioxidative Wirkung und ihre Aktivitit gegen Krebs auch Bedeutung als Gesundheits-
fordernde Naturstoffe. Aus diesem Grund besteht ein hohes Interesse an der Modifikation des
Phenylpropanstoffwechsels, um die Produktion gewiinschter Phenylpropanoide zu férdern
bzw. die Produktion unerwiinschter Substanzen zu hemmen. Beispielsweise ist das Lignin im
Gegensatz zu seiner groBBen Bedeutung fiir das Wachstum der Pflanzen bei der Herstellung
von Zelluloseprodukten unerwiinscht. Es mufl mit erheblichem Energie- und Kostenaufwand
entfernt werden, wobei Angiospermen-Lignin aufgrund des hoheren Methylierungsgrades der
Syringyl-Einheiten besser degradiert werden kann als Gymnospermen-Lignin. Daher ist man
seit langem bestrebt, fiir die Papierherstellung Pflanzen mit geringerem Ligninanteil bzw.
erhdhtem Syringyl-Anteil zu ziichten.

Die 4CL stellt als zentrales Enzym des Phenylpropanstoffwechsels ein mogliches Ziel fiir
Verdanderungen dar. Durch Kombination von Genen, die fiir 4CLs mit gewlinschten
Substratspezifititen kodieren, und Promotorelememten flir organ-, zell- oder
stimulusspezifische Expression konnten derartige Modifikationen des
Phenylpropanstoffwechsels erreicht und reguliert werden. Um 4CLs mit definierten
Substratspezifititen herstellen zu konnen, sind allerdings noch weitere Kenntnisse iiber die
Art der Bindung der verschiedenen Zimtsdurederivate durch 4CL nétig. Die Kristallisierung

dieses Enzyms mit ihren gebundenen Substraten konnte hier wichtige Informationen liefern.
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5 Zusammenfassung

Die 4-Cumarat:Coenzym A Ligase (4CL) 1ist ein Enzym des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels, das aktivierte Hydroxyzimtsdure-Ester zur Synthese spezifischer
Phenylpropanoide bereitstellt. In vielen Pflanzen kommen strukturell und funktionell sehr
dhnliche 4CL-Isoformen vor, weshalb diesem Enzym dort nur eine beschrankte regulatorische
Funktion bei der Verteilung der unterschiedlich substituierten Zimtsdurederivate fiir
nachfolgende Synthesen zugesprochen wird. Durch Isolierung der cDNA der von Knobloch
und Hahlbrock (1975) partiell gereinigten Ligase 1 und der Vervollstindigung der
kodierenden Sequenz der Gm4CL4 konnte mit groBer Wahrscheinlichkeit die Genfamilie der
Sojabohne-4CLs komplettiert werden. Mit der cDNA der Gm4CL1 war aullerdem erstmals
eine 4CL-Sequenz verfiigbar, die fiir eine Sinapinsdure-umsetzende 4CL kodiert. Zusammen
mit den bereits beschriebenen 4CL-Isoenzymen 2 und 3 (Uhlmann und Ebel, 1993; Mollers,
1997) existieren in Sojabohne somit mindestens vier 4CL-Isoformen.

Die unterschiedlichen Substratspezifititen der rekombinanten Proteine, die Fihigkeit, die
gesamte Gruppe der pflanzlichen Hxdroxyzimtsduren zu aktivieren und die differentielle
Synthese der Gm4CL-Isoformen nach Elicitor-Behandlung von Sojabohnezellkulturen bzw.
Infektion von Sojabohnekeimlingen weisen auf eine bedeutende regulatorische Funktion der
4CL hinsichtlich der Bereitstellung unterschiedlich substituierter Zimtsdurederivate zur
Synthese spezifische Phenylpropanoide in Sojabohne hin. Dabei scheinen Gm4CL1 und
Gm4CL2 vor allem an der Synthese von Phenylpropanoiden beteiligt zu sein, die fiir
Wachstum und Entwicklung der Pflanzen bendtigt werden, wihrend Gm4CL3 und Gm4CL4

aktivierte Zimtsduren bereitstellen, die aufgrund von Umweltveranderungen benétigt werden.

Die 4CL wird mit Acyl-CoA Ligasen, Peptidsynthetasen und Luciferase zur Familie der
AMP-bindenden Proteine zusammengefalit. Diesen Enzymen ist nicht nur der Mechanismus
der AMP-Aktivierung gemeinsam, sondern sie besitzen auch Ahnlichkeiten in ihren
Proteinstrukturen. Durch Bildung von Hybridenzymen zwischen Gm4CL1 und Gm4CL3
konnte der zentrale Sequenzbereich der 4CL als Substratspezifitit-determinierende Region
ermittelt werden. Mit Hilfe der Informationen, die von der Kristallstruktur der Phenylalanin-
aktivierenden Untereinheit der Gramicidin-S-Synthetase gewonnen wurden, konnten vier
mogliche Substratbindemotive der 4CL identifiziert werden. Innerhalb eines dieser Motive
unterscheidet sich die Gm4CL1 von allen anderen bisher klonierten 4CLs durch den Verlust
eines Aminosdurerestes, wodurch die Gm4CL1 in der Lage ist, hochsubstituierte
Zimsédurederivate zu aktivieren. Wird der entsprechende Aminosdurerest der Gm4CL2
(Gm4CL2dV345) und Gm4CL3 (Gm4CL3dV367) entfernt, konnen beide Deletionsmutanten
Sinapinsdure umsetzen. Aullerdem ist Gm4CL3dV367 in der Lage, 3,4-Dimethoxyzimtsdure
zu aktivieren und zeigt eine deutlich erhohte Affinitdt gegeniiber Ferulasdure. Durch das

Entfernen einer einzigen Aminosdure konnen somit hochsubstituierte Zimtsdurederivate
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umgesetzt werden. Die Mdglichkeit, die Substratspezifitit dieses zentralen Enzymes des

Phenylpropanstoffwechsels zu modifizieren, eréffnet die Herstellung transgener Pflanzen mit

gewlinschtem Phenylpropanoid-Profil.
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7 Anhang

Al: Zusammenstellung der verwendeten PCR-Programme

Tab. 11: PCR-Programme

Schritt P1 P2 P3 P4
1 94°C/180 s 94°C/180 s 94°C/120 s 94°C/120 s
2 1-25 26-35 35 35 35
3 94°C/45 s 94°C/45 s 94°C/45 s 94°C/30 s 94°C/30 s
4 52,5°C—55°C/60s 55°C/60 s 54,5°C—58°C/60 s 60°C/45 s 40°C/30 s
A0,1°C/Zyklus A0,1°C/Zyklus
5 72°C/120 s 72°C/120 s 72°C/90 s 72°C/180 s 73°C/60 s
6 72°C/600 s 72°C/600 s 72°C/600 s 73°C/600 s
7 4°Cloo 4°Clwo 4°Cleo 4°Clwo
Schritt P5 P6 P7 P8 P9
1 94°C/120 s 94°C/120 s 94°C/120 s 94°C/120 s 94°C/120 s
2 35 35 35 35 18
3 94°C/30 s 94°C/45 s 94°C/45 s 94°C/45 s 94°C/35s
4 40°C/40 s 42°C/30 s 52°C/30 s 50°C/30 s 55°C/45 s
5 72°C/150 s 72°C/240 s 72°C/240 s 72°C/180 s 72°C/720 s
6 72°C/600 s 72°C/600 s 72°C/600 s 72°C/600 s 72°C/600 s
7 4°Clewo 4°Cleo 4°Clwo 4°Clewo 4°Clwo

Die einzelnen Schritte haben folgende Bedeutung: 1: Aufschmelzen des Matrizen-DNA-Doppelstranges, 2:
Anzahl der Amplifizierungszyklen zwischen Schritt 3 und Schritt 5, 3: Aufschmelzen der Kopie-DNA-
Doppelstrange, 4: Binden der Oligonukleotide, 5: Verldngerung der Oligonukleotide, 6: Vervollstindigung aller
Strénge, 7: Pause. Temperaturdnderungen wurden mit einer Geschwindigkeit von A0,1°C/s durchgefiihrt.
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A2: Nukleotidsequenz der Gm4CL1-cDNA mit abgeleiteter Aminosiuresequenz
& I mENRAAAGTCGCAAAAATTCTCCTCCTACACCAACAAAAATGGCACCTTCTCCACAAGAAATCATCTTCCGATCCCCACTCCCC 80
M A P S P O E I I F R S P L P 15

N-terminales Peptid
Gm4CL1 [Ny Vel A TCCCCACACATCTCCCATTGTACTCTTACTGCTTCCAAAACTTGTCACAGTTCCATGACCGTCCATGCCT 160
p r p I P T H L P L Y S Y C F Q N L S Q F H D R P C L 42
Sall

GmACL1 CATCGACGGCGACACCGGCGAGACCCTCACCTACGCCGACEICGACETCGCTGCTCGCCGCATCGCCTCCCHUGRNTNSY 240
I b G DT G E T L T Y A DV DL A A R R I A S G L HZ26 68

4CL1-GSP2 4CL1-GSP1
Gm4CL1 nvvuldelelorVielele CCAGGGTGACGTCATCLY elsifeleifelesv-Xeee.V-Xe TGCCCGCAGTTCGCCCTCGCCTTCCTCGGCGCC 320
K 1 6 I R 9 G DV I MUL VL R NC P OQF A L A F L G A 95
Gm4CLl1 ACCCACCGTGGCGCCGTCGTCACCACAGCCAACCCCTTCTACACGCCGGCGGAGCTTGCGAAGCAAGCGACGGCCACGAA 400
T H R G A V V T T ANUPVF Y T P AE L A K QA T A T K 122
Gm4CL1 AACCAGGCTCGTCATAACGCAATCCGCGTACGTAGAGAAAATCAAGAGTTTCGCGGACAGCAGCAGCGATGTCATGGTGA 480
T R L v I T @ S A Y V E K I K s ¥ A D S S s D V M V 148

Peptid-S2
Gm4CL1 TGTGCATTGATGATGATTTTTCTTATGAAAACGACGGCGTTTTGCATTTCTCAACGCTCAGTAACGCCGACGAAACGGAA 560
M ¢ I D D D F S Y EN DGV L HF S T L S N A D E T E 175
Gm4CL1 GCCCCTGCCGTTAAGATTAACCCTGACGAGCTCGTTGCGCTTCCGTTTTCTTCTGGCACGTCTGGGCTCCCCAAGGGCGT 640
A P AV K I N P D E L V AL P F S S G T S G L P K G V 202
Gm4CL1 TATGTTATCGCATAAAAACTTGGTCACCACGATAGCGCAGTTAGTTGACGGCGAAAACCCGCACCAATACACTCACAGCG 720
M L S H K N L VT T I A Q L V D G E N P H Q Y T H S 228
Gm4CL1 AGGATGTGCTACTCTGTGTGTTGCCTATGTTTCATATCTATGCGCTCAATTCCATTTTGCTCTGCGGGATTCGTTCCGGT 800
E D VL L CV L P M F H I Y AL NS I L L C G I R S G 255
Gm4CL1 GCGGCCGTGCTTATTTTGCAGAAGTTTGAGATCACTACTCTGTTGGAGCTCATCGAGAAGTACAAGGTGACGGTTGCGTC 880
AA V L I L Q K F E I T T L L E L I E K Y K V T V A S 282
Gm4CL1 GTTTGTGCCGCCCATCGTTTTGGCGTTGGTTAAGAGCGGAGAGACTCATCGCTACGACCTGTCGTCTATTCGCGCTGTGG 960
¥ Vv p P I VL A L V K S G E T H R Y D L S S I R A V 308
Gm4CL1 TCACCGGCGCGGCACCCTTAGGAGGGGAACTTCAAGAAGCCGTTAAGGCTAGGCTACCACACGCTACTTTTGGACAGGGA 1040
v T G A A P L G G E L Q E AV KAIRTLPHA AT F G Q G 335
Gm4CL1 TATGGGATGACAGAAGCAGGACCACTTGCCATTAGCATGGCATTTGCAAAAGTACCCTCTAAGATTAAACCAGGTGCATG 1120
Yy 66 M T E A G P L A I S M A F A KV P S K I K P G A C 362
Gm4CL1 CGGAACCGTTGTGAGAAACGCCGAGATGAAAATCGTGGATACAGAAACGGGTGATTCACTTCCAAGAAACAAACACGGTG 1200
G T vV RN A EM K I VDT E T G D S L P R N K H G 388
Gm4CL1 AAATTTGCATAATAGGCACAAAGGTCATGAAAGGATATCTAAATGACCCAGAGGCTACAGAGAGAACTGTAGACAAAGAA 1280
E 1 ¢c 1 I G T K V M K GG Y L N D P E A T E R T V D K E 415
Peptid-S1

Gm4CL1 GGATGGTTACACACAGGAGATATTGGTTTCATTGATGATGATGATGAACTCTTCATTGTTGATCGGTTAAAGGAATTGAT 1360
G w L. ®H T G D I G F I DD DD E L F I V D R L K E L I 442
Gm4CL1 CAAATACAAAGGATTCCAAGTGGCTCCTGCTGAGCTTGAAGCATTGTTGATTGCCCACCCAAACATTTCTGATGCTGCCG 1440
K ¥y K G F Qg VA P AU EL EAUL L I A H P N I S D A A 468
Gm4CLl1 TTGTAGGCATGAAAGATGAAGCTGCAGGGGAAATTCCAGTTGCATTTGTTGTAAGGTCAAATGGTTCTGAGATAGCCGAG 1520
v v G M K D EAAGE I P V A F V VR S N G S E I A E 495
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Gm4CL1 GATGAAATCAAGAAATACATTTCACAACAGGTGGTTTTTTACAAGAGAATATGTAGAGTTTTCTTCACGGACTCTATTCC 1600
D E I K K Y I S 9 9 v Vv F Y K R I C R V F F T D s I P 522

Gm4CL1 TAAAGCACCCTCAGGCAAAATTCTGCGAAAGGTATTAACTGCAAGACTTAACGAAGGTTTGGTGGTGGCCAATTAGGTCC 1680
K A p s G K I L R K VL T AIRTULNUEGUL V V A N * 546

Gm4CL1 ATAATTGTGACAGAGGAAAATCGTGGCTGTTTTACTTACCGTACCACAGGCCCTTCCTGTTGTGGTTTTTGTTCCAATTT 1760

Gm4CL1 TATATCTCGTTATCAATATATATATATAATATGCAAGTATTGCATGAAAAAAAAAAAAAAARAAAA 1825

Abb. 28: Nukleotidsequenz der Gm4CL1-cDNA mit abgeleiteter Aminosduresequenz.

Die Lage des N-terminalen Peptids und der beiden internen Peptide S1 und S2 ist hellgrau markiert. Das mittels
5’-RACE-Methode amplifizierte 5'-Enden der Gm4CL1-Nukleotidsequenz ist unterstrichen dargestellt, wobei
der erginzte 5'-Bereich dunkelgrau unterlegt ist. Die dazu verwendeten Oligonukleotidprimer 4CL1-GSP1 und
4CL1-GSP2 sind schwarz markiert. Das 5°-RACE-Produkt und die aus der cDNA-Bank isolierte Gm4CL1-
Teilsequenz wurden {iber eine gemeinsame Sall-Restriktionsschnittstelle (Box) verkniipft. Das Stopcodon der
Nukleotidsequenz ist mit einem Stern gekennzeichnet.
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A3: Nukleotidsequenz der Gm4CL4-cDNA mit abgeleiteter Aminosiduresequenz
Gm4CL4 ACACCACACACGTAAACACATTCAGACACCACCATGATAACTCTAGCTCCTTCTCTTGATACTCCAAAAACTGATCAAAR 80
M I T L A P S L D T P K T D QO N 16
(€ IS CCAAGT TTCTGATCCCCAAACTAGCCATGTCTTCAAATCAAAATTACCAGATATCCCAATCTCCAACCACCTCCCTCTCCRENEN]
Q vs D P Q T S H V F K $S K L P D I P I S N H L P L 42
(& QWA CTCCTACTGCTTCCAGAACCTCTCCCAATTTGCCCACCGCCCTTGCCTCATCGTCGGACCCGCCTCCAAAACCTTCACCYI]
H s ¥y C F 0 NL S O F A HR P CL I V G P A S K T F T 769
(& QW TACGCCGACACCCACCTCATTTCCAGCAAGATCGCCGCCGGATTGTCCAACCTCGGAATCCTCAAGGGCGACGTCGTCATINCYAI)
Yy A D T H L I $ S K I A A G L S N L G I L K G D V vV M 796
(& QW IGCATCCTCCTCCAGAACTCCGCCGATTTCGTCTTCTCCTTCCTCGCCATCTCCATGATTGGCGCCGTCGCCACCACCGCCA A
I .. L. N S A D F V F S F L A I S M I G A V A T T A 122
Gm4CL4 elefoleyinfely-Ver.Nolelelofelolofeler ey Ueumer.v.elor Ney o) -(oleleh ol o{e).V -\ GCGAAGTTGATCATAACACAGGCAATGTAC 480
N P F Y T A P E I F K Q F T VS K A K L I I T Q A M Y 149

Sall
Gm4CL4 GTGGACAAGCTCCGCAACCACGACGGCGCGAAGCTCGGCGAGGACTTCAAGGTCGTAACCETCGACIATCCGCCGGAGARA 560
v D K L R N H D G AU XK L G E D VF KV V TV D D P P E N 176
Gm4CL4 TTGCCTCCACTTCTCTGTCCTCTCGGAGGCGAACGAGAGCGACGTGCCAGAGGTGGAGATCCACCCGGACGACGCGGTGG 640
¢c L H F s VL S E AN E S DV P E V E I H P D D A V 202
Gm4CL4 CGATGCCGTTCTCCTCCGGCACGACGGGTTTACCTAAAGGAGTGATTCTCACGCACAAGAGTTTAACCACGAGTGTGGCG 720
A M P F S S G T T G L P K GV I L T H K S L T T S V A 229
4CL16-GSP2
Gm4CL4 CAGCAAGTTGACGGAGAGAACCCTAACCTCTACCTCACCACCGAGGACeiNeaislsyiesielslelieloinielelelaafea TTTCACAT 800
o ¢ VD GGENZPNIL YL T T EDV L L C V L P L F H I 256
Gm4CL4 ATTCTCGCTCAACAGTGTGCTATTGTGCGCCCTCAGGGCGGGGAGTGCAGTTTTGTTGATGCAGAAGTTCGAGATCGGGA 880
F S L N S V L L C A L R A G S AV L L M Q K F E I G 282
Gm4CL4 CACTGCTGGAGCTGATACAGCGGCACCGAGTGTCGGTGGCGATGGTGGTGCCCCCGCTGGTGTTGGCGTTGGCAAAGAAT 960
T L. L E L I Q R H R V S V A M V V P P L V L A L A K N 309
Gm4CL4 CCGATGGTGGCGGATTTTGACCTGAGTTCAATACGGTTAGTGCTGTCCGGAGCTGCTCCCTTGGGGAAGGAGCTCeXeerl 1040
p M V ADUVF DL S S I RL VL S GAAUP UL G K E L E E 336
4CL16-GSP1

Gm4CL4  [clelaieifelelele).VXINCGATGCCTCAAGCTGTTTTGGGACAGGGTTACGGGATGACAGAAGCAGGGCCAGTGCTGTCCATGT 1120
A L R N R M P Q A V L G Q0 G Y G M T E A G P V L S M 362
Gm4CL4 GCTTGGGCTTTGCAAAGCAACCTTTCCAAACAAAATCAGGCTCTTGTGGTACCGTAGTCAGAAATGCAGAACTCAAGGTT 1200
c L G F A K Q P F QO T K S G s ¢C G TV V R N A E L K V 389
Gm4CL4 GTTGACCCTGAAACTGGTCGTTCTCTTGGCTACAATCAACCCGGTGAAATTTGCATCCGAGGGCAACAGATCATGAAAGG 1280
v D P E T G R S L G Y N QP G E I C I R G Q O I M K G 416
Gm4CL4 ATATCTGAACGATGAGGCAGCGACAGCATCGACCATAGATTCAGAGGGTTGGCTTCACACCGGTGATGTTGGCTACGTAG 1360
Yy L. N D E A A T A S T I DS E G W L H T G D V G Y V 442
Gm4CL4 ATGATGATGACGAAATTTTCATTGTTGACAGGGTGAAGGAACTCATCAAATATAAAGGCTTCCAGGTGCCCCCTGCAGAA 1440
p b b bDE I ¥ I VDRV KE L I K Y K G F Q V P P A E 469
Gm4CL4 CTTGAAGGGCTTCTTGTAAGCCATCCCTCCATTGCAGATGCAGCTGTTGTCCCACAAAAGGATGTTGCTGCTGGTGAAGT 1520
L £E 6 L LV S H?P S I A DA AW AV V P Q K D V A A G E V 496
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Gm4CL4 TCCTGTTGCCTTCGTTGTGAGATCAAACGGCTTTGATCTAACTGAAGAGGCTGTAAAAGAGTTTATAGCTAAACAGGTAG 1600

P VAFVVRSDNGTFTDTILTTETEH AVI KTETFTIATZEKOQ V 522

GmACL4 TGTTTTACAAAAGACTGCACAAAGTTTATTTTGTTCATGCTATTCCCAAGTCTCCATCAGGAAAGATATTAAGGAAAGAC 1680

V F Y KR L HK VY F V HATIUPZ K S P S G K I L R K D 549

Gm4CL4 CTCAGAGCAAAGCTAGAARACCGCCGCCACTCAGACGCCTTAAAGGCTAGCTAGAACCTGCCCCCTTTTTTCTTGGCAATA 1760

L R A K L ETAA AT Q T P * 562

Gm4CL4 TTTTCCTTATTTTTTATTTATATTATTGGTTTCACACGTGTAATTTACGTATCAATGCTTCACGGCATTAAGCCAATCCG 1840

GmACL4 AGAAGCAGTTGCACTTACGTATAATCATTGTATTTTTATGTCCATTGTCCACCACCATGTCTGTATTGTGGTTTTAGATC 1920
Gm4CL4 ACTAATTTTCGAGACCTTGTA 1941

Abb. 29: Nukleotidsequenz der Gm4CL4-cDNA mit abgeleiteter Aminoséduresequenz.
Das mittels 5'-RACE-Methode amplifizierte 5 -Enden der Gm4CL4-Nukleotidsequenz ist unterstrichen, wobei
der bisher fehlende 5°-Bereich grau unterlegt ist. Die dazu verwendeten Oligonukleotidprimer 4CL16-GSP1 und
4CL16-GSP2 sind schwarz markiert. Das 5'-RACE-Produkt und die von Uhlmann und Ebel (1993) isolierte
GmA4CLA4-Teilsequenz (Gm4CL16) wurden iiber eine gemeinsame Sa/l-Restriktionsschnittstelle (Box) verkniipft.
Das Stopcodon der Nukleotidsequenz ist mit einem Stern gekennzeichnet.
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A4: Vergleich einiger 4CL-Aminosiuresequenzen

Gm4CLl  ——————m————mmm MAPSPQEITFRSPLPDIPIPTHLPLYSYCFONLSQFHDRPCLIDGDTGETLTYAD
Gm4CL2 ~ ————————— MADDGSRRELIFRSKLPDIYIPKHMPLHSYCFENLRECGSRPCLINAPTGDVYSYHE
GmACL3 -MTTVAASLDAKEVSTSKTDONQVCDCDPQTSHVFKSKLPDIPISNHLPLHAYCFQKLSQFSDRPCLIVGPAAKTYTYSE
At4CLl  —===————- MAPQEQAVS-QVMEKQSNNNNSDVIFRSKLPDIYIPNHLSLHDYIFQONISEFATKPCLINGPTGHVYTYSD
At4CL2  ——==————— MTTQDVIVNDONDQKQCSN---DVIFRSRLPDIYIPNHLPLHDYIFENISEFAAKPCLINGPTGEVYTYAD
At4CL3 MITAALHEPQIHKPTDTSVVSDDVLPHSPPTPRIFRSKLPDIDIPNHLPLHTYCFEKLSSVSDKPCLIVGSTGKSYTYGE
Lp4CL1 MITVAAPEVQQOPQIAAAAAA---VEAAAPEATTIFRSRLPDIDIPTHMPLHDYCFATAASAPDAPCLITAATGKTYTFEFAE
Nt4CLl  —=—=——————————————— MPMETTTETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENISEFSSRPCLINGANDQIYTYAE
Pc4CLl  ———————————————————=— MGDCVAPKE--DLIFRSKLPDIYIPKHLPLHTYCFENISKVGDKSCLINGATGETFTYSQ
Popt4CLl ——————————————————————————— MNPQEFIFRSKLPDIYIPKNLPLHSYVLENLSKHSSKPCLINGANGDVYTYAD
Pt4CLl == ———————— MANGIKKVEHLYRSKLPDIEISDHLPLHSYCFERVAEFADRPCLIDGATDRTYCFSE
St4CLl  ——=————————————————— MPMDTETKQSGDLIFRSKLPDIYIPKHLPLHSYCFENLSEFNSRPCLIDGANDRIYTYAE
Poph4CLl ————==———————————————— MEAKNDQAQEFIFRSKLPDIHIPNHLPLHTYCFENLSRFKDNPCLINGPTGEIHTYAE

R T NI * % x +

Gm4CL1 VDLAARRIASGLHKIGIRQGDVIMLVLRNCPQFALAFLGATHRGAVVTTANPFYTPAELAKQATATKTRLVITQSAYVEK

Gm4CL2 VDSTARKVARGLKKEGVEQGQVIMILLPNCPEFVEFSFLGASHRGAMATAANPFFTPAETIAKQAHASNAKLLITQASYYDK
Gm4CL3 THLISRKIAAGLSNLGIRKGDVVMILLONSAEFVFSFLAASMIGAVATTANPFYTAAEIFKQFTVSKAKLIITQAMYVDK
At4CLl VHVISRQIAANFHKLGVNONDVVMLLLPNCPEFVLSFLAASFRGATATAANPFFTPAETAKQAKASNTKLIITEARYVDK
At4CL2 VHVTSRKLAAGLHNLGVKQHDVVMILLPNSPEVVLTFLAASFIGAITTSANPFFTPAEISKQAKASAAKLIVTQSRYVDK
At4CL3 THLICRRVASGLYKLGIRKGDVIMILLONSAEFVFSFMGASMIGAVSTTANPFYTSQELYKQLKSSGAKLITITHSQYVDK
Lp4CL1 THLLCRKAAAALHGLGVRHGDRIMLLLONSVEFALAFFGASMLGAVSTAANPFCTPQEIHKQLVASGAKLVVTQSAYVDK
Nt4CL1 VELTCRKVAVGLNKLGIQQKDTIMILLPNSPEFVFAFMGASYLGAISTMANPLEFTPAEVVKQAKASSAKITIITQSCEVGK
Pc4CL1 VELLSRKVASGLNKLGIQQGDTIMLLLPNSPEYFFAFLGASYRGAISTMANPFFTSAEVIKQLKASQAKLIITQACYVDK
Popt4CL1 VELTARRVASGLNKIGIQQGDVIMLFLPSSPEFVLAFLGASHRGAMITAANPFSTPAELAKHAKASRAKLLITQACYYEK
Pt4CL1 VELISRKVAAGLAKLGLQQGQVVMLLLPNCIEFAFVFMGASVRGAIVTTANPFYKPGEIAKQAKAAGARIIVTLAAYVEK
St4CL1 VELTSRKVAVGLNKLGIQQKDTIMILLPNCPEFVFAFIGASYLGAISTMANPLEFTPAEVVKQAKASSAKIVITQACFAGK
Poph4CL1 VELTSRKVASGLNKLGIKQGDVILLLLONSPEFVFAFLGASIIGAISTTANPFYTPAEVAKQATASKAKLIITQAVYAEK
*p Kk * 4 +++ * + 4+ Kk kd kx Kk kkk *g oKk FH++* + +*
M1
Gm4CL1 IKSFADSS---SDVMVMCIDDDFS-YENDGVLH----FSTLSNADET---EAPAVKINPDELVALPFSSGTSGLPKGVML
Gm4CL2 VKDLR-——-—-——-— DIKLVEFVD----- SCPPHTEEKQHLHFSHLCEDNGDADVDVDVDIKPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
Gm4CL3 LRNHDDGAKLGEDFKVVTVDDP-—--- PENCLH----FSVLSEANESD---APEVDIQPDDAVAMPFSSGTTGLPKGVVL
At4CLl IKPLONDD----GVVIVCIDDNESVPIPEGCLR----FTELTQSTTEASEVIDSVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
At4CL2 IKNLOND=—-—-- GVLIVTTD---SDAIPENCLR----FSELTQSEEPRVDSIP-EKISPEDVVALPFSSGTTGLPKGVML
At4CL3 LKN-—-———— LGENLTLITTDEPT----PENCLP----FSTLITDDETNP-FQETVDIGGDDAAALPFSSGTTGLPKGVVL
Lp4CL1 LRHEAFP-RIGEALTVITIDEDDG--TPDGCQP----FWALVSAADENS--VPESPISPDDAVALPYSSGTTGLPKGVVL
Nt4CLl VKDYASE----NDVKVICID----— SAPEGCLH----FSELTQSDE---HEIPEVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
Pc4CL1 VKDYAAE----KNIQIICID----- DAPQDCLH----FSKLMEADE---SEMPEVVINSDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
Popt4CL1 VKDFARE----SDVKVMCVD----- SAPDGAS----LFRAHTQADE---NEVPQVDISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
Pt4CL1 LADLQSH-—---- DVLVITIDD----APKEGCQH----ISVLTEADET---QCPAVKIHPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
St4CL1 VKDYAIE----NDLKVICVD--—--— SVPEGCVH----FSELIQSDE---HEIPDVKIQPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
Poph4CL1l VQEFVKEN---VHVKIVIVD----- SPPENYLH----FSELTNSDE---DDIPAVEINPDDVVALPYSSGTTGLPKGVML
+ ++  * K b KRR p R AR LRk R Rk KKk
M2 M3

Gm4CL1 SHKNLVTTIAQLVDGENPHQYTHS-EDVLLCVLPMFHIYALNSILLCGIRSGAAVLILOKFEITTLLELIEKYKVTVASE
Gm4CL2 SHKGLVTSIAQQVDGDNPNLYYHC-HDTILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRAKATILLMPKFDINSLLALTIHKHKVTIAPV
Gm4CL3 THKSLTTSVAQQVDGENPNLYLTT-EDVLLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGSAVLIMOKFEIGTLLELIQRHRVSVAMV
At4CLl THKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHS-DDVILCVLPMFHIYALNSIMLCGLRVGAAILIMPKFEINLLLELIQRCKVTVAPM
At4CL2 THKGLVTSVAQQVDGENPNLYEFNR-DDVILCVWPMFHIYALNSIMLCSLRIGATILIMPKFEITLLLEQIQRCKVTVAMV
At4CL3 THKSLITSVAQQVDGDNPNLYLKS-NDVILCVLPLFHIYSLNSVLLNSLRSGATVLLMHKFEIGALLDLIQRHRVTIAAL
Lp4CL1 THGGLVSSVAQQVDGENPNLHMRAGEDVVLCVLPLFHIFSLNSVLLCALRAGAAVMLMPRFEMGAMLEGIERWRVTVAAV
Nt4CLl1 THKGLVTSVAQQVDGENANLYMHS-EDVLMCVLPLFHIYSLNSILLCGLRVGAAILIMQKFDIAPFLELIQKYKVSIGPF
Pc4CL1 THKGLVTSVAQQVDGDNPNLYMHS-EDVMICILPLFHIYSLNAVLCCGLRAGVTILIMOKFDIVPFLELIQKYKVTIGPFE
Popt4CL1 THKGLITSVAQQVDGDNPNLYFHS-EDVILCVLPMFHIYALNSMMLCGLRVGASILIMPKFEIGSLLGLIEKYKVSIAPV
Pt4CL1 THKGLVSSVAQQVDGENPNLYFHS-DDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCALRAGAATLIMOKEFNLTTCLELIQKYKVTVAPT
St4CL1 THKGLVTSVAQQVDGENANLYMHS-DDVLMCVLPLFHIYSLNSVLLCALRVGAAILIMQKFDIAQFLELI PKHKVTIGPF

Poph4CL1 THKGLVTSVAQQVDGENPNLYFHE-KDVILCVLPLFHIYSLNSVLLCGLRVGSAILLMQKFEIVTLMELVQKYKVTIAPF
FE K Rk kkkpk 4 4 KoopR b Kk kKR kbdd e S S S S

55
57
79
70
68
80
77
62
58
53
57

58

135
137
159
150
148
160
157
142
138
133
137
140
138

204
205
227
222
215
225
228
206
202
197
201
204
203

283
284
306
301
294
304
308
285
281
276
280
283
282



Anhang 123
M4 M5 M6
Gm4aCL1 VPPIVLALVKSGETHRYDLSSIRAVVTGAAPLGGELQEAVKARLPHATFGQGYGMTEAGP-LAT SMAFAKVPSKIKPGAC 362
Gm4CL2 VPPIVLAISKSPDLHKYDLSSIRVLKSGGAPLGKELEDTLRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLTMSLAFAKEPTDVKPGAC 364
GmA4CL3 VPPLVLALAKNPMVADFDLSSTRLVLSGAAPLGKELVEALRNRVPQAVL.GQGYGMTEAGPVLSMCLGFAKQPFPTKSGSC 386
At4CL1 VPPIVLATAKSSETEKYDLSSTRVVKSGAAPLGKELEDAVNAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMSL.GFAKEPFPVKSGAC 381
At4CL2 VPPIVLATAKSPETEKYDLSSVRMVKSGAAPLGKELEDATSAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGAC 374
At4CL3 VPPLVIALAKNPTVNSYDLSSVRFVLSGAAPLGKELQDSLRRRLPQATLGOGYGMTEAGPVLSMSLGFAKEPTPTKSGSC 384
IpACL1 VPPLVLALAKNPGVEKHDLSSTRIVLSGAAPLGKELEDALRGRL.PQATFGQGYGMTEAGPVLSMCPAFAREPTPAKSGSC 388
Nt4cLl VPPIVLATAKSPIVDSYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRTKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGAC 365
Pc4CL1 VPPIVLATAKSPVVDKYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPYETKSGAC 361
Popt4CL1l VPPVMMAIAKSPDLDKHDLSSLRMIKSGGAPLGKELEDTVRAKFPOARLGOGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKPGAC 356
Pt4cLl VPPIVLDITKSPTVSQYDVSSVRI IMSGAAPLGKELEDALRERFPKATFGQGYGMTEAGPVLAMNLAFAKNPFPVKSGSC 360
stacrl VPPIVLATAKSPLVDNYDLSSVRTVMSGAAPLGKELEDAVRAKFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFDIKSGAC 363
Poph4CL1 VPPVVLAVAKCPVVDKYDLSSIRTVMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYGMTEAGPVLSMCLAFAKEPFEIKSGAC 362
kK pp4 4 * hpkkpk p 4k kkpk Kk 4L L L Kk Kk kkkkkkkkkkk Kk kx4 ok * kg
M7 M8
Gm4CL1 GTVVRNAEMKIVDTETGDSLPRNKHGEICIRGTKVMKGY LNDPEATERTVDKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELT 442
GmACL2 GTVVRNAEMKIVDPETGHST,PRNQSGETCIRGDQIMKGYLNDGEATERT I DKDGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELT 444
GmACL3 GTVVRNAELRVVDPETGRSLGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDEKATALT IDSEGWLHTGDVGYVDEDDETIFIVDRVKELT 466
At4CL1 GTVVRNAEMKIVDPDTGDSLSRNQPGEICIRGHQIMKGY LNNPAATAETIDKDGWLHTGDIGLIDDDDELFIVDRLKELT 461
At4CL2 GTVVRNAEMKILDPDTGDSLPRNKPGEICIRGNQIMKGYLNDPLATASTIDKDGWLHTGDVGFIDDDDELFIVDRLKELT 454
At4CL3 GTVVRNAELKVVHLETRLSLGYNQPGEICIRGQQIMKEYLNDPEATSATIDEEGWLHTGDIGYVDEDDEIFIVDRLKEVI 464
IpACL1 GTVVRNAQLKVVDPDTGVSLGRNLPGETCIRGPQIMKGYLNDPVATAAT I DVEGWLHTGDIGYVDDDDEVFIVDRVKELT 468
Nt4cLl GTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGETICIRGDQIMKGYLNDPEATTRT I DKEGWLHTGDIGFIDEDDELFIVDRLKELT 445
Pc4cL1 GTVVRNAEMKIVDPETNASLPRNQRGEICTIRGDQIMKGYLNDPESTRTTIDEEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKETIT 441
Popt4CL1l GTVVRNAEMKIVDPETGVSLPRNQPGEICIRGDQIMKGYLNDPEATSRTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELI 436
Pt4cLl GTVVRNAQTKILDTETGESLPHNQAGETCIRGPEIMKGY INDPESTAAT I DEEGWLHTGDVEY IDDDEETFIVDRVKETT 440
stacrl GTVVRNAEMKIVDPDTGCSLPRNQPGETICIRGDQIMKGYLNDPEATART IEKEGWLHTGDIGFIDDDDELFIVDRLKELT 443
Poph4CL1 GTVVRNAEMKIVDPDTGRSLPRNQSGEICIRGSQIMKGYLNDPEATERTVDNDGWLHTGDIGYIDGDDELFIVDRLKELT 442
hkkkhkkkp b pd Kk kk Kk kkkkkkk fpkk kpkp Lk kpd prkkkkkkkp  pk Kpkpkhkkkk kKL
Gm4CL1 KYKGFQVAPAELEALLTAHPNISDAAVVGMKDEAAGE I PVAFVVRSN-GSETAEDETKKYISQQVVFYKRICRVFFTDST 521
Gm4CL2 KYKGFQVAPAELEALLLTHPKISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVISNGYTDTTEDE TKQFISKQVVFYKRINRVFFIDAT 524
GmACL3 KYKGFQVPPAELEGLLVSHPSTADAAVVPOKDVAAGEVPVAFVVRSN-GFDLTEEAVKEFTAKQVVEYKRLHKVYFVHAT 545
At4CL1 KYKGFQVAPAELEALLIGHPDITDVAVVAMKEEAAGEVPVAFVVKSK-DSELSEDDVKQFVSKQVVEYKRINKVFFTEST 540
At4CL2 KYKGFQVAPAELESLLIGHPEINDVAVVAMKEEDAGEVPVAFVVRSK-DSNISEDETKQFVSKQVVFYKRINKVFFTDST 533
At4CL3 KFKGFQVPPAELESLLINHHSIADAAVVPONDEVAGEVPVAFVVRSN-GNDITEEDVKEYVAKQVVFYKRLHKVFFVAST 543
IpaCL1 KFKGFQVPPAELEALLIAHPSTADAAVVPQOKDDAAGEVPVAFVVRAA-DSDTAEEATKEFVSKQVVEYKRLHKVYFTHAT 547
Nt4cLl KYKGFQVAPAETIEALLLNHPNISDAAVVPMKDEQAGEVPVAFVVRSN-GSAITEDEVKDFISKQVIFYKRVKRVFFVETV 524
Pc4cLl KYKGFQVAPAELEALLLTHPTISDAAVVPMIDEKAGEVPVAFVVRTN-GFTTTEEE TKQFVSKQVVFYKRIFRVFFVDAT 520
Popt4CL1 KYKGFQVAPTELEALLIAHPEISDAAVVGLKDEDAGEVPVAFVVKSE-KSQATEDEIKQYISKQVIFYKRIKRVFFIEAT 515
Pt4cLl KYKGFQVAPAELEALLVAHPSTADAAVVPQKHEEAGEVPVAFVVKSS--ETS-EQETKEFVAKQVIFYKKTHRVYFVDAT 517
stacrl KYKGFQVAPAELEALLINHPDISDAAVVPMIDEQAGEVPVAFVVRSN-GSTITEDEVKDFISKQVIFYKRIKRVFFVETV 522
Poph4CL1 KYKGFQVAPAELEAMLIAHPDISDCAVVPMKDEAAGEVPIAFVVRAN-GSKITEDEIKQYISKQVVFYKRISRVFFTEAT 521
*+***** * *+* +*+ * * kK kx ***+*+**** * +* ++++**+***++ +~k+* +
Gm4CL1 PKAPSGKILRKVLTARLNEGLVVAN=-==-==-----~ 546
Gm4CL2 PKSPSGKILRKDLRAKIAASVPK-——==-==--=——= 547
Gm4CL3 PKSPSGKILRKDLRAKLETAATQTP———-----——~ 570
At4CL1 PKAPSGKILRKDLRAKLANGL,~———=====---——~ 561
At4CL2 PKAPSGKILRKDLRARLANGLMN-—========~—~ 556
At4CL3 PKSPSGKILRKDLKAKLC-=====—=====—————- 561
Lp4CL1 PKSASGKILRKELRAKLAAPATA-—————=-————~ 570
Nt4CL1 PKSPSGKILRKDLRARLAAGYPN-——=—===-————~ 547
Pc4CL1 PKSPSGKILRKDLRARIASGDLPK——=======——~ 544
Popt4CL1 PKAPSGKILRKNLKEKLPGI-=-=----=======--— 535
Pt4CL1 PKSPSGKILRKDLRSRLAAK-—-—————=--————~ 537
St4cLl PKSPSGKILRKDLRARLAAGT SN-——=-==--———~ 545
Poph4CL1 PKAPSGKILRKDLRARLATGDFLIKFQHDTYMQKQQ 557

K*h 4 kA kkhkkk oKk ++

Abb. 30: Vergleich einiger 4CL-Aminosduresequenzen.
Der Aminoséduresequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W 2.0 durchgefiihrt. Die
innnerhalb der SdR konservierten Motive der 4CLs sind grau unterlegt (M1-MS8). Das Motiv M1 entspricht der
Box I, das Motiv M8 entspricht der Box II. Die mittels Gm4CL1/Gm4CL3-Hybridenzyme ermittelte
Substratspezifitit determinierende Region (SdR) der 4CL ist durch Pfeile gekennzeichnet.
- eingefiigte Liicken (Gaps), um die Sequenzihnlichkeiten zu maximieren

* ! identische Aminoséuren

+ : dhnliche Aminosduren
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Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Gm4CL-Isoformen von der
Konzentration verschiedener Zimtsaurederivate
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Anhang
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Abb. 31: Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration verschiedener Zimtséurederivate
fir die rekombinanten Gm4CL1 (A), Gm4CL2 (B), Gm4CL3 (C), Gm4CL4 (D) Gm4CL2dV345 (E) und
Gm4CL3dV367 (F) nach direkter Auftragung der MeBpunkte.

Fir die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten der rekombinanten 4CL-Isoformen wurde jeweils
bakterieller Rohextrakt im spektralphotometrischen Test eingesetzt. Die K- und V ,,,-Werte wurden mit Hilfe
der Regressionsgleichung fiir rechtwinklige Hyperbeln ermittelt. Jeder MeBpunkt stellt einen Mittelwert aus
mindestens drei Messungen dar. Zur Berechung der rel. V,,,-Werte dienten die angegebenen V..-Werte der
verschiedenen Isoenzyme fiir 4-Cumarséure als Bezugsgrofie (100%).

Ausnahmen: Die K, -Werte der Gm4CL1, Gm4CL4 und Gm4CL3dV367 wurden fiir die verschiedenen
Zimtsdurederivate mit unterschiedlichen Extrakten bestimmt. Da die Isoenzyme gegeniiber 4-Cumarséure sehr
niedrige K,,,-Werte besitzen (< 40 uM) wurde zur Berechnung der rel. V,,,,-Werte fiir jeden Extrakt die Aktivitit
mit 500 uM 4-Cumarsédure als V,,-Wert fiir 4-Cumarsdure verwendet. Die verschiedenen Extrakte zeigten
folgende Aktivitdten mit 500 uM 4-Cumarsdure: Extrakt zu Bestimmung der kinetischen Daten der Gm4CL1 fiir
Zimtsdure: 100 nkat/l. Extrakt zu Bestimmung der kinetischen Daten der Gm4CL4 fiir Kaffeesdure: 37 nkat/l.
Extrakt zu Bestimmung der kinetischen Daten der Gm4CL2dV345G318Q321 fiir Sinapinsdure: 53 nkat/l.
Extrakt zu Bestimmung der kinetischen Daten der Gm4CL2dV345Q321 fiir Sinapinséure: 52 nkat/l. Extrakt zu
Bestimmung der kinetischen Daten der Gm4CL3dV367 fiir Zimtsdure und Kaffeesdure: 90 nkat/l. Extrakt zu
Bestimmung der kinetischen Daten der Gm4CL3dV367 fiir Sinapinsdure: 265 nkat/1.
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A6:

Gm4CL1
Gm4CL2
Gm4CL3
At4CL1
At4CL2
At4CL3
PpLuc

BbPheA
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BbPheA

Vergleich der Aminosauresequenzen einiger 4CLs, PheA und Luciferase

———————————— MAPSPQE-—-—-—-—-—-—---IIFRSPLPDIPIPTHLP--LYSYCFONLSQFHDRPCLIDGDTGETLT
———————————— MADDGSRR--E----------LIFRSKLPDIYIPKHMP--LHSYCFENLRECGSRPCLINAPTGDVYS
--MTTVAASLDAKEVSTSKTDQNQVCDCDPQTSHVFKSKLPDIPISNHLP--LHAYCFQKLSQFSDRPCLIVGPAAKTYT
MAPQEQAVS-QVMEKQSNNNNSD-—-——--—-——-— VIFRSKLPDIYIPNHLS--LHDYIFQNISEFATKPCLINGPTGHVYT
MTTQDVIVNDONDQKQCSN—-—-D-——-—=———— VIFRSRLPDIYIPNHLP--LHDYIFENISEFAAKPCLINGPTGEVYT
-MITAALHEPQIHKPTDTSVVSDDVLPHSPPTPRIFRSKLPDIDIPNHLP--LHTYCFEKLSSVSDKPCLIVGSTGKSYT
————————————— MEDAKN---------—------IKKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVNIT
—-MVNSSKSILIHAQNKNGTHEEE--—--——— QYLFAVNNTKAEYPRDKT--THQLFEEQVSKRPNNVAIVCE--NEQLT

+ + +

YADVDLAARRIASGLHKIGIRQGDVIMLVLRNCPQFALAFLGATHRGAVVTTANPFYTPAELAKQATATKTRLVITQSAY
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Gm4CL1 [}/ DRLKELIKYKGFQVAPAELEALLIAHPNTSDAAVVGMKDEAAGE I PVAFVVRSN-GSETAEDE IKKY ISQQVVEYKRT 512
Gm4CL2 [[VDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLLTHPKISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVISNGYTDTTEDEIKQFISKQVVFYKRI 515
GmACL3 [[VDRVKELIKYKGFQVPPAELEGLLVSHPSIADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSN-GFDLTEEAVKEFIAKQVVEYKRL 536
At4CL1 [[VDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLIGHPDITDVAVVAMKEEAAGEVPVAFVVKSK-DSELSEDDVKQFVSKQVVEFYKRI 531
At4CL2 [[VDRLKELIKYKGFQVAPAELESLLIGHPEINDVAVVAMKEEDAGEVPVAFVVRSK-DSNISEDEIKQFVSKQVVFYKRI 524
At4CL3 [[VDRLKEVIKFKGFQVPPAELESLLINHHSIADAAVVPQONDEVAGEVPVAFVVRSN-GNDITEEDVKEYVAKQVVFYKRL 534
PpLuc [[VDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEH-GKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKL 512
BbPheA YL GRIDNQVKIRGHRVELEEVESILLKHMY I SETAVSVHKDHQEQPYLCAYFVSEK---HIPLEQLRQFSSEELPTYMIP 501
St L S L S e S E T + * ok + o+ o+ ++
2
Gm4CL1 C-RVFFTDSIPKAPSGRIILRKVL-—-————-————-——- TARLNEGLVVAN--—-—-——-——- 546
Gm4CL2 N-RVFFIDAIPKSPS LRKDL-——=———————————— RAKIAASVPK--—-—-—————-—-—-——— 547
GmACL3 H-KVYFVHAIPKSPSGRJILRKDL-——————————————— RAKLETAATQTP--—-————-——— 570
At4CL1 N-KVFFTESIPKAPSGKI LRKDL-—-——-—-————-——— RAKLANGL----—-—-————-——— 561
At4CL2 N-KVFFTDSIPKAPSGKI LRKDL-—-——-—-————-——- RARLANGLMN-———-—-————-——- 556
At4CL3 H-KVFFVASIPKSPS LRKDL-——=—=—————————— KAKLC--—-———————————————— 561
PpLuc RGGVVEVDEVPKGLTGRILDARKI - ——————————————— REILIKAKKGGKSKL-———-—-—-- 550
BbPheA S-YFIQLDKMPLTSNGKII DRKQLPEPDLTFGMRVDYEAPRNEIEETLVTIWQDVLGSHHHHHH 563
+% Rty o+ o+ +

Abb. 32: Vergleich der Aminosduresequenzen einiger 4CLs, PheA und Luciferase.

Der Sequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W 2.0 durchgefiihrt und per Hand
korrigiert. Die innnerhalb der SdR konservierten Motive der 4CLs sind grau unterlegt (M1-M8). Aminoséuren,
die bei PheA an der Bildung der Substratbindtasche beteiligt sind (Conti et al., 1997), sind zusammen mit den
dazu korrespondierenden Aminosiuren der Luciferase und der 4CLs mit Késtchen markiert.

® : Aminosiduren, die bei PheA die Bindetasche fiir Phenylalanin bilden

[0 : Aminosiuren, die bei PheA die Bindetasche fiir AMP bilden

- eingefligte Liicken (Gaps), um die Sequenzidhnlichkeiten zu maximieren
* :identische Aminosduren

+ : dhnliche Aminosduren



Anhang 131
AT: Vergleich von Aminosauresequenzen einiger Adenylat-bindender Enzyme
Gm4CLl ~ —————-mmmmm e m— MAP--SPQEITFRSPLPD-IPIPTHLPLYSYCFQNLSQFHDR--PCLID 44
Gm4CL2  ——————mmmm e — MADDGSRRELIFRSKLPD-IYIPKHMPLHSYCFENLRECGSR--PCLIN 46
Gm4CL3  ————————— MTTVAASLDAKEVSTSKTDONQVCDCDPQTSHVFKSKLPD-IPISNHLPLHAYCFQKLSQFSDR--PCLIV 68
BbPheA  -——-——————————————— MVNSSKSILIHAQNKNGTHEEEQYLFAVNNTKAEYPRDKTIHQLFEEQVSKRPNN--VAIVC 60
PpLuc —mmmmmmm oo oo o —————— o MED----AKNIKKGPAPF-YPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTD 44
Ps4CbL, == —— oo oo oo MQTVNELLRRAATRAPDH--CALAD 23
BSAS = s e oo oo MSELIHCTIGRLLEQTAAAYPDQ--EAVVY 28
BsAL ~  ————mmm—————- MNLKALPAIEGDHNLKNYEETYRHFDWAEAEKHFSWHETGKLNAAYEAIDRHAESFRKNKVALYYKD 67
DrAL MDPALLTTPLVSPTDALKKTAPVTPERAQQLRDMPAGDYWLSVASELTWDVPPTTALEGTFGDFQYFPGAKGNVSVNCLD 80
PcPhal,,  —-———————————————————————————— MVFLP---PKESGQLDPIPDNIPISEFMLNERYGRVRHASSRDP-YTCGIT 47
ScPCS W ——-mmmmm e MTSAATVTASENDTFSVSDN--VAVIV 25
Gm4CL1 GDTGETLTYA-—-—-——————————— DVDLAARRIASGLHKI-—-——--- GIRQGDVIMLVLRNCPQFALAFLGATHRGAVVTT 104
Gm4CL2 APTGDVYSYH-—-——-—==——————— EVDSTARKVARGLKKE-—---- GVEQGQVIMILLPNCPEFVEFSFLGASHRGAMATA 106
Gm4CL3 GPAAKTYTYS--—-—-——————-—-——-— ETHLISRKIAAGLSNL-—----- GIRKGDVVMILLONSAEFVESFLAASMIGAVATT 128
BbPheA E--NEQLTYH-----————————— ELNVKANQLARIFIEK------ GIGKDTLVGIMMEKSIDLFIGILAVLKAGGAYVP 118
PpLuc AHIEVNITYA----—-—-—-—-—————— EYFEMSVRLAEAMKRY-—-—---- GLNTNHRIVVCSENSLQFFMPVLGALFIGVAVAP 104
Ps4CbL PARGLRLTHA---——====—=———— ELQTRVEAVAARLHAD-—----— GLRPQQRVAVVAPNSADVVIAILALHRLGAVPAL 83
BsAS PDRNLRYTYV-===—————————— QFNRLCRQTAKGLMGM—-—---—-- GIGKGDHVAIWASNIPEWLAAQFATAKIGAVLVT 88
BsAL AKRDEKYTFK--=======-————— EMKEESNRAGNVLRRYG----- NVEKGDRVFIFMPRSPELYFIMLGAIKIGAIAGP 128
DrAL RHPKNRVALYYEREDGLKETWSYGDLTDATARFAAALQDL-—-———— GVDKGDRVAIYLSNVPEAFIATHACYRIGAIYSV 154
PcPhalL GKSYSSKEVAN-—-——————————— RVDSLARSLSKEFGWAPN---EGSEWDKTLAVFALNTIDSLPLFWAVHRLGGVLTP 111
ScPCS PETDTQVTYR-—-———————=————— DLSHMVGHFQTMFTNPNSPLYGAVFRODTVAISMRNGLEFIVAFLGATMDAKIGAP 91

+ + o+ *
Gm4CL1 ANPFYTPAELAKQATATKTRLVITQSAY-—-————-———— VEKIKSFAD---SSS-DVMVMCIDDDFSYEND--G-VLHF 165
Gm4CL2 ANPFFTPAEIAKQAHASNAKLLITQASY————-———-——-— YDKVKDLR-—-——-—— DIKLVFVDSCPPHTEE--KQHLHF 164
Gm4CL3 ANPFYTAAEIFKQFTVSKAKLIITQAMY-—————————-— VDKLRNHDDGAKLGE-DFKVVTVDDPPEN-——--—~— CLHF 188
BbPheA IDIEYPKERIQYILDDSQARMLLTQKHL—-—-————-——-— VHLIHNIQ--—--—-—-- FNGQVEIFEEDT-—--—- IKIR 170
PpLuc ANDIYNERELLNSMNISQPTVVFVSKKG-—-——-—-———— LOKILNVOKKLPITIQ-KITIMDSKTDYQGFQS--MYTFVT 169
Ps4CbL LNPRLKSAELAELIKRGEMAAAVIAVGQ-——-——-—-—-——-— QVADTIFQ---SGS-RAQIIFLGDLVRDG-E--PCDSYG 143
BSAS VNTNYQSQELDYLLRQSDADALIVMNSYRGTSYTEILNSLIPELKEAEPGHLOSE-RYPCLKTLIYIGEKRL--PGMYHW 165
BsAL LFEAFMEGAVKDRLENSEAKVVVTTPEL--—-————-——— LERIPVDK----LPH-LQHVFVVGGEAESGTN---IINYD 188
DrAL IFAGFSASAVRDRLTDAQPKVVVCTDGTLRRGRN----IPLKATLDEALEGLEKPTVIVARRLDPFLPLGEN---ELDFA 227
PcPhal ANASYSAAELTHQLLDSKAKALVTCVPL-~-——-—-—-——-— LSISLEAAAKAGLPKNRIYLLDVPEQLLGGVK--PPAGYK 177
ScPCS LNPNYKEKEFNFYLNDLKSKAICVPKGTTKLOSSE----ILKSASTFGCFIVELAFDATRFRVEYDIYSPEDNYKRVIYR 167
+ + +

u
Gm4CL1 STLS--NADETEAPAVKINP-—----- DELVALPESPGTSGLPKGVMLSHKNLVTTIAQLVDGE---—-— NPHQYTHSEDVL 232
Gm4CL2 SHLCEDNGDADVDVDVDIKP------— DDVVALPYJSEGTTGLPKGVMLSHKGLVTSTIAQQVDGD----- NPNLYYHCHDTI 233
Gm4CL3 SVLS--EANESDAPEVDIQP-—----- DDAVAMPESEGTTGLPKGVVLTHKSLTTSVAQQVDGE--——~— NPNLYLTTEDVL 255
BbPheA EGTN------ LHVPSKSTDL--—————-— AYVIY[TBGTTGNPKGTMLEHKGISNLKVFFENSL---—-———-— NVTEKDRI 226
PpLuc SHLPP-GFNEYDFVPESFDR----- DKTIALIMNSEGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPI-—--—-- FGNQIIP-DTAI 237
Ps4CbL PPIE-—-—----- DPOQREPAQP---—————-— AFIFYTBGTTGLPKAAIIPQRAAESRVLFMSTQV-=-—-———-— GLRHGQHNVV 200
BsAS DDTEMLAQSVSDAELEARMSSLEK--DDVINMQOY[TBGTTGFPKGVMLTHENVINNAANNAECM-—-—-—————— KLTSSDRM 234
BsAL EAAK---QESTRLDIEWMDK--—-—---— KDGFLLHY[TBGSTGTPKGVLHVHEAMIQQYQTGKWVL-=-====——~ DLKEEDIY 250
DrAL ELLEKTTRRAAPVSLDANDP--—-———---— GFITIY[TBGTTSKPKGLVHSGIGFLTGTYANVKWA-—-———-—--— LNLQPDDVY 290
PcPhal SVSELTQAGKSLPPVDELRWSAGEGARRTAFVCY[SPGTSGLPKGVMISHRNVIANTLQIKAFEQNYRDGGGTKPASTEVA 257
ScPCS SLNNAKFVNTNPVKFPGFAR----- SSDVALILHIFGTTSTPKTVPLLHLNIVRSTLNIANTY--—-—-—-—-—--— KLTPLDRS 233

+ o pERpp K
oo o

Gm4CL1 LCVLPMFH[Y] 5---ILLCGIRSGAA-VLILQKFEITT---LLELIEKYKVIVAJFVPPIVLALVKSG--ETHRYDLS 303
Gm4CL2 LCVLPLFH[Y] —---VLLCGLRAKAT-ILLMPKFDINS---LLALIHKHKVTIAHVVPPIVLAISKSP--DLHKYDLS 304
Gm4CL3 LCVLPLFH[F] —---VLLCALRAGSA-VLLMQKFEIGT---LLELIQRHRVSVA PPLVLALAKNP--MVADEFDLS 326
BbPheA GQFASISFEDA —-—-MFMALLTGASLYIILKDTINDFVK---FEQYINQKEITVITLPPTYVVHLDPER-——----— IL 293
PpLuc LSVVPFHH{E] VVLMYRFEEEL---FLRSLODYKIQSAYIVPTLFSFFAKST--LIDKYDLS 307
Ps4CbL LGLMPLYH}V] N---VLVAALALDGT-CVVVEEFRPVD---ALQLVQQOELVTSLEFA[PTHLDALAAAAAQAGSSLKLD 273
BsAS CIPVPFFHCE] [.G--VLACVSVG-AA-MVPVVEFEPAT---VLTTVENETCTALHGVPTMFIAQLHLQ--DFDSYDLS 305
BsAL WCTADPGWYT Y G-—-IFAPWLNGATN-VIVGGRFSPES---WYGTIEQLGVNVWY[SRPTAFRMLMGAGDEMAAKYDLT 324
DrAL WCTADVGWLT] ---ALVGGLAHGATHVIYEGSIDTPTPERPYQIIERYRADKVEHTRPTALRMLRRSGDEALARYDLS 367
PcPhal LGLLPQOSH[Y] —---IGHAGAYRGDQ-TIVLPKFELKS---YLNAIQQYKISALHLVPPIIIHMLGTQD-VCSKYDLS 329
ScPCS YVVMPLFHYH] —-—--VLLSTFRTQGS-VVVPDGFHPKL---FWDQFVKYNCNWESCVPTISMIMLNMP----KPNPFP 302

+

* +
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(X [ ee
GmACL1 SIRAVV[IGRAPLGGELQEAVKARLP--HATFGRGYGMIERGP- AT SMAFAKVPSKIKPGACGTVVRNAEMKIVDTETGD 380
Gm4CL2 SIRVIKHGEAPLGKELEDTLRAKFP--NAKLGRGYG, VL TMSLAFAKEPIDVKPGACGTVVRNAEMKIVDPETGH 382
Gm4CL3 SIRLVILHGRAPLGKELVEALRNRVP--QAVLGRGYG VL. SMCLGFAKQPFPTKSGSCGTVVRNAELRVVDPETGR 404
BbPhel SIQTUI[AFSATSPSLVNKWKEKV-—--TYINIAYG CATTWVATKETI--GHSVPIGAPIQONTQIYIVD-ENLQ 365
PpLuc NLHEIRHGEAPLSKEVGEAVAKRFH--LPGIRDGYG AfLITP---—- EGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGK 380
Ps4CbL SLRHI[TFAFATMPDAVLEAVHQHLP--GEKVNF-IYG, SLYMRQP------ KTGTEMVPGFFSEVRIVRVGGGVDE 344
BsAS SLRTGIMRESSCPSEVMKAVIEKMG--MTDITAYG VETOTRA--NDSFQRRVETTGRALPEVEVKIVEPGTEN 381
BsAL SLRHVILHVFEPLNPEVIRWGHKVE-—--NKRIHDTWHW, QLICNYPCMDI----KPGSMGKPIPGVEAAIVD-NQGN 396
DrAL PLOLVRHVFEPLDPETWHWTHDVLGGGRLEVNNTYG AfASSMVGLTE---GRPGSCGHPLPGYRAAVVH-EDGT 443
PcPhal, SVTSIF[IGRAPLGMETAADFLKLYP--NILIRDGYG, VySSTHPHDIWL----- GSSGALLPGVEARIVTPENKE 402
ScPCS HIRFIRHCESALAPATFHKLEKEF---NAPVLEAYA MTSNNLPP---GKRKPGTVGQP-QGVTVVILD-DNDN 374
+ o+ +  * * +%
d O
Gm4CL1 SLPRNKHGEICIRG--TKVMKGYLNDPEATERTVD GFIDDD----DELF[JDRLKELIKYKGFQ 448
GmACL2 SLPRNQSGEICIRG--DQIMKGYLNDGEATERTID GYIDDD----DELF[JDRLKELIKYKGFQ 450
GmACL3 SLGYNQPGEICIRG--QQIMKGYLNDEKATALTID SEGWLHT@DlGYVDED----DEIF[[JDRVKELIKYKGFQ 472
BbPheA LKSVGEAGELCIGG--EGLARGYWKRPELTSQKFVDNPFVPGEKLYKTADPARWLSD-~~--GNIEf LGRIDNQVKTRGHR 439
PpLuc TLGVNQRGELCVRG--PMIMSGYVNNPEATNALID AYWDED----EHFF[[JDRLKSLIKYKGYQ 448
Ps4CbL VMANGEEGELIVAAS-DSAFVGYLNQPQATAEKL--——-—-— pAVIWTPE----GTVRII LGRVDDMIISGGEN 412
BsAS EVORGVQGELCTRG--YHVMKGYYKDEEATQKAIN PEGWLFTQ@DLAVMDED----GYCRVFGRLKDMLIRGGEN 449
BsAL ELPPYRMGNLAIKKGWPSMMHT IWNNPEKYESYFM PGGWYVSQ@DFAYMDEE----GYFWFPGRVDDVIMTSGER 466
DrAL PCGPNELGSLTLTEPFPCLARTVWGDHDRYVETYLS----EFPGKYAAADRALLDSD- - --GQLWIGRLDDVMNVAGHR 515
PcPhal ITTYDSPGELVVRS--PSVVLGYLNNEKATAETF-————-- VDGWMRTJDEAVIRRSPKGIEHVE[IJDRIKELIKVKGLO 473
ScPCs VLPPGKVGEVSIRG--ENVTLGYANNPKANKENET KRENYFRTQDPGYFDPE----GFLVLIGRIKELINRGGEK 443
* 4 4 + + + X+ o+ *
GmACL1 VAPAELEALLIAHPNISDAAVVGMKDEAAGE I PVAFVVRSNG——--—— SEIAEDEIKKYISQ-QVVFYKRICR-VFFTDS 520
GmACL2 VAPAELEALLLTHPKISDAAVVPMKDEAAGEVPVAFVVISNGY---—- TDTTEDEIKQFISK-QVVFYKRINR-VFFIDA 523
Gm4CL3 VPPAELEGLLVSHPSTADAAVVPQKDVAAGEVPVAFVVRSNG-——--— FDLTEEAVKEFTAK-QVVFYKRLHK-VYFVHA 544
BbPheA VELEEVESILLKHMYISETAVSVHKDHQEQPYLCAYFVSEKH-----——- IPLEQLRQFSSE-ELPTYMIPSY-FIQLDK 509
PpLuc VAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLEHG——--—- KTMTEKEIVDYVAS-QVTTAKKLRGGVVFVDE 521
Ps4CbL IHPSEIERVLGAAPGVAEVVVIGLADQRWGQSVTACVVPRPG-—-——~ ETLSEDALDAFCRSSELADFKRPKR-YFILDQ 485
BsAS VYPREIEEFLYRHPNILDVQVVGVPDEKYGEEAAAWTKLKEG-—~--~ KTASPEELKAYCK--——===—===———————~ 504
BsAL VGPFEVESKLVEHPATAEAGVIGKPDPVRGEI IKAFTALREGF---EPSDKLKEETRLFVKQ-GLAAHAAPRE-TEFKDK 541
DrAL LGTMEMEAALLTHPAVSEAAVVAMPDDIKGAVPVAFVVPRAGIRLDTDLTWLENELADAVVS-GVGAIARPGR-VVVTPT 593
PcPhal VAPAELEAHILAHPDVSDCAVIAIPDDRAGEVPKAIVVKSASA---GSDESVSQALVKYVED-HKARHKWLKGGIRFVDA 549
ScPCs ISPIELDGIMLSHPKIDEAVAFGVPDDMYGQVVQAATVLKKG-—————- EKMTYEELVNFLKK-HLASFKIPTK-VYFVDK 515
E o S T & T T * * * 4 + o+

GmAaCL1 TPKAPSAKII LRKVLTAR-TLNEGLVVAN === === === === ————— e 546

GmACL2 TPKSPSEKI LRKDLRAK-TAASVPK-———=———==————————— e 547

GmACL3 IPKSPSAK[I LRKDLRAK-LETAATQTP——————————————————————————— 570

BbPhelA MPLTSNJK[ DRKQLPEPDLTFGMRVDYEAPRNEIEETLVT IWQDVLGSHHHHHE 563

PpLuc VPKGLTAKL.DARKIRET - LIKAKKGGKSK-T,~——===—== === === ———————— 550

Ps4CbL LPKNALNKVLRROLVQQ=-VSS====== === — = m———mm oo 505

BsAS ~ —---—- ADTKFRAT-SSLQTSTIL-———-=——=-—————————————— 523

BsAL LPKTRSK[[MRRVLKAW-ELNLPAGDLST-MED-——--——=--——————————— 572

DrAL VPRTRSEK[[MRRLLRDL-LLTGEVKGDLT-SLENPDALETVRERLGGAAAG--~ 642

PcPhal, TPKSPSEK[I LRRLTRDQ-EKEARRKAGSK-T——===—===——=————— - 578

ScPCs LPKTATAKI QRRVIAET-FAKS SRNKSKL,~——==——===—==————————o——— 543

+% *x4 4+

Abb. 33: Vergleich von Aminosduresequenzen einiger Adenylat-bindender Enzyme.
Der Sequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W 2.0 (Thompson et al., 1994)
durchgefiihrt und per Hand korrigiert.

® : Aminosduren, die bei PheA die Bindetasche fiir Phenylalanin bilden

O : Aminosiuren, die bei PheA die Bindetasche fiir AMP bilden

- eingefligte Liicken (Gaps), um die Sequenzihnlichkeiten zu maximieren

* . Aminosduren, die bei mindestens 85% der Sequenzen identisch sind

+ : Aminosiduren, die bei mindestens 85% der Sequenzen dhnlich sind

Folgende Sequenzen wurden fiir den Protein Sequenzvergleich verwendet:

Gm4CL1, Gm4CL2, Gm4CL3 (G. max, 4-Cumarat:CoA Ligase); PpLuc (Ph. pyralis, Luciferase); BbPheA (B.
brevis, Gramicidin-S-Synthetase); Ps4CbL (Pseudomonas sp., 4-Chlorobenzoyl:CoA Ligase); PcPhal
(Penicillium chrysogenum, Phenylacetyl:CoA Ligase); BsAL (Bacillus subtilis, Acetyl:CoA Ligase); DrAL
(Deinococcus radiodurans, Acetyl:CoA Ligase); BsAS (Bacillus subtilis, Acyl:CoA Synthetase); ScPCS
Saccharomyces cerevisae, Peroxisomale CoA-Synthetase)



Anhang 133

AS: Mutation im GEICIRG-Motiv

Das GEICIRG-Motiv (Box II, vgl. Abb. 20 Motiv M8) ist innerhalb der 4CLs eine hoch
konservierte Peptidsequenz, dessen Cystein eine Beteiligung an der Katalysereaktion
zugesprochen wurde (Becker-André et al., 1991). Wahrend der Klonierung der Gm4CLI1-
cDNA hatte sich eine Gm4CL1-Mutante ergeben, die in diesem Motiv anstelle des Arginin
fiir ein Isoleucin (R393I) kodierte. Beide Formen wurden in E. coli synthetisiert und ihre
Substratspezifititen bestimmt (Abb. 26). Die rekombinanten Enzyme Gm4CL1/1393 und
Gm4CL1/R393 besallen identische Substratspezifititen. K- und Vy.-Werte fiir die

verschiedenen Zimtsdurederivaten wurden nur fiir Gm4CL1/1393 bestimmt (Tab. 9).

450 ——
400 - [ N Zimtsiure
[ 4-Cumarséure
§ 350 I Kaffeesaure
= ] [ Ferulasaure
£ 300+ _ I Sinapinsaure
= 250 A I 3,4-Dimethoxyzimtsaure
c
:(‘E 200
2 150 -
x
< 100
50
o | mliMl| L[] |

GmACL1/1393 GmACL1/R393

Abb. 34: Vergleich der Substratspezifititen von Gm4CL1/1393 und Gm4CL1/R393.

Nach der Synthese der Gm4CL1-Mutanten im E. coli-Stamm SG13009 wurde die 4CL-Aktivitit in den
bakteriellen Rohextrakten bzgl. Zimtsdure (2000 uM), 4-Cumarsdure, Kaffeesdure, Ferulaséure, Sinapinséure
und 3,4-Dimethoxyzimtsiure (je 500 uM) im spektralphotometrischen Test bestimmt.
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