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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 PARASITISCHE BLUTENPFLANZEN

Parasitisch lebende hohere Pflanzen, vor allem die mitteleuropéische Mistel (17Zscu spec.), haben
seit jeher die Aufmerksamkeit der Menschen auf sich gezogen. Die ersten chlorophyllosen
Pflanzen (Lathraea squamaria - Schuppenwurz, Orobanche Spec. - Sommerwurz) wurden aber
vermutlich erst vor einigen Jahrhunderten entdeckt. Sie wurden als ,,Auswiichse des Teufels*
angesehen, was volkstimliche Bezeichnungen wie Teufelszwirn oder Hexenkraut flr Vertreter
der Gattung Cuscuta widerspiegeln. Wann die parasitische Lebensweise bei Pflanzen allerdings
erstmals erkannt wurde, ist unklar.

Die Formenvielfalt und die mitunter recht ungewdhnlichen Wuchsformen der Pflanzen
erschwerten die Beschreibung des Parasitismus. Trotzdem liegen schon bemerkenswerte
wissenschaftliche Arbeiten aus dem 19. Jahrhundert zu diesem Thema vor. In den vergangenen
50 Jahren zeigte sich ein zunehmendes Interesse an parasitischen Pflanzen, auch wegen der zum
Teil verheerenden Ernteverluste durch Arten der Gattung S#iga und Orobanche aus der Familie
der Scrophulariaceae. Daneben stellt die im Pflanzenreich einzigartige Interaktion zwischen
verschiedenen Organismen und Zellen ein ausgezeichnetes Modell dar, um die Kommunikations-

strukturen zwischen den Pflanzen nédher zu beleuchten.

Alle der bis heute bekannten etwa 4000 parasitisch lebenden Arten gehoren der Klasse der
Dicotyledonen an. lhre Einteilung in 11 voneinander unabhdngige phylogenetische Klassen
belegt, daR sich pflanzlicher Parasitismus mehrmals wéhrend der Evolution entwickelt haben
mull (NICKRENT ez 4/, 1998). Zwar existieren Hinweise auf eine parasitische Gymnospermae
(Podocarpus ustus, Podocarpaceae), doch bisher konnte die parasitische Lebensweise nicht eindeutig
belegt werden (WEBER, 1993). Die vorwiegend krautigen pflanzlichen Parasiten sind in
tropischen und subtropischen Gebieten, aber auch in geméRigten Klimaten verbreitet. In der
heimischen Flora finden sich hauptsachlich Vertreter der Scrophulariaceen, Orobanchaceen und
Viscaceen.

Die Cuscutaceen (Seidengewdchse) mit der ca. 170 Arten umfassenden Gattung Cuscuta kBnnen
als Kosmopoliten angesehen werden, sind aber vor allem auf dem amerikanischen Kontinent und
im Nahen Osten anzutreffen, wo sie in der Vergangenheit schwerwiegende Schaden anrichteten.
Deshalb ist man hier verstarkt auf der Suche nach geeigneten Bekdmpfungsmalinahmen. In

Deutschland kommen 9 Arten vor.
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Eine allgemeine Charakterisierung der parasitischen Lebensweise von Blltenpflanzen erweist sich
angesichts der Vielgestaltigkeit der einzelnen Organisationsformen als schwierig. Nach Kuut
(1969) sind parasitische Pflanzen durch den Besitz spezieller Organe, den Haustorien,
gekennzeichnet. Da jedoch mit dieser Beschreibung keine ausreichende Abgrenzung von
dhnlichen Lebensweisen gegeben ist, definiert (WEBER, 1993) parasitische Blitenpflanzen als
Organismen, die mittels Haustorien zum Zwecke des Nahrungserwerbs in lebendes Wirtsgewebe
eindringen. Uber die Haustorien werden die Leitgewebe (Xylem und/oder Phloem) des Parasiten
mit denen der jeweiligen Wirtspflanze verknupft, wodurch der Entzug von Wasser und
Nahrsalzen als auch von Assimilaten ermdglicht wird. Die weitere Unterscheidung in
Hemiparasiten (Halbparasiten) und Holoparasiten (Vollparasiten) ist aufgrund der tatsachlichen
anatomischen Befunde nicht gerechtfertigt. Geeigneter scheint die Einteilung nach Wurzel- und

SprofRparasiten, die auf der ontogenetischen Abstammung der Haustorien beruht (WEBER, 1993).

1.2 CUSCUTA

Trotz ihres relativ unauffalligen Erscheinungsbildes sind die Cuscutaceen eine recht intensiv
untersuchte Pflanzenfamilie. Es liegen zahlreiche Arbeiten zur Struktur und Physiologie des
Parasiten selbst, aber auch zu Verbindungen mit kompatiblen Wirtspflanzen vor.

Die Cuscutaceen sind zumeist einjéhrige, obligate Sprof3parasiten, deren Haustorien sekundér an
bereits ausgebildeten SprofRachsen entstehen. Sie weisen mit einigen Ausnahmen ein recht breites
Wirtsspektrum auf. Die Arten der Gattung Cuscuta z&hlen zu den epiphytisch lebenden Parasiten,
da sie ohne eigenen Bodenkontakt ausschlieBlich oberirdische Organe ihrer Wirtspflanzen
besiedeln. Angepalt an ihre parasitische Lebensweise sind sie durch eine starke Reduktion ihrer
vegetativen Organe charakterisiert (Abbildung 1-1).

Abbildung 1-1: Cuscuta reflexa auf Colens blumei
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Die Laubblatter sind zu Schuppchen zuriickgebildet, ein Wurzelsystem fehlt vollig. Die
Cuscutaceen entwickeln windende, oft verzweigte Sprosse, die entsprechend ihres noch
vorhandenen Chlorophyll- und Carotinoidgehaltes unterschiedlich gefarbt sein kénnen (DAWSON
et al., 1994). Zum Teil sind sogar noch intakte Chloroplasten vorhanden (Cuscuta reflexa), anderen
Arten fehlen die fur die Photosynthese notwendigen Gene oder sie sind stark verandert (VAN
DER Kool ez 4/, 2000). Die 4-5 zdhligen radidren Bluten stehen in Kndueln oder Rispen
(Abbildung 1-2). Sie enthalten unterhalb der Staubblatter sogenannte Schlundschuppen
(Staminodien), die bei der taxonomischen Einordnung der einzelnen Arten hilfreich sind
(ROTHMALER, 1994).

Abbildung 1-2: Cuscuta anstralis (Foto: J.-M. Hu, Taiwan)
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1.3 ENTSTEHUNG EINER FUNKTIONSFAHIGEN WIRT-PARASIT-BEZIEHUNG

Grundsétzlich &8t sich die Herstellung einer erfolgreichen strukturellen und physiologischen
Verbindung zwischen Parasit und Wirt in drei Phasen unterteilen. Nach der ersten
Kontaktaufnahme zwischen beiden Organismen dringen die Parasitenzellen in das Wirtsgewebe
ein. AnschlieRend kommt es zur Verknuipfung der Leitsysteme von Parasit und Wirt (KOLLMANN
UND DORR, 1987).

Die erste Anheftung der sich eng um den Wirtsspro windenden Cuscuta erfolgt Gber lokale
Differenzierungen des Kortex. Die Epidermiszellen in der Kontaktzone entwickeln sich durch
antiklinale Teilungen und enormes Streckungswachstum zu papillenartigen Zellen. Von den
Zellen dieses sogenannten adhesiv-sekretorischen Epithels wird ein pektinreiches Sekret
ausgeschieden, das Parasit und Wirt miteinander verklebt (HEIDE-JBRGENSEN, 1987).

Im Innern der diskusformigen Verdickungen (Pré&haustorien) entsteht das eigentliche
Haustorium, welches aus parenchymatischen, langlichen Zellen besteht (FORSTREUTER UND
WEBER, 1983). Es dringt gleich einem Keil in das Wirtsgewebe ein. Im folgenden bilden sich im
apikalen Haustorialbereich einzelne hyphenartige Zellstrange aus, die sich im Wirtsgewebe
sowohl inter- als auch intrazelluldr ausbreiten. Auf der ,,Suche* nach Leitelementen des Wirtes
kommt es zeitweise Uber Aulenwandplasmodesmen zu direkten Verbindungen der
»ouchhyphen“ mit den Protoplasten der Wirtszellen (DORR, 1969). Die Funktion dieser
Plasmabricken ist bislang unklar. Fir das Vordringen der Parasitenzellen in das Wirtsgewebe
werden neben einfachen mechanischen Vorgangen auch enzymatische Prozesse verantwortlich
gemacht (NAGAR e 4/, 1984; SINGH UND SINGH, 1997).

Treffen nun die Suchhyphen auf funktionsfahige Leitelemente des Wirtes, werden sie zu
sogenannten ,,Kontakthyphen* umdifferenziert. Handelt es sich um einen Xylemkontakt,
entwickeln sich aus den Kontakthyphen Zellen mit den fiir Tracheen und Tracheiden typischen
Sekundarverdickungen der Zellwand. Die Verbindung zwischen Kontaktzelle und basal im
Haustorium differenzierten Xylemleitbahnen garantiert einen kontinuierlichen Transpirations-
strom vom Wirt zum Parasit (Abbildung 1-3).

Im Gegensatz zum Xylem treten im Falle eines Phloemkontaktes keine offenen symplastischen
Verbindungen zwischen Wirts- und Parasitenzellen auf. Vielmehr umschlieRt die Kontaktzelle
ahnlich einer Hand das Siebelement des Wirtes. Wie bei der normalen Entwicklung von
Siebzellen kommt es zur Aufldsung von Zellkern, Tonoplast und Ribosomen. Gleichzeitig wird
das glatte Endoplasmatische Retikulum in der ,,Absorptionshyphe” zum dominierenden
Strukturmerkmal. Der AbsorptionsfluR erfolgt ber die durch Wandprotuberanzen stark

vergrofierte Oberflache an der Grenze zum Siebelement des Wirtes (DORR, 1972; DORR, 1990).
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Solche  Protuberanzensysteme wurden vielfach in Zusammenhang mit bestimmten
Stofftransportprozessen in pflanzlichen Organen beschrieben (GUNNING UND PATE, 1969). Die
Kontakthyphe ist schliellich Uber parallel zu den Xylembahnen verlaufenden haustorialen
Siebelementen mit dem Phloem des Parasiten verbunden.
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Abbildung 1-3: Mikroskopische Aufnahme eines Haustorialbereiches (H) von C. reflexa in der
Wirtspflanze (W) N. zabacum. VergroBerung 150 x.

Bislang sind die einzelnen Regulationsmechanismen und Signaltransduktionswege, die von der
Interaktion zwischen Parasit und Wirtspflanze betroffen sind, nur unzureichend verstanden. Die
Untersuchung von inkompatiblen Cuscuza-Wirt-Beziehungen, in denen der Parasit also von der

Wirtspflanze abgewehrt wird, bietet eine Mdglichkeit, mehr iber diese Regulation zu erfahren.

1.4 INKOMPATIBLE WIRT-CUSCUTA-INTERAKTIONEN

Wie Dbereits dargestellt, ist die VVoraussetzung einer kompatiblen Beziehung zwischen Wirt und
Parasit das Vorhandensein eines funktionsfahigen Haustoriums. Bei inkompatiblen Pflanzen
kommt es zu einer Stérung der Haustorienentwicklung, mit der Folge, da der Parasit
letztendlich abgestof’en wird. Allerdings treten bei allen Wirt-Parasit-Wechselwirkungen mehr
oder weniger Abwehrreaktionen auf. Nur sind diese bei inkompatiblen (,,resistenten®)
Wirtspflanzen wesentlich friher und starker ausgepragt. Die Abwehr des Parasiten kann in allen
drei Phasen der Haustorienentwicklung erfolgen. Dabei kann die Resistenz einer Pflanze
einerseits auf schon konstitutiv vorhandenen Strukturen begriindet sein, andererseits aber erst im
Laufe der Infektion induziert werden. So stellen beispielsweise Bastzellen oder sukkulentes
Gewebe (Euphorbiaceen, Cactaceen) eine natirliche Barriere fir die eindringenden Haustorien
dar (KINDERMANN, 1928; FORSTREUTER UND WEBER, 1983). Weiterhin werden verschiedene
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Inhaltsstoffe als Resistenzfaktoren, wie z.B. Alkaloide, recht widerspriichlich diskutiert (GERTZ,
1915; BAUMEL e a/., 1993; BRINGMANN ¢7 al., 1999).

Wahrend die obigen Abwehrmechanismen bereits vor einer eventuellen Infektion bestehen,
werden in einigen Pflanzen, erst nachdem sie vom Parasiten attackiert wurden, verschiedene
Prozesse chemischer und/oder physikalischer Art induziert. Bei den Malvaceen Gossypium
hirsutum UNA Hibiscus rosa-sinensis kKOnnen Cuscnta-Haustorien zwar in das Wirtsgewebe eindringen,
werden dann jedoch durch ein WundabschluRgewebe vom gesunden Wirtsgewebe abgegrenzt
und wieder nach aufien gedrangt (CAPDEPON e# 4/., 1985; SCHLENZKA, 1992). Dabei sterben die
Suchhyphen sowie andere parasitdre Zellen ab.

Wesentlich  friher, ndmlich schon wéhrend der Anheftung des Parasiten wird die
Haustorienentwicklung bei Lycopersicon esculentun verhindert (IHL ez al., 1988; SAHM et al., 1995).
Das System Lycopersicon esculentuml Cuscuta reflexa it durch eine sehr schnell einsetzende
Inkompatibilitatsreaktion mit charakteristischen Gewebeverdnderungen gekennzeichnet und
wurde deshalb schon sehr eingehend untersucht (SAHM ez /., 1995; LOFFLER, 1999). Bereits nach
3 Tagen sind erste makroskopische Veranderungen auf der WirtssproBachse zu erkennen. Nach

etwa 10 Tagen ist der Parasit vollstandig abgestorben (Abbildung 1-4).

Abbildung 1-4: C. reflexa auf L. esculentum 3 bzw. 10 Tage nach Befall (links und Mitte); C. reflexa auf
N. tabacum 10 Tage nach Befall.

Zunéchst kommt es im Rindenbereich zu deutlichen Zellstreckungen in Richtung der Sprofiober-
flaiche, die auf den unmittelbaren Infektionsbereich begrenzt sind. Diese anatomischen
Reaktionen werden mit einem Anstieg an Auxin in Wirts- und préhaustorialem Gewebe in
Zusammenhang gebracht. Untersuchungen von LOFFLER e 4/ (1999) sprechen flr einen

Transport des Phytohormons vom Parasiten in die Wirtszellen bzw. eine Induktion der
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Hormonsynthese in der Wirtspflanze selbst. Im weiteren Verlauf der Infektion kollabieren die
gestreckten Zellen und bilden die auf der Stengeloberflache gut sichtbaren nekrotischen Plaques,
die als auffalligstes Merkmal der inkompatiblen Reaktion schon von IHL ez /. (1988) beschrieben
wurden. Die abgestorbenen Zellbereiche werden anschlieBend durch die Ausbildung eines
sekundaren AbschluBgewebes von den umliegenden Zellen abgetrennt, welche Suberin und
Lignin in ihre Zellwénde einlagern. Eine nachgewiesene Akkumulation l6slicher Phenylpropane
sowie eine Erhdhung der Peroxidaseaktivitat im Infektionsbereich sind Zeichen der beobachteten
Lignifizierung (SAHM ez 4/, 1995).

Insgesamt konnen die auf den Parasitenbefall folgenden Reaktionen in spezifische durch Cuscuta
hervorgerufene und andere allgemeine Abwehrreaktionen, die z.B. auch durch pathogene Pilze,
Insektenfra® oder Verwundung ausgelst werden, unterteilt werden. Zu den ersteren zdhlen die
Zellstreckungen, wéhrend die Induktion des Phenylpropanstoffwechsels und der

Peroxidaseaktivitat eher an die Hypersensitivitatsreaktion auf Pilzinfektion erinnern.

Trotz intensiver Suche nach den flr die Resistenz der Tomate gegentiber C. reflexa
verantwortlichen Faktoren, ist es bis heute nicht gelungen, sie vollstandig zu identifizieren.
Arbeiten von LOFFLER (1999) konnten die Wirtskutikula als wesentliche Ursache der
Inkompatibilitdt einstufen, da zum einen vom Wachs befreite TomatensproRachsen eine
kompatible Reaktion zeigten und zum anderen vorher kompatible Wirte durch das Auftragen des
Kutikularwachses inkompatibel gemacht werden konnten. Es wurden einige fur Cuscuta toxische
Fraktionen isoliert, die aber einzeln nicht die gleichen Effekte erzielten wie das Gesamtwachs.
Neben den Wachskomponenten existieren in der Tomate vermutlich noch weitere Mechanismen,
die in ihrer Gesamtheit zum Absterben des Parasiten flihren. So ist es u.a. vorstellbar, dafl
Cuscuta Uber das adhesiv-sekretorische Epithel eine Substanz abgibt, die von der Tomate durch
einen ,,Rezeptor” erkannt wird. Dadurch konnte dhnlich der Resistenz der Tomate gegentiber
Psendomonas  syringae, die auf der Wechselwirkung eines speziellen bakteriellen und einem
Wirtsprotein beruht, eine Signalkaskade ausgelOst werden. Diese resultiert moglicherweise in
einer Aktivierung allgemeiner Abwehrgene, deren Produkte letztendlich den Parasiten schadigen.
Dabei kénnte es sich zum einen um Enzyme, die das parasitire Gewebe angreifen, handeln.
Andererseits wdaren aber auch pflanzliche Sekundérstoffe, die aufgrund der Expression

bestimmter Gene gebildet werden, denkbar.
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1.5 MOLEKULARE MECHANISMEN DER RESISTENZ

Aufgrund der durch pflanzliche Parasiten weltweit angerichteten Schaden in der Landwirtschaft
wurde in den vergangenen Jahren verstarkt nach resistenten Pflanzen gesucht. Die am meisten
gefurchteten Wurzelparasiten S#ga und Orobanche stehen dabei im Mittelpunkt der Forschung.
Von der Identifizierung der Resistenzfaktoren und deren Ubertragung auf kompatible Wirte
verspricht man sich einen wirksamen Schutz vor Ernteverlusten. Bis auf wenige Ausnahmen
waren diese Versuche aber bislang eher enttduschend.

Als Ursachen einer Resistenz wird ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren diskutiert. Zum
einen zéhlen dazu das Fehlen chemischer Signale, die fir die Entwicklung des Haustoriums bzw.
des gesamten Parasiten notwendig sind, zum anderen aber auch konstitutive und induzierte
generelle Resistenzmechanismen. Wéhrend Uber die Resistenzmechanismen in Hinsicht auf
parasitdre Pflanzen noch recht wenige Kenntnisse vorliegen, sind sie fur phytopathogene
Bakterien, Pilze und Viren wesentlich besser untersucht.

Die Abwehrreaktion beinhaltet unter anderem den durch Interaktion eines Avirulenzgens avr des
Pathogens mit einem entsprechenden Resistenzgen R seitens des Wirtes ausgeldsten program-
mierten Zelltod im Infektionsbereich. Dieser Mechanismus ist auch als Hypersensitivitatsreaktion
(HR) bekannt (HAMMOND-KOSACK UND JONES, 1996). Infolge der Induktion einer HR werden
uber die Signalsubstanz Salicylsdure verschiedene Abwehrgene (,,pathogenesis related genes*, PR-
Gene) aktiviert, wodurch letztendlich eine systemische Resistenz der Pflanze gegeniiber dem
Pathogen hervorgerufen wird (,,systemis acquired resistance®, SAR). Die Expression von
Abwehrgenen kann aber auch tber den Jasmonat- und Ethylen-Signalweg erfolgen, wobei beide
Signaltransduktionswege, zum Teil auf antagonistische Weise, eng miteinander verknupft sind
(DONG, 1998; GLAZEBROOK, 1999).

Die bisher bekannten Resistenzgene kdnnen aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften in finf
verschiedene Klassen unterteilt werden. Dabei stellen die Proteine mit leucinreichen Bereichen
(LRR-,leucine rich repeats”) und einer Nukleotidbindungsstelle (NBS) die bei weitem groRite
Gruppe dar. Zusatzlich enthalten diese Proteine oft einen dem TOLL-Rezeptor aus Drosophila
bzw. dem humanen Interleukin-1-Rezeptor dhnlichen Bereich (TIR-Domadne) (BENT, 1996). Es
wird angenommen, dal die LRR-Motive die stukturelle Information zur spezifischen Bindung
eines Liganden besitzen, also eventuell in der Pathogenerkenung von Bedeutung sind. Ebenso
gibt es aber auch Hinweise fir eine Funktion der LRR-Proteine in der Signaltransduktion
(MARTIN, 1999). Die TIR-Domdne der Resistenzgene wird fir die Signalweiterleitung nach
Pathogenerkennung verantwortlich gemacht. Kdirzlich konnte erstmals ein spezifisch mit der

Resistenz gegenuber einer parasitischen Blitenpflanze assoziiertes Gen charakterisiert werden
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(GOWDA ¢f al., 1999). Die inkompatible Interaktion von Tagetes erecta / Striga asiatica 1St in gleicher
Weise wie Lycopersicon esculentum | Cuscuta reflexa durch eine Hypersensitivitdtsreaktion gekenn-
zeichnet. Nach Szrga-Infektion wird in T. erecta die Expression von NRS.A-7 induziert und zwar
sowohl im unmittelbaren Infektionsbereich als auch systemisch. NRS.A-7 weist N-terminal eine
TIR-homologe Doméne auf, jedoch fehlen sowohl die fiir Resistenzgene typischen LRR-Motive
als auch eine Nukleotidbindungsstelle. Deshalb scheint das Protein nicht direkt an der
Pathogenerkennung beteiligt zu sein, sondern eher an der Regulation sich anschlieRender
Abwehrmechanismen. Fir eine Funktion innerhalb der Signaltransduktionskette spricht auch die
systemische Akkumulation sowie die Expression nach Jasmonat-Behandlung (GOWDA ¢t 4/,
1999).

Wie bereits ausgefiihrt hat die Hypersensitivitatsreaktion eine Aktivierung von PR-Proteinen zur
Folge. Untersuchungen von JOEL UND PORTNOY (1998) zeigen, dal3 eine Infektion kompatibler
Tabakpflanzen mit dem Wurzelparasiten Orobanche ebenfalls zu einer Induktion von PR-Genen
fuhrt. Allerdings ist die Expression von Abwehrgenen in diesem Fall nicht fir eine Resistenz
ausreichend.

Die Verknilpfung von spezifisch durch den Parasiten induzierten Promotoren mit Abwehrgenen
stellt eine exzellente Moglichkeit dar, gegentiber phanerogamen Parasiten resistente Pflanzen zu
erzeugen. Erste Erfolge in der Identifizierung solcher Promotoren liegen bereits vor
(WESTWOOD e al., 1998).

Neben den oben erwdhnten Mechanismen ist die Abwehr von Pathogenen zusétzlich durch auf
den Infektionsbereich begrenzte Zellwandverdnderungen gekennzeichnet. Die niedermolekularen
phenolischen Vorstufen des Lignins sowie durch Polymerisationsprozesse in der Zellwand
freigesetzte Radikale konnen die eindringenden Pathogene schadigen (HAMMOND-KOSACK UND
JONES, 1996). Zusdtzlich entstehen durch enzymatischen Abbau der Zellwandpolymere
Oligomere, die ebenfalls Abwehrreaktionen auslésen kénnen (FARMER UND RYAN, 1992).
Weitere Mechanismen zur Pathogenabwehr umfassen die Expression von Polygalacturonase-
hemmenden Proteinen, die Einlagerung von Kallose in die Zellwénde sowie deren verstérkte
Lignifizierung. Eng verbunden mit der ausgelésten Ligninpolymerisierung infolge einer Infektion

ist die Expression von hydroxyprolinreichen Glycoproteinen der Zellwand (SHOWALTER, 1993).
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1.6 STRUKTUR DER ZELLWAND & MECHANISMEN DER ZELLEXPANSION

Die pflanzliche Zellwand ist flr die verschiedensten physiologischen Prozesse von grundlegender
Bedeutung. Sie gibt der Zelle nicht nur ihre &ufRere Form und hélt den Turgordruck aufrecht,
sondern ist gleichzeitig ein wesentlicher Bestandteil des pflanzlichen Abwehrsystems. Die
vielfaltigen Funktionen kodnnen nur aufgrund einer sehr komplexen Zellwandstruktur erfillt
werden.

Aus physiologischer Sicht werden Zellwande nach ihrem Entwicklungszustand als primér bzw.
sekundar eingestuft. Dabei nehmen die Wande der epidermalen Zellen eine Sonderstellung ein,
da sie trotz einem eher fiir sekunddre Zellwande charakteristischen hohen Gehalt an Cellulose
ihre Fahigkeit zur Ausdehnung behalten haben. Grundsétzlich bestehen Zellwande vor allem aus
Cellulosemikrofibrillen, die in eine komplexe, stark hydratisierte Matrix aus Polysacchariden
(Hemicellulosen und Pektin) eingebettet sind. Daneben ist noch ein geringerer Anteil an
Strukturproteinen enthalten. Die strukturbestimmenden Cellulosemikrofibrillen liegen in einem
Netzwerk mit verschiedenen Hemicellulosen (Xyloglucane, Rhamnogalacturonane und
Glucuronoarabinoxylane) vor, wobei die Xyloglucane den Hauptanteil ausmachen. Fir die
Verkniipfung zwischen Xyloglucanen und Cellulose werden hauptsachlich Wasserstoffbriicken
und andere nichtkovalente Bindungen verantwortlich gemacht. Die heterogen zusammengesetzte
Gruppe der Pektine bildet eine gelartige Phase um das Cellulose-Hemicellulose-Netzwerk aus.
Untersuchungen von THOMPSON UND FRY (2000) und anderen Arbeitsgruppen an Suspensions-
kulturen konnten zeigen, dal neben nichtkovalenten Bindungen zwischen Xyloglucanen und
Pektinen auch kovalente existieren. An Strukturproteinen der Zellwand sind mehrere Klassen
bekannt, die sich durch ihre ungewdhnliche Primarstruktur (u.a. hydroxyprolinreiche
Glycoproteine-HRGP, glycinreiche Proteine-GRP, prolinreiche Proteine-PRP) unterscheiden
(SHOWALTER, 1993). Viele dieser Proteine sind stark glycosyliert. Obwohl die genaue Funktion
der Strukturproteine noch nicht ausreichend geklart ist, scheinen sie in Prozesse der
Pathogenabwehr involviert zu sein.

Neben den Strukturproteinen sind weiterhin zahlreiche Enzyme mit der pflanzlichen Zellwand
assoziiert. Sie sind u.a. an der Modifikation der eigenen Zellwandpolysaccharide, aber auch der
von pathogenen Bakterien und Pilzen beteiligt. Von vielen Enzymen ist allerdings die Funktion
noch unklar (COSGROVE, 1997a).

Da die Interaktion von L. esculentun mit C. reflexa durch aufféllige Zellstreckungen in der Kon-
taktzone beider Pflanzen gekennzeichnet ist, sollen im folgenden die Mechanismen der
Zellexpansion naher betrachtet werden. Bei der Zellstreckung kdnnen zwei in Wechselbeziehung

stehende Teilprozesse unterschieden werden. Zundchst kommt es zu einer Wasseraufnahme in
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die Zelle, verursacht durch eine Wasserpotentialdifferenz ¢, zwischen der Zelle und ihrer
duBeren Umgebung. Die Erhéhung des Turgors bedingt einen Wandstrel3, der letztendlich zu
einer Dehnung der Zellwand fuhrt. Der ProzeR der Zellexpansion kann durch folgende
Gleichung beschrieben werden (CLELAND, 1995):

dv/dt= milLp (t/la—ﬂ—Y) [Gleichung 1-1]
m+ Lp
dv’/dr ..\Wasseraufnahme
m ...Extensibilitat der Zellwand
Lp ...hydraulische Leitfahigkeit der Plasmamembran
b, ...apoplastisches Wasserpotential
z ...osmotisches Potential der Zelle
Y ...Dehnungsschwellenwert

Ab einem bestimmten Turgordruck, dem Dehnungsschwellenwert Y besteht ein linearer
Zusammenhang zwischen der Zellwachstumsrate und dem Turgordruck. Erst nach Erreichen
von Y ist eine irreversible Dehnung der Zellwand moglich. Dabei wird das Ausmal’ der
Zellstreckung durch die Extensibilitdt m, also durch die Dehnungsféhigkeit der Zellwand
bestimmt. Sowohl Y als auch m kénnen durch den EinfluR von Hormonen veréndert werden.

Eine Dehnung der Wand ist nur aufgrund ihrer viskoelastischen Eigenschaften méglich. Dabei
miussen die Bindungen zwischen den einzelnen Zellwandpolymeren aufgebrochen werden, so da
durch das Auseinandergleiten der Molekile eine VergroRerung der Wandoberflache erzielt
werden kann. Gleichzeitig werden neue Molekule in die Wand integriert, um die urspriingliche
Rigiditat der Zellwand wiederherzustellen (CosGrROVE, 1997b; CosGROVE, 1999). Der visko-
elastische Charakter der Zellwand allein erklart nicht ausreichend das Verhalten wachsender
Zellen. Vielmehr ermdglicht erst die Wirkung verschiedener Zellwand-assoziierter Proteine den
ProzeR der Wandlockerung und der nachfolgenden Dehnung. So missen nichtkovalente
Bindungen zwischen den Polysacchariden ebenso gelost werden wie kovalente Bindungen
innerhalb einzelner bzw. mehrerer Matrixpolymere. Diese vielfaltigen Aufgaben machen deutlich,
da an der Zellwanddehnung eine Vielzahl von Enzymen beteiligt sein muR. Wahrend flr
zahlreiche Enzyme der Wirkmechanismus gut untersucht ist, bleibt dieser flir das einzige bislang
bekannte Protein, das tatséchlich zu einer Dehnung der Wand fuhrt, ein Rétsel. Die Expansine

sind im Gegensatz zu Enzymen wie Endoglucanasen selbst iz vizro in der Lage, eine
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Wanddehnung hervorzurufen. Die Bedeutung einzelner Zellwand-assoziierter Enzyme wird in

Kapitel 3 ausfihrlicher diskutiert.

Natdrlich ist die Zellstreckung ein nicht nur auf die Zellwand beschrankter ProzeR, sondern

kommt erst durch das komplexe Zusammenspiel verschiedener physiologischer Prozesse

zustande. In Abbildung 1-5 sind die grundlegenden Zusammenhdange der an der Zellstreckung

beteiligten Prozesse dargestellt.

Wandlockerung

Mechanische
Eigenschaften der
Zellwand

A

Druckentspannung,
Wanddehnung,
erniedrigter Turgor

AW erhoht

Zellstreckung

Hydraulik
der Zelle

. AW vermindert | Wasseraufnahme,
; - B Wandstrel, Osmose
Modifikationen ™. erhohter Turgor -.
der Zellwand Aufnahme von
: Osmotika

="+ pH der Wand, Ca?* T

iochemische . 4+ e iochemische
Eigenschaftender : . Sekretionvon I Eigenschaften der

Zellwand

.Biosynthese von

Zellwandbestandteilen

Wandpolymeren

Membranbibsynthese

. Plasmamembran

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der mit der Zellstreckung verbundenen Prozesse (modifiziert

nach COSGROVE, 1997b).

Die biophysikalischen Prozesse, die unmittelbar zu einer Zellstreckung fihren, sind durch durchgehende
Linien gekennzeichnet. Die biochemischen Prozesse, die einer Zellstreckung vorausgehen, sind an den

durchbrochenen Linien zu erkennen.
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1.7 INHALT DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das inkompatible System Lycopersicon esculentumd Cuscuta reflexa
naher untersucht. Wegen der sehr raschen und stark ausgepragten Unvertréaglichkeitsreaktion
stand es schon zuvor im Mittelpunkt verschiedener Arbeiten (SAHM e# 4/, 1995; LOFFLER, 1999).
Es wurden jedoch bisher vorwiegend die morphologischen und biochemischen Antworten der
Wirtspflanze auf den Parasitenbefall charakterisiert. Die molekularen Grundlagen, die zu den
beobachteten Verdnderungen im Wirtsgewebe flhren, sollten Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Ausgehend von der Annahme, dal’ die Cuscuta-Infektion die Expression
verschiedener Gene beeinfluf3t, sollten diese identifiziert und hinsichtlich ihrer Bedeutung im

Infektionsgeschehen charakterisiert werden.

Die bislang beschriebenen Wirtsreaktionen nach Cuscuta-Befall, spezifisch oder unspezifisch,
scheinen keinen entscheidenden Beitrag zur Resistenz der Tomate gegeniiber Cuscuta zu leisten.
Eine Ausnahme bildet die Wirtskutikula, die als ein wesentlicher Resistenzfaktor nachgewiesen
werden konnte. Letztendlich beruht die Inkompatibilitit der Tomate vermutlich auf einem
komplexen Zusammenspiel mehrerer Mechanismen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb

auch, mogliche Resistenzfaktoren auf molekularer Ebene zu identifizieren.

Um ein besseres Verstdndnis darliber zu erlangen, welche Signaltransduktionswege in der
Wirtspflanze von der Interaktion betroffen sind, interessierten natirlich auch die Gene, die darin
involviert sind. Schon von mehreren Seiten wurde ein EinfluB von Phytohormonen diskutiert,
wobei hauptséchlich Auxine und Cytokinine im Blickfeld standen. LOFFLER e 4/ (1999)
untersuchten z. B. die Rolle von Auxinen in kompatiblen und inkompatiblen Beziehungen und
konnten einen Zusammenhang zwischen Auxingehalt und den charakteristischen
Zellstreckungen im infizierten Gewebe der Tomate feststellen. Es wird vermutet, da Auxine und
Cytokinine an der Herstellung der Xylemverbindung zwischen Wirt und Parasit beteiligt sind
(YODER, 1999), da sie auch in Wundgewebe die Xylemdifferenzierung auslésen (ALONI, 1995).
Neben Expressionsstudien unter dem EinfluR von Auxin wurde die Bedeutung der
Phytohormone Auxin und Brassinolid zusatzlich an hormoninsensitiven Mutanten untersucht.



2 MATERIAL UND METHODEN 14

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 PFLANZENMATERIAL, ANZUCHT UND PROBENNAHME

2.1.1 CuscuTA

Cuscuta reflexa Roxb., in den 60er Jahren aus Pakistan eingefiihrt, wurde auf Coleus blumei Benth.
im Gewdachshaus bei Temperaturen zwischen 16 und 22°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 60-70% kultiviert. Der Tag-/Nachtrhythmus betrug 16:8 h. Die Vermehrung der Cuscuta-

Sprosse erfolgte vegetativ.

2.1.2 TOMATE

Als Wirtspflanzen wurden Lycopersicon esculentum cv. Hellfrucht, die Mutanten diageotropica (dgt), die
als auxininsensitiv beschrieben wird (ZOBEL, 1993; KELLY UND BRADFORD, 1986), sowie die
brassinosteroidinsensitive curl-3 verwendet. Erstere stammt von L. esculentum ab, die zweite von
L. pimpinellifolium. Die Samen der Mutanten wurden vom Tomato Genetics Resource Center
(Davis, USA) zur Verfligung gestellt.

Nach der Keimung der Samen wurden die Pflanzen einzeln getopft und unter den gleichen
Gewéchshausbedingungen wie die Cuscuta-Kultur angezogen. Fur die einzelnen Untersuchungen
wurden 7-8 Wochen alte Pflanzen verwendet.

2.1.3 TABAK

Neben Tomatenpflanzen wurden auch Infektionsversuche mit Nicotiana tabacum cv. Samsun
durchgefiihrt. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in der gleichen Weise wie oben beschrieben.
Aufgrund des langsameren Wachstums wurden allerdings Pflanzen verwendet, die é&lter als

8 Wochen waren.

2.1.4 PROBENNAHME

Fur Infektionsversuche sowohl an Tomaten als auch an Tabak wurden von der Cuscuta-Kultur
Sprosse einer durchschnittlichen L&nge von 15 —20 cm abgetrennt und auf Holzstdbchen in
Nachahmung ihrer nattirlichen Windung gewickelt. Innerhalb von 2-3 Tagen zeigten sich an der
Kontaktflache zwischen Cuscuta-Sprofd und Holz diskusférmige Verdickungen, die Prahaustorien.
In diesem Stadium wurden die Sprosse auf das drittjungste Internodium der jeweiligen
Wirtspflanze Ubertragen und im Gewéchshaus weiterkultiviert. Dieser Zeitpunkt wurde als
Infektionsbeginn definiert.
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Zum Vergleich dienten mechanisch verwundete Pflanzen, die durch Einstiche mit einem
Zahnstocher in das dritte Internodium verletzt wurden.

Weiterhin wurde der Einflul des Phytohormons Auxin auf die Expression bestimmter Gene
untersucht. Dazu wurde eine Paste aus Lanolin bereitet, die 10 uM Indolessigsaure (IES) enthielt.
Diese Paste wurde punktformig (Flache 7-10 mm?) auf die Stengeloberflache aufgetragen, um die
Kontaktflache zwischen Préhaustorium und Wirtssprol3 zu imitieren.

Nach einer bestimmten Infektionsdauer wurden die parasitischen Sprosse vorsichtig entfernt,
damit eine Verunreinigung des Wirtsgewebes vermieden wurde. Zuvor mulite die Lage der
Haustorialbereiche gekennzeichnet werden. Diese Bereiche wurden von umgebendem, nicht
infiziertem Gewebe abgetrennt. Als systemische Kontrollen dienten SproRabschnitte, die aus
dem gleichen Internodium stammten, sich aber oberhalb der Infektionsstelle ohne Kontakt zum
Parasiten befanden. In gleicher Weise wurde mit artifiziell verwundeten und auxinbehandelten
Pflanzen verfahren (Abbildung 2-1). Zur Isolierung von RNA wurden Infektionsbereiche von
mindestens 10 Wirtspflanzen vereinigt. Fir die Bestimmung der XET-Aktivitdt wurden jeweils
Infektionsstellen von 4 Internodien verwendet. Die Proben wurden sofort in fliissigem N:

eingefroren und bis zu ihrer Aufarbeitung bei -80°C aufbewahrt.

/\ Abbildung 2-1: Probennahme nach Cuscuta-
; Befall. Infektionsbereich (IB), Gewebe ohne

Systemisch } )
Cuscuta-Kontakt aus gleichem Internodium

(Systemisch).

2.2 VERFAHREN MIT RIBONUKLEINSAUREN (RNA)

2.2.1 ISOLIERUNG VON GESAMT-RNA

2.2.1.1 GUANIDINISOTHIOCYANAT/PHENOL - METHODE

(modifiziert nach CHOMCZYNSKI UND SACCHI, 1987)
Zundchst wurde das Pflanzenmaterial in fllissigem Stickstoff homogenisiert und anschlie3end
Iml Lysepuffer je 15 mg Gewebe zugegeben. Nach intensiver Durchmischung wurde die
Suspension in einem SS34-Zentrifugenbecher fir 10 min bei Raumtemperatur und 15.000 Upm

(SS34-Rotor, Sorvall) zentrifugiert, um unlésliche Zell- und Gewebetriimmer abzutrennen. Der
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Uberstand wurde in ein neues Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und mit 0,2 ml Chloroform pro ml
Lysepuffer versetzt. Durch kraftiges Schitteln und anschlieende Zentrifugation (10 min, 4°C,
15.000 Upm) reicherte sich die RNA in der oberen, wélirigen Phase an, aus der sie durch Zugabe
von Isopropanol (0,5 ml pro ml Lysepuffer) und Zentrifugation (s.0.) ausgefallt werden konnte.
Das RNA-Prazipitat wurde in DEPC-Wasser aufgenommen. Die geléste RNA wurde durch
0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol erneut gefallt und das
Sediment in eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in DEPC-

Wasser gelost.

Lysepuffer: 20% Phenol
4M Guanidinisothiocyanat
DEPC-Wasser: 100 pl DEPC (Sigma) in 1,0 | bidest. Wasser

Zur Isolierung von RNA aus geringen Gewebemengen wurde der Rneasy Plant Total RNA Kit

(Qiagen) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

2.2.1.2 SELEKTIVE PRAZIPITATION DURCH 2-BUTOXYETHANOL (2-BE)

(nach MANNING, 1991)

Die RNA-Extraktion aus einigen pflanzlichen Geweben ist durch einen hohen Gehalt an
Kohlenhydraten erschwert. Mittels dieser Methode werden die meisten Polysaccharide entfernt.
Sie wurde fur die Isolation von RNA aus der Tomatenfrucht angewandt.

Das gefrorene Pflanzengewebe wurde in flissigem Stickstoff fein gemdrsert und in
Extraktionspuffer suspendiert. Zu dieser Mischung wurden 1/50 Volumen 25% (w/v) SDS
sowie 1/50 Volumen 2-Mercaptoethanol (2,5-10 ml/g Gewebe) zugegeben. Nachdem sich die
Suspension auf Raumtemperatur erwarmt hatte, wurde sie mit dem gleichen Volumen der
unteren Phase einer Phenol/Chloroform-Mischung ausgeschittelt. Durch 10 min Zentrifugation
bei 20.000g (RT) wurden die Phasen voneinander getrennt. Die untere und Interphase wurden
nochmals mit Extraktionspuffer extrahiert. Nach dem Zentrifugieren wurden beide walirige
Phasen, die die Nukleinsduren enthalten, vereinigt. RNA und DNA wurden aus diesem Extrakt
durch Zugabe von 2-BE in zwei Schritten geféllt. Zundchst wurde die Losung mit Wasser auf das
25 fache Volumen vedinnt und dann mit 1M Natriumacetat (pH 4,5) auf eine
Natriumkonzentration von 80 mM eingestellt. Anschlieend wurden 0,4 Volumen 2-BE
zugesetzt, wodurch die Polysaccharide abgetrennt wurden. Die Mischung wurde nach 30 min
Inkubation auf Eis zentrifugiert (20.000g x 10min, 0°C). Zum Uberstand wurden weitere
0,6 Volumen 2-BE zugegeben und mit dieser Mischung in der gleichen Weise verfahren wie
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zuvor. Das Prézipitat wurde nacheinander mit Waschpuffer, 70% Ethanol/0,1 M Kaliumacetat
(pH 6,0) und absolutem Ethanol gewaschen. Die RNA wurde durch Lithiumchloridfallung von
der DNA abgetrennt. Hierzu wurden die Nukleinsduren in einer Konzentration von mindestens
1 mg/ml in Wasser gelost und der LiCI-Gehalt mit 12 M LiCl auf 3 M eingestellt. Anschlie3end
wurde die RNA durch einstiindige Inkubation auf Eis und nachfolgende Zentrifugation (11.600 g
X 10 min) préazipitiert. Das Pellet wurde zweimal mit 3 M LiCl und anschlielend mit 70%

Ethanol/0,1 M Kaliumacetat (pH 6,0) und absolutem Ethanol gewaschen.

Extraktionspuffer: 0,2 M Borsdure/ Tris
10 mM Na;EDTA, pH 7,6

Phenol/Chloroform - Mischung:  gleiche Volumina wassergeséattigtes Phenol, equilibriert mit
Extraktionspuffer, und Chloroform

Waschpuffer: Extraktionspuffer : 2-BE (1:1 (v/V))

2.2.2 ISOLIERUNG POLY(A)*-REICHER RNA

(nach LOGEMANN et al., 1987; OTTO ¢t al., 1988)

Die Extraktion von polyadenylierter RNA beruhte auf der selektiven Bindung des Poly(A)*-
Anhangs eukaryotischer mRNA an Thymidin-Oligomere (30-mer), welche kovalent an Cellulose
(Oligo(dT)-Cellulose, Boehringer-Mannheim) gekniipft waren.

In einem Ansatz wurden mindestens 2 g Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff griindlich
zerkleinert und in 10 ml AufschluBpuffer pro g Gewebe suspendiert. Diese Mischung wurde fir
30 min kraftig geschuttelt. Die Abtrennung der nicht loslichen Bestandteile erfolgte mittels
Zentrifugation fiir 20 min bei Raumtemperatur und 10.000 Upm (Sorvall RC 5B). Der Uberstand
wurde vorsichtig in einen Erlenmeyerkolben dekantiert und mit 0,1 Volumen 4 M NaCl-Ldsung
versetzt. In den folgenden 30 min wurde die L6sung mit in Bindungspuffer suspendierter Oligo-
dT-Cellulose unter langsamem Schitteln inkubiert. AnschlieRend wurde die Oligo-dT-Cellulose
gebundene Poly(A)*-reiche RNA bei 2.500 Upm sedimentiert und nachfolgend 3-4 mal mit
20-30 ml Bindungs- bzw. Sdulenpuffer gewaschen. Die Elution der RNA erfolgte bei 60°C mit
1,4 ml Puffer pro g Ausgangsmaterial. Aus dem Eluat wurde die Poly(A)*-RNA durch Zugabe
von 0,2 Volumen 4 M NaCl-Ldsung und 2,5 Volumen absolutem Ethanol bei -20°C iber Nacht
in SS34-Zentrifugenréhrchen prazipitiert. Das nach Zentrifugation (18.000 Upm x 30 min, 4°C)
erhaltene Préazipitat wurde in eiskaltem 70% Ethanol/0,2M Natriumacetat gelést und in
Eppendorfgefdle Uberfuhrt. Die RNA wurde nochmals gefallt und das Sediment mit 70%
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Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Sie wurde in DEPC-Wasser gelost bei -80°C

aufbewahrt.
AufschluRpuffer: 50 mM Tris-HCI; pH 9,0
0,1 M NaCl
3% SDS
0,01 M EDTA
Bindungspuffer: 10 mM Tris-HCI; pH 7,5
0,4 M NaCl
0,2 % SDS
Saulenpuffer: 10 mM Tris-HCI; pH 7,5
0,1 M NaCl
0,2 % SDS
Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde photometrisch bestimmt. Eine 1:100
verdiinnte Losung wurde in einem Photometer (GeneQuantll, Pharmacia Biotech) vermessen
und der Gehalt and RNA berechnet sich aus der Extinktion [E] bei 260 nm nach folgender
Beziehung:

E.q, DVerdinnungsfaktor CHO

RNA[ug/ ] = 0

[Gleichung 2-1]

Aus dem Verhdltnis von Ezo/ E20 und Ezo/ Ezs0 188t sich eine Aussage Uber die
Verunreinigung mit Polysacchariden bzw. Proteinen treffen. Ausreichend reine RNA-

Préparationen weisen Werte von 1,8-2 auf.

2.2.3 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON RNA

Die Qualitat einer Praparation laft sich weiterhin nach einer elektrophoretischen Auftrennung
der RNA beurteilen (evtl. Degradation). Die Gelelektrophorese erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen. Es wurden je Probe ca. 5-10 pg Gesamt-RNA in gleichem Volumen DEPC-
Wasser aufgenommen und nach Zugabe von RNA-Gelladungspuffer 10 min bei 65°C
denaturiert. Nach 2 min Inkubation auf Eis wurden die Proben im formaldehydhaltigen 1%igen
Agarosegel bei einer Spannung von 80 V aufgetrennt. Die RNA konnte nach der Elektrophorese
im Gel durch die Fluoreszenz des eingelagerten Ethidiumbromids unter UV-Licht nachgewiesen
werden (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech).
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RNA-Ladungspuffer:

MEN-Agarosegel:

10 x MEN-Puffer:

0,72 ml Formamid

0,16 ml 10 x MEN

0,26 ml 37 % Formaldehyd

0,18 ml bidest. Wasser

0,210 ml 80 % Glycerin

0,08 ml 2 % Bromphenolblau-Lésung

3 pl 1 % Ethidiumbromid-Losung

0,5 g Agarose (ICN)

5ml 10 x MEN

42,5 ml bidest. Wasser, in der Mikrowelle l6sen
2,7 ml 37 % Formaldehyd nach Abkuhlung auf 50°C zugeben
0,2 M Morpholinopropansulfonséure

0,01 M EDTA

0,05 M Natriumacetat

2.2.4 TRANSFER VON RNA

19

Ein Verfahren zur Ubertragung von RNA-Molekiilen aus einem Agarosegel auf eine Membran

wird als ,,Northern Blot* bezeichnet.

Uber Kapillarkrafte wurde die RNA vom Gel auf eine Nylonmembran (Nytran, Schleicher und

Schill oder Hybond-N, Amersham Life Science) transferiert. Nach Abschluf? der Elektrophorese

wurde das Gel luftblasenfrei auf einer mit Transferpuffer getrankten Membran (von der GrofRRe

des Gels) und einem Stapel saugfahigen Papiers (ca.15 cm) so angeordnet, dal3 die Unterseite des

Gels die Oberflache der Membran berhrt. Die Verbindung zwischen Gel und Pufferreservoir

wurde durch das Auflegen eines Streifens Filterpapier (Whatman 3MM) von der Breite des Gels

und etwa 20 cm Ldnge hergestellt. Der Transfer erfolgte tber Nacht vertikal von oben nach
unten. Die RNA wurde anschlieBend auf der Membran durch 120.000 pJoules UV-Licht (UV
Stratalinker 2400, Stratagene) fixiert.

10 x SSC-Puffer:

1,5 M NaCl
0,15 M Na s-Citrat; pH 7,0
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2.2.5 IN-VITRO - TRANSLATION POLY(A)*-REICHER RNA

(nach ANDERSON et al., 1983)
Zur Translation eukaryotischer Poly(A)*-RNA wurde das Weizenkeimextrakt-System (Boeh-
ringer Mannheim Biochemica) verwendet, das in Gegenwart einer radioaktiv-markierten
Aminosadure mRNA in Protein Ubersetzt. Die Bedingungen wurden zunéchst mit verschiedenen
Mengen an Poly(A)*-RNA (0,1- 15 pg) optimiert. Die Reaktionsansatze, die jeweils
15 pCi L-[35S]-Methionin (ICN) enthielten, waren folgendermalen zusammengesetzt:

5 ul mRNA

7,5 pl Weizenkeimextrakt

5 ul Translations- Reaktionsmischung (ohne Methionin)
1 pl Kaliumacetat

1 ul Magnesiumacetat

1,5 pl L-[35S]-Methionin (10 pCi/ pl)

4 ul bidest. Wasser

Nach 1 h Inkubation bei 30°C wurde die Translation durch Abkihlen auf Eis beendet. Von
jedem Ansatz wurden 3 pl auf ein Stick Whatman-Papier gegeben und mit
10% Trichloressigsaure (TCA) fixiert. Der Filter wurde im Wasserbad hitzedenaturiert, mehrmals
mit Ethanol gewaschen und getrocknet. AnschlieRend wurde die Aktivitat der Probe und somit
der Einbau an markierter Aminoséure im Szintillator (TRI-CARB Liquid Szintillation Analyzer,
Packard) bestimmt.

2.3 VERFAHREN MIT DESOXYRIBONUKLEINSAUREN

2.3.1 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA AUS ESCHERICHIA CcOLI

Dem verwendeten Verfahren zur Gewinnung von Plasmid-DNA liegt ein alkalischer Aufschluf3
der Bakterien zugrunde. Aus dem Lysat la3t sich die bakterielle genomische DNA selektiv durch
Erniedrigung des pH-Wertes ausfallen, so daR im Uberstand nur die Plasmid-DNA verbleibt.
Proteine werden auf diese Weise ebenfalls entfernt.

Von einer Bakterienkultur, die (ber Nacht in LB-Ndhrmedium unter Schitteln (150-200 Upm)
bei 37°C gewachsen war, wurden 1,5 ml entnommen und in einem Reaktionsgefal bei
Raumtemperatur 30 sec zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Bakterien- Pellet in
300 ul Puffer P1 resuspendiert. Durch Zugabe von 300 pl Puffer P2 und unter leichtem
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Schwenken wurden die Zellen innerhalb von 5 min lysiert. Nach Hinzufligen von 300 ul Puffer
P3 und 10 min Inkubation auf Eis wurden genomische DNA und Proteine durch Zentrifugation
abgetrennt und die Plasmid - DNA anschlieBend aus dem Uberstand mit 500 ul Isopropanol
sedimentiert. Um storende Salze zu entfernen, wurde das Prazipitat mit 500 pl eiskaltem 70%
Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wurde entweder in bidest. Wasser oder TE-Puffer
geldst und bei -20°C aufbewahrt.

Die Konzentration und Reinheit la3t sich photometrisch bestimmen (s. 2.2.2). Die Berechnung

erfolgt nach folgender Formel:

E.q, [B0Verdunnungsfaktor
10°

DNA[ g/ 4] = [Gleichung 2-2]

LB (Luria - Bertani) - Ndhrmedium: 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1% NaCl, pH 7,0

P1 (Resuspensionspuffer): 50 mM Tris/HCI pH8, 10 mM EDTA, 100 pug/ml RNaseA
P2 (Lysepuffer): 200 mM NaOH, 1% SDS
P3 (Neutralisationspuffer): 3 M Kaliumacetat pH 5.5

2.3.2 SPALTUNG VON PLASMID-DNA DURCH RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Zur Charakterisierung als auch fur weitere Manipulationen der DNA, z.B. der Préparation von
radioaktiv-markierten Sonden oder das Einbringen der cDNA in einen anderen Vektor, war es
notwendig, die Plasmid-DNA  mittels spezifischer Restriktionsenzyme zu spalten. Die
Reaktionsbedingungen wurden entsprechend der Empfehlungen der Hersteller (Gibco BRL,
MBI Fermentas) gewéhlt. In einem Reaktionsansatz wurden pro ug DNA 2 Einheiten (U)
Enzym eingesetzt, um einen vollstindigen Abbau der DNA zu gewahrleisten. Die Reaktion
wurde in den meisten Fallen fir mindestens 1 h in einem Heizblock bei 37°C inkubiert und
anschlieBend durch Zugabe von 1/6 Volumen Stoppuffer (50 % Glycerin, 7,5 MM EDTA, 0,4 %
Xylenxyanol, 0,4% Bromphenolblau) beendet. Das Ergebnis der Spaltung wurde durch
Elektrophorese berpruft.
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2.3.3 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON DNA

Die Auftrennung der DNA - Fragmente nach ihrer GroRe erfolgte in Abhangigkeit von der zu
erwartenden Fragmentlange in Agarosegelen (ICN) unterschiedlicher Konzentration. Fir
Standardgele betrug diese 1%. Als Puffersystem fungierte 1 x TAE. Die Gelelektrophorese wurde
bei einer Spannung von 5-10 Volt/cm durchgefuhrt. Zum Vergleich der Molekilgré3en wurde
parallel ein Standard mit Fragmenten definierter GroRe (1 kb DNA-Leiter, Gibco BRL)
aufgetrennt. Der Nachweis der DNA war durch die Fluoreszenz des im Gel enthaltenen DNA-
bindenden Ethidiumbromids (0,05 pg/ml) unter UV-Licht mdoglich (ImageMaster, Pharmacia
Biotech).

50 x TAE-Puffer: 242 ¢ Tris, pH 8,0
57,1 ml Essigsaure (99 %)
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

—— 3.034bp

— 2.054

— 1.636

— 1018 Abbildung 2-2: Verwendeter GrolRenstandard:
1 kb DNA-Leiter. Die L&ngen ausgewéhlter

— 506/517

DNA-Fragmente sind angegeben.

2.3.4 ELUTION VON DNA AUsS DEM AGAROSEGEL

Die durch die Einlagerung von Ethidiumbromid im UV-Licht (302 nm) sichtbar gemachte
DNA-Bande wurde mitsamt der umgebenen Agarose ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefald
uberfiihrt. Zur Isolierung der DNA aus dem Gel wurde das QIAEX Il System (QIAGEN,
Hilden) verwendet und die einzelnen Schritte entsprechend der Anweisungen des Herstellers
durchgefiihrt. Die Effizienz der Elution wurde durch erneute Auftrennung eines Anteils der
gewonnenen DNA (berpruft.
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2.4 KLONIERUNG VON CDNA

2.4.1 T/A-KLONIERUNG VON PCR-FRAGMENTEN

Die Tag DNA-Polymerase weist eine matrizenunabhédngige terminale Transferaseaktivitit fiir
dATP auf, so dall die meisten bei der Amplifizierung entstehenden Produkte am 3"-Ende ein
einzelnes Uberhdngendes Deoxyadenosin (A) tragen. Diese Eigenschaft wird von dem

Klonierungssystem ,,TA TOPO Cloning Kit™ (Invitrogen) ausgenutzt, denn der speziell zur

Subklonierung von PCR-Produkten entwickelte linearisierte Vektor pCR"2.1 TOPO besitzt an
den 3"- Enden jeweils ein einzelnes tberh&dngendes dTTP, welches eine effiziente Ligation von
PCR-Produkten beglnstigt. Durch die Konjugation einer Topoisomerase an die Enden des
Vektors ist die Ligation innerhalb von 5 min bei Raumtemperatur moglich. Das Prinzip der T/A-

Klonierung ist in der folgenden Abbildung dargestellt:

5 . TOPD

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Polylinker-Region des Vektors pCR ® 2.1 TOPO zur

Verdeutlichung des Klonierungsprinzips. Die Topoisomerase ist gelb dargestellt.

Die Ligationsreaktion wurde entsprechend des Herstellerprotokolls angesetzt und nach 5 min
abgestoppt. Sie konnte unmittelbar fiir die Transformation (s. 2.4.3) eingesetzt werden.

Der Vektor pCR"2.1 TOPO tragt in seiner Polylinker-Region, dargestellt in Abbildung 2-4, den
Promotorabschnitt fur die T7 RNA-Polymerase. Aulerdem enthélt er verschiedene
Restriktionsschnittstellen, die die Charakterisierung der Insertion als auch anschlielendes
Umklonieren in andere Vektoren ermoglichen. Die Begrenzung der Polylinker-Region durch
unterschiedliche Primersequenzen erlaubt die Sequenzierung der DNA-Insertion (s. 2.5) nach
erfolgter Klonierung. Zusétzlich besitzt der Vektor die Resistenzgene fur Ampicillin und
Kanamycin, was der Selektion von plasmidtragenden Bakterien dient. Die Unterscheidung von
rekombinanten und religierten Plasmiden wird dadurch méglich, da die Unterbrechung des (3-
Galaktosidasegens bei Insertion die Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff verhindert.
Deshalb weisen weile Kolonien auf LB-Agarplatten auf transformierte Bakterien mit

rekombinanten Plasmiden hin, die anderen Kolonien sind hingegen blau geférbt.
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lacZa ATG "
M13 Reverse Primer Hmld mn Kpin I Sa:l:l B]am-{ I Sfe 1
CAG GAA ACA GCT ATG A(QC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX1 EcoR1 EcoR |1

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC G GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG TTC CCG CTT AAG ACG

Ectl)RV lefxl NLI)II Xho'| Nsi | Xba | Aplal
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GCC GTC GTT TTA T CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT|GAC CGG CAG CAA AAT GCA CTG ACC CTT TTG

Abbildung 2-4: Aufbau des Vektors pCR ® 2.1-TOPO. Die Bereiche der beiden Resistenzgene, das

Lactose Operon (Plac und lacZa), der Startpunkt flr die Infektion mit einem Helferphagen (F1 ori),
sowie der Replikationsstartpunkt fiir das Plasmid (ColE1 ori) sind gekennzeichnet. AuRerdem ist die
Sequenz des Polylinkers mit den Positionen der Primer ,,M13 Reverse®, ,,M13-(20 und 40) Forward*
und die des T7-Promotors angegeben. Restriktionsschnittstellen und der Bereich fiir die Insertion des
PCR-Produktes sind gekennzeichnet.

2.4.2 STANDARDVERFAHREN ZUR KLONIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN

Die Effizienz einer Ligationsreaktion von linearisiertem Vektor und cDNA wird von deren
molarem Verhéltnis beeinfluBt, wobei Religation des Vektors mit der erwiinschten Reaktion
konkurriert. Fur eine optimale Ligation sollte ein Konzentrationsverhaltnis V von 3:1 (Inser-
tion/Vektor-DNA) vorliegen. Die zur Ligation benétigte Menge an cDNA in Bezug zur
eingesetzten Menge an linearisierte Vektor-DNA wurde anhand folgender Formel berechnet:

V OLénge der cD NA[bp] [Ing Vektor
Lange desVektors|bp]

x ng cDNA= [Gleichung 2-3]
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In einem Ligationsansatz waren folgende Komponenten enthalten:
2 pl 10 x Ligationspuffer (MBI Fermentas)
X Ul cDNA
500 ng modifizierter Vektor
mit bidest. Wasser auf 20 ul auffillen
4 ul T4 DNA Ligase (1 Weiss U/pl, MBI Fermentas)
10 x Ligatonspuffer: 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl;, 100 mM DTT, 5 mM ATP; pH7,8

Die Reaktion wurde bei 16°C Uber Nacht inkubiert, die T4 DNA Ligase anschlieBend 5 min bei
75°C inaktiviert. In der nachfolgenden Transformation wurden maximal 5 pl der Ligation

eingesetzt.

2.4.3 TRANSFORMATION

In den Uberwiegenden Féllen wurde zur Transformation der E. coli Stamm TOP10F", der
ebenfalls als kompetente Zellen im TOPO T/A-Klonierungssystem enthalten war, verwendet. Er
hat folgenden Genotyp: F'{lacla Tnl10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl araAl139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG.

Die einzelnen Transformationsschritte richteten sich nach dem Herstellerprotokoll, wobei 1 pl
des Ligationsansatzes (s. 2.4.1) mit 50 ul kompetenter Zellen vorsichtig vermischt und fur 30 min
auf Eis belassen wurde. Nach einer kurzzeitigen Hitzeschockbehandlung der Zellen (30 sec,
42°C) wurden sie erneut auf Eis abgekihlt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 300 ul SOC-
Medium bei 37°C fur 1 h mit 225 Upm geschdttelt, bis sie auf LB-Agarplatten, die Ampicillin
(50 pg/ml), IPTG (60 ug/ml) und X-Gal (40 pg/ml) enthielten, ausgestrichen wurden. Uber
Nacht wurden die Platten bei 37°C inkubiert und transformierte Bakterien durch ihre

Ampicillinresistenz und Blau-/Weil3farbung selektiert.

SOC-Medium (pH 7,0): 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KClI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4
20 mM Glucose



2 MATERIAL UND METHODEN 26

LB-Nahragar (pH 7,0): 1% NaCl
1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1,5% Agar

Die weiBen Kolonien dienten zur Plasmidisolierung, indem jeweils eine Ubernachtkultur
angezogen und diese wie unter 2.3.1 beschrieben behandelt wurde. Nachfolgend wurde das

Plasmid durch Restriktionsspaltung und elektrophoretische Auftrennung charakterisiert.

2.5 SEQUENZIERUNG

Die Sequenzierung von DNA erfolgte im Rahmen des SFB 251 "Okologie, Physiologie und
Biochemie pflanzlicher und tierischer Leistung unter Stre" Zur Ermittlung der Sequenzen
wurde die Kettenabbruchmethode, auch als Sanger-Coulson-Methode bekannt, verwendet. Dabei
kam der ,,Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-
dGTP* (Amersham) zum Einsatz.

Die Sequenzierungen wurden mittels Software des Herstellers LI-COR (Base Imagir 4.0)
ausgewertet. Zum Vergleich der ermittelten DNA-Sequenzen mit bereits bekannten wurde der
BLAST-Algorithmus (ALTscHuL et al., 1990) vom NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/-
BLAST/) verwendet.

2.6 RADIOAKTIVE MARKIERUNG VON NUKLEINSAUREN

2.6.1 SYNTHESE RADIOAKTIV- MARKIERTER GESAMT-CDNA

(nach SAMBROOK ¢t al., 1989)
Eine zur mRNA komplementére 32P-markierte cDNA-Sonde wurde unter Verwendung einer
Reversen Transkriptase, wobei die fiir eukaryotische mMRNAs charakteristische Poly(A)*+-Sequenz
am 3"-Ende fur die Bindung des Oligo-dT-Primers genutzt wurde, synthetisiert.
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Reaktionsansatz (50 pl): 10 pg Gesamt-RNA
10 ul 5 x Puffer (GibcoBRL)
1 pg Oligo-dT-Primer
5uWo01MDTT
40 nmol dATP, dGTP, dTTP (MBI Fermentas, Litauen)
120 pmol dCTP

10 pl [a-32P] dCTP (spez.Aktivitdt > 3.000 Ci/mmol, 10 puCi/ul)
2 Ul RT Superscript 11 (200 units/pl; GibcoBRL)

Nach zehnminitiger Denaturierung von RNA und Primer bei 70°C wurden die anderen
Reagenzien dem Ansatz zugesetzt und die cDNA-Synthese flir eine Stunde bei 42°C
durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pul 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 2 pl 10%
SDS abgestoppt. Eine anschlieRende Inkubation (30 min, 68°C) im alkalischen Milieu (6 pl 3 N
NaOH) diente dem Abbau der RNA. Der Reaktionsansatz wurde nach Abkihlung auf
Raumtemperatur mit 20 pl 1 M Tris/HCI (pH 7,4) vermischt, 6 pul 2 N HCI hinzugefugt und
nachfolgend einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterworfen. Die Abtrennung markierter
cDNA von nicht eingebauten Nukleotiden wurde duch selektive Prézipitation mit 3 M
Natriumacetat und Ethanol bei --80°C erreicht.

2.6.2 SYNTHESE EINER SPEZIFISCHEN EINZELSTRANGSONDE

(modifiziert nach STURzL UND ROTH, 1990)
Die Herstellung einer spezifischen Einzelstrangsonde beruht auf einer linearen PCR-Reaktion,
bei der jeweils nur ein genspezifischer Primer verwendet wird. Als Matrize diente ein zuvor aus
dem entsprechenden rekombinanten Vektor mittels geeigneter Restriktionsenzyme erhaltenes
cDNA-Fragment.

Reaktionsansatz (100 pl): 100 pmol genspezifischer Primer
10 ul 10 x Taq Reaktionspuffer
5 ul'5 mM MgCl,
200 uM dATP, dGTP, dTTP
6,25 UM dCTP
50 pCi [a-32P] dCTP (spez.Aktivitat > 3.000 Ci/mmol)
2,5 u Tag DNA Polymerase (AGS, Biotherm)
10910 Kopien der zu markierenden DNA
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Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Hybaid unter folgenden
Bedingungen durchgefihrt:

Denaturierung | Anlagerung der Primer Synthese Anzahl der Zyklen

94°C/ 5 min 1
94°C/ 30 sec Ta/ 30 sec 72°C/ 1 min 40
Ta/ 30 sec 72°C/ 2 min 1

Ta entspricht der fiir den jeweiligen genspezifischen Primer optimalen Anlagerungstemperatur
(Anhang). Uber eine Sephadex G-50-Sdule wurden nicht eingebaute Nukleotide durch
Zentrifugation (2 min, 3.000 Upm) abgetrennt und der Einbau an [a-32P] dCTP durch
Szintillationsmessung bestimmt. Die Aktivitat einer spezifischen Einzelstrangsonde flir Northern
Hybridisierungen betrug mindestens 107 cpm.

2.6.3 SYNTHESE MARKIERTER DNA MIT ,,RANDOM“-PRIMERN

Dieser zur Markierung von DNA verwendeten Methode liegt ein von FEINBERG UND
VOGELSTEIN (1983) entwickeltes Verfahren zugrunde. Eine Mischung aus Oligonukleotiden, die
alle statistisch moglichen Nukleotidsequenzen abdecken, dient als Primer fur eine DNA-
Polymerase (,,Klenow-Fragment*). Das nach dem beschriebenen Prinzip arbeitende ,,ready-to-
go“ DNA Labelling System (Amersham Pharmacia Biotech) ist geeignet zur Markierung von
geringen Mengen DNA (25-50 ng) mit einer spezifischen Aktivitdt von mehr als 10° dpm/ug
DNA. In einem Reaktionsgefal} wurde das lyophilisierte Sediment aus dATP, dGTP, dTTP,

Zufallsprimern, Reaktionspuffer sowie FPLCpure[l Klenow Fragment in bidest. Wasser gel6st

und auf Eis die zuvor denaturierte zu markierende DNA als auch 50 pCi [a-32P] dCTP zugefigt.
Das Gesamt-Reaktionsvolumen betrug 50 pl. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurden

nicht eingebaute Nukleotide durch Saulenchromatographie an Sephadex G-50 abgetrennt.
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2.7 HYBRIDISIERUNG VON NUKLEINSAUREN

Nach der Fixierung der RNA bzw. DNA auf der Membran wurde diese in eine
Hybridisierungsrohre tberfuhrt und zunéchst fur 30 min bei Raumtemperatur in 5 x SSC, 0,5%
SDS gewaschen. In einem Hybridisierungsinkubator (Biometra) wurde die Membran
anschlieBend bei 68°C mindestens eine halbe Stunde mit Hybridisierungslosung (Roth)
vorhybridisiert. Die eigentliche Hybridisierung erfolgte nach Zugabe der zuvor denaturierten
radioaktiv-markierten Sonde (s. 2.6) uUber Nacht. Um unspezifisch gebundene Sonde zu
entfernen, wurde die Membran in mehreren Schritten bei 68°C mit zunehmender Stringenz

gewaschen:

30 min Hybridisierungslésung
30 min 1 x SSC, 0,1% SDS
30-90 min 0,1 X SSC, 0,1% SDS
30 min 0,1 x SSC, 0,1% SDS

Die an der Luft getrocknete Membran wurde in Folie eingeschweil3t und in einer lichtdichten
Kassette auf einen Rontgenfilm (X-ray Retina, Fotochemische Werke Berlin) aufgelegt, der fir
eine angemessene Zeit bei -80°C exponiert wurde. Die Entwicklung des Filmes erfolgte in
speziellen Entwicklungs- und Fixierlésungen (Kodak).

Eine Membran kann fur mehrmalige Hybridisierungen verwendet werden. Dazu muf3 die bereits
gebundene Radioaktivitat durch wiederholtes Waschen in 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 95°C entfernt
werden. So behandelte Membranen kénnen bis zu ihrer Wiederverwendung bei 4°C aufbewahrt
werden.

Mit Hilfe der Image Master VDS Software (Pharmacia Biotech) wurden die durch Hybridisierung
erhaltenen Signale quantifiziert. Die MeRwerte stehen in Relation zur Starke des jeweiligen
Signals in der RNA von unbehandelten Tomaten, die auf 1 festgelegt wurde.

2.8 SUPPRESSIVE SUBTRAKTIONSHYBRIDISIERUNG

Die subtraktive Hybridisierung stellt eine effiziente Methode zur Isolierung von cDNAS
unterschiedlich exprimierter Gene dar und findet Anwendung in der Untersuchung von
biologischen Prozessen, die mit einer verdnderten Genexpression verbunden sind. Der
verwendete PCR-Selectt] cDNA Subtraction Kit (Clontech) basiert auf einem von
DIATCHENKO ¢t al. (1996) entwickelten Verfahren, das durch Kombination von subtraktiver
Hybridisierung und anschlieender PCR zur Anreicherung von cDNAs fiihrt, die nur in einer der
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zu vergleichenden RNA-Populationen vertreten ist. In der Abbildung 2-5 ist der Ablauf der

subtraktiven Hybridisierung schematisch dargestellt.

mMRNA infizierter Pflanzen mRNA unbehandelter Pflanzen

Synthese ds cDNA

Rsa -Restriktion

Adapter-Ligation an Tester cONA

Tester cDNA Driver cDNA Tester cDNA
mit Adapter 1 im UberschuB mit Adapter 2

b

1. Hybridisierung

~

2. Hybridisierung

a, b, c,dund e ]

o

d
e
PCR
— a, b, ¢ keine Amplifizierung
~1 3 ¢ lineare Amplifizierung

e exponentielle Amplifizierung

v

Abbildung 2-5: Darstellung des grundlegenden Ablaufs der suppressiven Subtraktionshybridisierung.
Die mRNA bzw. cDNA ist griin (aus infizierten Pflanzen stammend) bzw. rot (aus unbehandelten

Pflanzen) gekennzeichnet. Die Adaptoren sind gelb dargestellt.
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2.8.1 cDNA-SYNTHESE

Die Durchfihrung der einzelnen Schritte entsprach dem Herstellerprotokoll. Zundchst wurde
von jeweils 1 pg Poly(A)*-RNA unbehandelter Tomaten, der sogenannten ,,Driver*-Population,
als auch der infizierter Pflanzen (12 h nach Infektionsbeginn, , Tester“-Population) die
entsprechende doppelstrangige cDNA hergestellt.

Erststrangsynthese: 1 ug Poly(A)*-RNA in 4 ul
10 pmol cDNA Synthese Primer (5 -TTTTGTACAAGCTT3-3")

Nach zweimindtiger Inkubation des Ansatzes bei 70°C und anschlieRendem Abkihlen auf Eis
wurden folgende Reagenzien zugesetzt:

2 ul 5 x Erststrangpuffer
1 Wl dNTP Mix (10 mM)

1 ul [a-32P] dCTP (1 uCi, 3.000 Ci/mmol)
1 pl MMLYV Reverse Transkriptase (200 u/ul)

Die Reaktion wurde flr 1,5 h bei 42°C inkubiert und die Erststrangsynthese durch Setzen auf Eis
beendet. Im zweiten Schritt der cDNA-Synthese wurden zum obigen Reaktionsansatz weitere

Komponenten hinzugefigt:

48,4 l steriles Wasser

16,0 pl 5 x Zweitstrangpuffer

1,6 ul ANTP Mix (10 mM)

4 ul 20 x Zweitstrang - Enzymcocktail

Die Synthese erfolgte innerhalb von 2 h bei 16°C. Im Anschlu® wurden 2 pl (6 u) T4 DNA-
Polymerase zugegeben und die Reaktion weitere 30 min bei 16°C inkubiert. Mit 4 pul 20 x
EDTA/GIlycogen Mix wurde die Zweitstrangsynthese abgestoppt und mit 100 ul Phenol/Chlo-
roform/1soamylalkohol extrahiert. Aus der walrigen Phase wurde die cDNA mit 0,5 Volumen 4
M NHsOAc und 2,5 Volumen 95% Ethanol ausgefallt und mit 500 pl 80% Ethanol gewaschen.
Das an der Luft getrocknete Prézipitat wurde in 50 ul Wasser wieder aufgelost und 43,5 pl fir die
folgende Restrikrionsspaltung eingesetzt, die zur Bildung kirzerer cONA-Fragmente mit glatten
Enden fiihrt, eine Voraussetzung fur Adapter-Ligation und Subtraktionshybridisierung.

In einem Reaktionsgefdl? wurden 43,5 pl ds cDNA, 5 pl 10 x Rsa | Restriktionspuffer und
1,5 pl Rsa 1 (10 u/ul) miteinander gemischt und fir 1,5 h bei 37°C belassen. Bevor die Reaktion
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durch Zugabe von 2,5 pl 20 x EDTA/GIlycogen Mix beendet wurde, wurden 5 pl des Ansatzes
zur Analyse der Effizienz der Spaltung abgenommen. Die fragmentierte cDNA wurde wie oben
beschrieben extrahiert und prézipitiert, das cDNA-Pellet in 5,5 pl Wasser aufgenommen. VVon der
»rester“- ¢cDNA wurden 1,5 pl mit 7,5 pl Wasser verdinnt und fur die Adapter-Ligation
eingesetzt:

2 ul , Tester“-cDNA

2 ul Adapter 1 bzw. Adapter 2 (10 M)

3l H,0

2 Ul 5 x Ligasepuffer

1 pl T4 DNA Ligase (400 u/pl)

Adapter 1: 5"- CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT -3
3-GGCCCGTCCA -5

Adapter 2:  5- GTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT -3
3- CGGCTCCA -5

In einem dritten Reaktionsgefal} wurden zur Kontrolle [c] fur die spatere Subtraktion jeweils 2 pl
der Ansdtze 1 und 2 miteinander gemischt. Alle Reaktionen wurden bei 16°C (ber Nacht
inkubiert und die Ligation durch 1 pl 20 x EDTA/GIlycogen Mix beendet. Die Ligase wurde
durch Erhitzen auf 72°C fur 5 min inaktiviert.

2.8.2 SUBTRAKTIONSHYBRIDISIERUNG

In der nun folgenden ersten Hybridisierung wurden beide ,, Tester*- cDNAs (verschiedene
Adapter tragend) in getrennten Reaktionen mit einem UberschuR an ,,Driver“-cDNA versetzt,
und nach der Denaturierung der Proben kam es zur Bildung von Hybriden zwischen ,, Tester-
und ,,Driver“-cDNA. Auf diese Weise sollte ein Ausgleich zwischen haufig und selten
vertretenen cDNAs erreicht werden. Weiterhin kam es zur Anreicherung von einzelstrangigen
cDNAs, die in den zu vergleichenden Populationen unterschiedlich exprimiert sind. Die

Hybridisierungsreaktionen setzten sich wie folgt zusammen:

Reaktion 1 Reaktion 2
1,5 ul ,,Driver- cDNA 1,5 ul ,,Driver“- cDNA
1,5 ul ,, Tester- cDNA 1 (mit Adapter 1) 1,5 ul ,, Tester*- cDNA 2 (mit Adapter 2)

1 ul 4 x Hybridisierungspuffer 1 ul 4 x Hybridisierungspuffer
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Nach 1,5 min Denaturierung bei 98°C wurden die Reaktionen fur 8 h bei 68°C belassen. Die
beiden Proben wurden daraufhin vereinigt und frisch denaturierter ,,Driver” zugeflgt. Daflr
wurden zuvor 1 ul ,,Driver“-cDNA, 1 ul 4 x Hybridisierungspuffer und 2 pl steriles H.O
vermischt und 1 pl davon 1,5 min bei 98°C denaturiert. Der zweite Hybridisierungsschritt
erfolgte tiber Nacht bei 68°C und wurde durch die Zugabe von 200 pl Verdinnungspuffer und 7

min Erhitzen auf 75°C abgeschlossen.

2.8.3 AMPLIFIKATION DER SUBTRAHIERTEN CDNAS

Die PCR-Reaktion ermdglichte die selektive Amplifikation der unterschiedlich exprimierten
cDNAs. Es wurden parallel zwei Reaktionen durchgefiihrt, eine mit subtrahierter cDNA, die
andere mit unsubtrahierter cDNA [c] (s. 2.8.1), die zuvor 1:1000 verdiinnt wurde. Ein

Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

1 pl cDNA (subtrahiert oder Kontrolle)
2,5 ul 10 x PCR Reaktionspuffer
0,5 ul dNTP Mix (10 mM)

1 pl PCR - Primer 1 (10 uM, 5 - CTAATACGACTCACTATAGGGC -3 )

0,5 pI 50 x Advantage KlenTaqg Polymerase Mix (Clontech)

195 ul H,0

Zundchst wurden die Adapter durch 5 min Inkubation bei 75°C aufgefullt, um Bindungsstellen
fur den PCR-Primer zu schaffen. Die sich anschlieBende erste PCR-Reaktion verlief in 30 Zyklen

unter den angegebenen Bedingungen:

Denaturierung

Primer Anlagerung

Extension

94°C - 30 sec

66°C - 30 sec

72°C - 1,5 min
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Fur die zweite PCR-Reaktion wurden 3 pl der ersten 1:10 verdiinnt und davon 1 pl verwendet. In

einem Reaktionsgefal wurden

1 pl PCR - Produkt (aus der ersten PCR)
2,5 ul 10 x PCR - Reaktionspuffer
1 ul Nested Primer 1 (10 uM, 5"- TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT- 3")
1yl Nested Primer 2 (10 uM, 5"- AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3)
0,5 ul dNTP Mix (10 mM)
0,5 I 50 x Advantage KlenTaqg Polymerase Mix
18,5 ul H,O
gemischt und in 15 Zyklen amplifiziert:

Denaturierung | Primer Anlagerung Extension

94°C - 30 sec 68°C - 30 sec 72°C - 1,5 min

Die PCR-Reaktion wurde mit einem weiteren Extensionsschritt flir 5 min abgeschlossen.
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden fir eine T/A-Klonierung (s. 2.4) eingesetzt.

2.8.4 DURCHMUSTERN DER SUBTRAHIERTEN CDNA-BIBLIOTHEK

Alle Klone, die aus der subtraktiven Hybridisierung hervorgegangen sind, wurden daraufhin
untersucht, ob sie tatsachlich in unterschiedlicher Haufigkeit in den Ausgangspopulationen
(,, Tester, ,,Driver”) vorliegen. Hierfir wurden samtliche Klone in einer PCR-Reaktion so

eingesetzt, dal das im jeweiligen Plasmid inserierte cDNA-Fragment amplifiziert wurde.

Reaktionsansatz (20 pl): 2 ul 10 x PCR - Reaktionspuffer
1 Wl dNTP Mix (5 mM)
1 ul MgCl; (50 mM)
0,5 Wl T7 Primer (10 pM)
0,5 pl M13 reverse Primer (10 uM)
0,2 ul Taq Polymerase (1 u)
14,8 pl bidest. H,O

Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine geringe Menge an Bakterien aus der Glycerinkultur
des entsprechenden Klones in das ReaktionsgeféaR eingebracht und lieferte so die Matrize fur die

PCR. Die Reaktionen wurden in Mikrotiterplatten durchgeftihrt.
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Anzahl der Zyklen | Denaturierung | Primer Anlagerung Extension

1 94°C - 5 min
25 94°C - 30 sec 54°C - 30 sec 72°C - 1 min
1 72°C - 5 min

Im Anschlul wurden jeweils 1,5 ul der einzelnen Reaktionen auf eine Nylonmembran
punktférmig aufgebracht. Nach dem Trocknen wurde durch die Membranen 5 min lang
Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), gefolgt von 5 min Neutralisierungspuffer (1,5
M NaCl, 1 M Tris/HCI, pH 7,5) und abschlieBend 4 x SET Puffer (0,6 M NaCl, 4 mM EDTA,
80 mM Tris/HCI, pH 7,8) gesaugt. Die Filter wurden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und die
DNA anschlieend durch UV-Strahlung fixiert. Flr das Screening wurden Sonden, die ,, Tester*-
und ,,Driver“-Population représentieren, synthetisiert (s. 2.6.1) und diese fir die Hybridisierung
der Membranen (s. 2.7) verwendet. Da die Filter jeweils in doppelter Ausfihrung zur Verfligung
standen, konnte einer mit der ,, Tester-, der andere mit der ,,Driver*-Sonde hybridisiert werden.
Ein Vergleich der erhaltenen Signale nach Autoradiographie ergab Aufschluf? Gber die

differentielle Expression des zugehérigen Gens.

2.9 ,,RACE“-PCR

Durch die subtraktive Hybridisierung wurden nur cDNA-Fragmente erhalten, d.h., es fehlen in
den meisten Fallen sowohl 5°- als auch 3"-Ende der vollstindigen cDNA-Sequenz. Um diese zu
isolieren, stand ein sehr efficientes ,,RACE“-System ( Rapid Amplification of cDNA Ends) zur
Verfligung, das die oft problematische Adapterligation unnétig macht. Der SMARTO RACE
cDNA Amplification Kit (Clontech) arbeitet nach dem Prinzip einer RT-PCR, wobei das
SMART 110 Oligonukleotid (Switching Mechanism At 5"end of RNA Transcript) in der Erst-
strangsynthese an das dC-reiche Ende der cDNA bindet und auf diese Weise als verlangerte
Matrize fur die Reverse Transkriptase fungiert. Der generelle Ablauf dieses Verfahrens ist aus
Abbildung 2-6 ersichtlich.
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5-RACE 3'-RACE
Poly(A)+-RNA
5 - NNAAAAA- 37 5 NNAAAAA- 3"
NNTTTTT,, NNTTTTT == 3" - CDS

l Erststrang cDNA-Synthese

SMARTII digo
o — C—Z(Ig NNAAAAA- 37 5 - NNAAAAA- 37 )
o NNTTTTT,,- 5" NNTTTTT == -5
RT Template switching l
5 - cee NNAAAAA- 3°
3 - m=mCCC NNTTTTT,,- 5
5-RACE-PCR l 3-RACE-PCR
5 - memGGG NNAAAAA- 37 5 - NNAAAAA- 37
— e
7o — \ -5 —>
uP
5 - — NNAAAAA- 37 NNTTTTT g - 3°
<~ —

I — GSP1

3 - NNTTTTT,,-5° 3 - NNTTTTT e - 57

!

1 1
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-3
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ds 5"-RACE Fragment ds 3"-RACE Fragment

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung des Ablaufs von 5- und 3"-RACE. Die mRNA ist grin
gekennzeichnet, die cDNA blau. Die SMART-Sequenz entspricht dem schwarzen Balken. Der an
diesen Bereich bindende Primer ist gelb-schwarz.

2.9.1 ERSTSTRANGSYNTHESE
Die Durchfuhrung der ,,RACE“-PCR erfolgte nach den Angaben im Herstellerprotokoll.
Getrennt fur die spatere Amplifizierung der cDNA - Enden wurden ausgehend von 1 pg

Poly(A)*-RNA die komplementére 5"-cDNA bzw. 3"- cDNA synthetisiert.
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5- RACE cDNA 3’- RACE cDNA
3 U RNA (1 pg) 3 Ul RNA (1 pg)
1yl 5°-CDS Primer (10 uM) 1 pl 3°-CDS Primer (10 uM)

1yl SMART I1 Oligo (10 pM)

SMART Il Oligo:  5- AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG- 3’
5-CDS: 5 (T)2sN4N- 37

3-CDS: 5"- AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC/T)sN4N- 37
(N=A C G T;N1=A G,C)

Zu beiden Reaktionsansdtzen wurden nach 2 min Inkubation bei 70°C und Abkihlen auf Eis
folgende Komponenten hinzugeflgt:

2 ul 5 x Erststrangpuffer

1yl DTT (20 mM)

1 ul dNTP Mix (10 mM)

1 ul MMLV Reverse Transkriptase (200 u/ul)

und bei 42°C fir 1,5 h der Synthese Uberlassen. Die Erststrang-cDNA wurde fir die weiteren
Schritte mit 250 pl Tricin-EDTA Puffer verdinnt und fir 7 min auf 72°C erhitzt, um die mRNA

ZU zerstoren.

2.9.2 5 -uNnD 3"-RACE

Zur Amplifizierung der 5°- und 3-cDNA-Enden wurde zusétzlich der Advantagel] 2 Poly-
merase Mix (Clontech) verwendet. Die Konstruktion der genspezifischen Primer erfolgte unter
Berticksichtigung der Herstellerempfehlungen mit Hilfe der Vector NTI 4.0 Deluxe Software.
Generell unterscheiden sich die PCR-Reaktionen nur durch die Verwendung der jeweiligen

genspezifischen Primer, so dal die einzelnen Ansétze immer wie folgt zusammengesetzt waren:
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5-RACE 3 -RACE
5"-RACE-cDNA 254
3-RACE-cDNA 2,5 ul
UPM (10 x) 5l Sul
GSP1 (10 pM) 1pl
GSP2 (10 uM) 1ul
10 x PCR-Reaktionspuffer 5ul 5ul
dNTP Mix (10 mM) 1l 1l
50 x Advantage 2 Polymerase Mix 1l 1l
bidest. H,O 34,5l 34,5 ul

UPM: 5- CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT-3

5- CTAATACGACTCACTATAGGGC- 3

Da die Primer so ausgewéhlt wurden, daR deren Tm (Schmelztemperatur) tber 70°C liegt,

konnten alle Reaktionen nach dem gleichen Protokoll durchgefiihrt werden:

Anzahl der Zyklen Denaturierung Primer Anlagerung Extension
5 94°C - 5 sec 72°C - 3 min
5 94°C - 5 sec 70°C - 10 sec 72°C -3 min
20 94°C - 5 sec 68°C - 10 sec 72°C -3 min

Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel analysiert und 0,5 pl des Ansatzes fur die Klonierung
in einen T/A-Vektor eingesetzt. Aus den Sequenzdaten flr das 5- bzw. 3"-Ende wurden
genspezifische Primer fir die Isolierung der Volllange der cDNA abgeleitet. Abhangig von der
Sequenz der verschiedenen cDNAs unterschieden sich die folgenden PCR-Reaktionen
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und der gewéhlten Parameter:

1 ul cDNA

1 pl genspezifischer Primer (10 pM)

2,5 ul UPM

2,5 pl 10 x PCR - Reaktionspuffer

0,5 Wl dNTP Mix (10 mM)

0,5 pl 50 x Advantage 2 Polymerase Mix
17 pl bidest. H.O
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cDNA Primer

LeEXT1 3 -cDNA LeEXT sense! 22x 94°C,15sec 50°C,15sec 72°C, 1,5 min
1x 72°C, 5 min

TRAMP  3-cDNA LeAgp sense 2 30x 94°C,15sec 60°C,15sec 72°C, 1,5 min

1x 72°C, 5 min
LeAqgp2 5-cDNA LeAgpas? 35x  94°C,15sec 57°C,15sec  72°C,1min
72°C, 5 min

15°- GGATCCACAAACACTGGTCTCTGATTGG- 3
25 -GTTCTTGCACTGACCACTCAGCAC- 3
35- CCAATAGGCCAAGGTGTTCC- 3

Die Produkte der Amplifizierung wurden kloniert und sequenziert.

2.10 HETEROLOGE PROTEINEXPRESSION IN ESCHERICHIA COLI

Zur Gewinnung von groferen Mengen eines bestimmten Proteins wurden verschiedene
prokaryotische und eukaryotische Expressionssysteme entwickelt. Dabei zeichnet sich die
Expression von rekombinanten Proteinen in Escherichia coli durch die relativ einfache
Handhabung aus. Allerdings ist dieses System auch mit einigen Problemen behaftet, da in
Eukaryoten synthetisierte Proteine haufig noch verschiedenen Modifizierungen unterworfen sind,
die so in Bakterien nicht vorkommen. Inwieweit die posttranslationellen Verédnderungen fir die
Funktion des Proteins essentiell sind, hangt von dem jeweiligen Protein ab.

Es wurde ein Expressionssystem der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet, bei dem
ein Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und dem gewtiinschten Protein gebildet wird.
Auf diese Weise ist die immunologische Detektion des Fusionsproteins als auch dessen
Aufreinigung uber Affinitdtschromatographie moglich.
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2.10.1 HERSTELLUNG DES EXPRESSIONSVEKTORS

Mittels PCR wurde die cDNA von LeEXT1 amplifiziert und in den T/A-Vektor
pCR®2.1 TOPO Kkloniert. Hierfur wurden die Primer so gewahlt, dal3 die fur das Signalpeptid
kodierende Sequenz am 5"-Ende fehlt.

Reaktionsansatz: 1 ul cDNA (LeEXT1)
2,5 pl 10 x Reaktionspuffer
1 Wl dNTP Mix (5 mM)
10 pmol Primer 1a
10 pmol Primer 2b
0,5 pl Polymerase Mix (Clontech)
18 ul H,O

a_eXET1-BamHI-sense: 5 - GGATCCGGGTATCCTAGAAGGCCAGTA-3
bl eXET1-Pstl-as: 5 - CTGCAGCCTCATGACTCCACCAATAATGATACACTC- 3

Anzahl der Zyklen Denaturierung Primer Anlagerung Extension

1 94°C - 5 min
25 94°C - 15 sec 58°C - 30 sec 72°C -1 min
1 72°C - 5 min

Die isolierte Plasmid-DNA sowie der Expressionsvektor pGEX-4T2 (Abbildung 2-7) wurden
mit den Restriktionsenzymen BamHI und Notl gespalten. Anschlie3end erfolgte die Ligation von
cDNA und Vektor. Gemeinsam mit dem Plasmid PSB161, das die Information fir die tRNAs
der Aminosaure Arginin tragt, wurde der rekombinante Vektor in E. coli BL21 Zellen (Genotyp:
F-, ompT, hsdS (re-, mg’), gal) transformiert und auf LB-N&hragar mit 100 pg/ml Ampicillin,
50 pg/ml Kanamycin selektiert. Der verwendete E.coli Stamm ist in seiner Proteaseaktivitdt
reduziert, so daR die rekombinant gebildeten Proteine nicht durch endogene Proteasen
angegriffen werden.
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Thrombin

]Leu Val Pro A IGIy Ser]Fro Gly lle Pro Gly Ser Thr Ar% Ala Ala Ala Ser
G¥G GTT CCG CGT GGA TCC,CCA GGA ATT CCC GGB TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

’ BarhH | EcoR T G181 —xpo7 . Notl StopTodon

Tth111 |
Aatil

pSi10ABam7Stop7

pGEX

~4900 bp

Abbildung 2-7: GST-Fusionsvektor pGEX-4T-2. Enthalt tac Promoter fur Induktion der Expression
durch IPTG, die kodierende Region der Glutathion-S-Transferase sowie das Ampicillin-Resistenzgen.
Es ist die Polylinkerregion mit Restriktionsschnittstellen und Thrombinschnittstelle dargestellt.

2.10.2 PROTEINEXPRESSION

Die Expressionsbedingungen fir GST-LeXET1 wurden zundchst hinsichtlich Temperatur und
Expressionsdauer optimiert. Alle Versuche wurden in LB-Nahrmedium (100 pg/ml Ampicillin,
50 pg/ml Kanamycin) vorgenommen. Ein Teil einer Ubernachtkultur wurde 1:40 mit Medium
verdunnt und diese bei 37°C im Schittler inkubiert, bis die Bakterienkultur eine OD 600 von 0,6-
0,9 zeigte. Mit 0,3 mM IPTG (Isopropylthiogalactosid) wurde die Expression des
Fusionsproteins induziert. Die Zellen wurden anschlie3end bei 4°C durch Zentrifugation (7,700
X g, 10 min) abgetrennt und in 0,12 Volumen 1 x PBS, 1ImM DTT resuspendiert. Durch
Ultraschall (6 x 5 sec mit 5 sec Unterbrechung zwischen den einzelnen Zyklen) wurden die
Zellen aufgebrochen. Dabei war darauf zu achten, daR die Probe stdndig im Eisbad gekinhlt
wurde. Eine ibermaRige Sonifizierung kann zur Denaturierung und somit Funktionsverlust des
Proteins fuhren. Die l6sliche Fraktion der Proteine wurde durch Zentrifugieren (15.000 Upm, 10

min, 4°C) gewonnen.

1 x PBS-Puffer: 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM Na;HPO4
1,8 mM KHzPOq4
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2.10.3 AUFREINIGUNG DES GST-FUSIONSPROTEINS

Die Verknipfung von Glutathion-S-Transferase und rekombinantem Protein bietet die
Maoglichkeit das gewiinschte Produkt von den bakteriellen Proteinen Uber Affinitats-
chromatographie zu reinigen und gleichzeitig zu konzentrieren. Die Bindung des Fusionsproteins
an das S&ulenmaterial (GST-Affinity Resin, Stratagene) erfolgte zwischen dem an Sepharose
gebundenen Glutathion und der GST.

Auf die durch dreimaliges Waschen mit 5 Volumen 1 x PBS-Puffer equilibrierte Glutathion-
Sepharose wurde der Proteinextrakt (200 pl Sepharose : 6 ml Extrakt) gegeben und 30 min — 2h
langsam bei Raumtemperatur bewegt, um die Bindung des Fusionsproteins zu ermdglichen. Die
Sepharose wurde anschlieBend sedimentiert und nachfolgend noch funfmal mit 1 x PBS
gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte wurden 5 min bei 4°C, 500 g ausgefiihrt. Das
rekombinante Protein wurde durch Glutathion (15 mM Glutathion, 100 mM Tris pH 8,5, 1% N-
Octylglycoside) vom Sdulenmaterial verdréngt, wobei zwei Elutionsschritte (2h und tber Nacht,
4°C) notwendig waren. Die Sepharose wurde anschlieBend regeneriert und konnte somit
mehrmals verwendet werden.

Die Expression und Aufreinigung wurde durch Elektrophorese und Immunoblot dokumentiert.

2.11 ANALYSE VON PROTEINEN

2.11.1 EINDIMENSIONALE GELELEKTROPHORESE

Die Auftrennung der Proteine erfolgte im diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gel
(SDS-PAGE) nach DavID (1971).

Oberpuffer (pH 8,64): 0,04 M Borsdure
0,041 M Tris
0,1 % SDS

Unterpuffer (pH 9,18): 0,0308 M HCI
0,4244 M Tris

Sammelgelpuffer (pH 6,1);  0,0267 M H.SO4
0,0541 M Tris
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Zusammensetzung der Gele:

Trenngel (10%) Sammelgel (6%)

Acrylamid-Lésung 40% (Roth) 3,75 ml 1.5ml
Tris/ HCI-Stammldsung (5x) 3ml

Tris/ H,SO4-Stammlésung (4x) - 2,5 ml
10 % SDS 150 pl 100 pl
H.0 8,1 ml 59 ml
TEMED 6,75 l 10
APS 40% 22,5l 25 l

Die Proben wurden mit 0,5 Volumen 20% SDS versetzt und 10 min bei 95°C denaturiert. Nach
Zugabe von 0,5 Volumen 4 x Ladungspuffer (Roth) wurden die Proteine auf das Gel aufgetragen
und bei konstanter Stromstérke (30 mA) aufgetrennt. Zur Detektion der Proteine im Gel wurden
die Coomassie-Farbung, die Silberfairbung nach Brum et al. (1987) bzw. die
immunobiochemische Detektion verwendet. In Abhdngigkeit von der gewéhlten Detektions-
methode wurden jeweils Mischungen von Proteinen bekannter MolekilgréfRe mitaufgetrennt
(Abbildung 2-8).

100 — 101
60 — s 7
e — 50
40 —
30 — & — 35
_— _  og
20 —
- — 2

Abbildung 2-8: Verwendete GrolRenstandards. Roti®-Mark 10-100 (links) und Prestained Marker fur die
Immunodetektion (rechts) mit angegebenen Molekulargewichten in kDa.

Fur die Coomassie-Farbung wurde das Gel zundchst mindestens 1 h in Farbelosung langsam
geschiittelt, wobei die Proteine gleichzeitig im Gel fixiert wurden. Uberschiissiger Farbstoff
wurde durch Bewegung des Geles in Entfarberlosung entfernt. Die Gele wurden mittels

Vakuumtrocknung haltbar gemacht.
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Férbe- und Fixierldsung: 120 ml Methanol
24 ml Essigsaure
0,33 g Coomassie Brilliant Blue
120 ml H,O

Entfarber: 10 % Methanol

7 % Essigséaure

2.11.2 ZWEIDIMENSIONALE GELELEKTROPHORESE

Die Charakterisierung von Proteinen sowohl nach ihrem isoelektrischen Punkt (IEP) als auch
nach ihrer MolekilgroRe durch 2D-Elektophorese basiert auf einem von O FARRELL (1975)
entwickelten Verfahren. Es wurde fur die Auftrennung der in-vitro-translatierten Proteine (s. 2.2.5)
genutzt. Hierzu wurde jeweils soviel Protein durch Zugabe von 0,1 Volumen 100% TCA gefallt,
dal in jedem Prazipitat die gleiche Menge an Radioaktivitat enthalten war. Nach 30 min
Inkubation auf Eis wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 13.000 Upm) und das Pellet
mehrmals mit 98% Ethanol gewaschen.

In der ersten Dimension wurden die Proteine bei ihrem IEP in einem Rundgel fokussiert.

Zusammensetzung der Fokussiergele: 1,4 g Harnstoff (Roth)
0,248 ml 40% Acrylamidldsung
0,125 ml 40% Ampholine pH3,5-10 (BIO-RAD)
0,5 ml 10% Triton-X 100
0,5 ml H,0O
25Ul TEMED
3 ul 40% APS

Im Anschlu® an die Polymerisation muf3ten die Gele mit Lysepuffer vorfokussiert werden, um
einen pH-Gradienten innerhalb des Geles aufzubauen. Die Vorfokussierung erfolgte in drei
Schritten (15 min - 200V; 30 min - 300V; 30 min — 400V).Nachdem die Auftragsflache der
Gele grindlich mit Wasser gespult worden war, wurden die in Lysepuffer geldsten Proben auf-
getragen und bei 4.500 Vh fokussiert.
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Lysepuffer: 9,5 M Harnstoff
2% Triton X-100
2% Ampholine 3,5-10 (40%ige Stamml6sung, Biorad)
5% [3-Mercaptoethanol

Oberpuffer:  0.02M NaOH

Unterpuffer: 0.1M H3PO,

Bevor die Proteine in der zweiten Dimension nach ihrer GroRe aufgetrennt werden konnten,
muliten die Fokussiergele equilibriert werden (2 x 15 min). AnschlieRend wurden die Gele auf
das Sammelgel aufgelegt und in Agarose eingebettet. Die Elektrophorese wurde bei konstanter
Stromstarke (20 mA) durchgefihrt.

Equilibrierpuffer: 6M Harnstoff
0.05M Tris pH 8.8
2% SDS
1% DTT (erst vor dem Equilibrieren zugeben)
30% Glycerin
Bromphenolblau
0.26M lodacetamid

Trenngel 12,5% Sammelgel

52,8 ml Acrylamid 40% 10 ml Acrylamid 40%
33,6,6 ml Tris/HCI pH 9.18 12,5 ml Tris/SO4 pH 6.18
1,68 ml SDS 10% 0,5 ml SDS 10%

61,2 ml H,O 26,5 ml H,O

56,1 ul TEMED 0,05 ml TEMED

262,8 ul APS 40% 0,125 ml APS 40%

Die Proteine wurden mit 10% TCA fixiert und mit DMSO entwéssert (3 x 30 min). Zum Ab-
schluBR wurde das Gel mit dem Szintillator Diphenyloxazol (PPO, 22% in DMSO) 3 h bei 37°C
behandelt, das Gel getrocknet und fir mindestens 14 d ein Rontgenfilm exponiert.
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2.11.3 TRANSFERVERFAHREN FUR PROTEINE UND IMMUNODETEKTION

Die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine wurden mit einer ,,semi-dry-electro-blot*-
Apparatur (Biometra) auf Nitrocellulose-Membranen (Schleicher und Schiill) Ubertragen. Auf die
Kathodenplatte wurden zunéchst 3 mit Kathodenpuffer (0,04 M 6-Aminocapronsdure, 20%
Methanol) getrankte Filterpapiere von der Groflie des Gels gelegt. Anschlieend wurden darauf
das Gel, die mit Anodenpuffer 2 (0,025 M Tris pH 8,8, 20% Methanol) gesattigte Membran, 3
weitere mit diesem Puffer angefeuchtete Filter und 3 Filter, die mit Anodenpuffer 1 (0,3 M Tris
pH 8,8; 20% Methanol) getrankt waren, in der aufgefihrten Reihenfolge plaziert. Nachdem die
Anodenplatte installiert war, erfolgte der Transfer bei 0,8 mA/ cm? tber 60 min. Die Proteine
wurden auf der Membran mit Ponceau-L6sung (Ponceau S in Essigsdure, ICN) angeférbt und
fixiert. Der Farbstoff liel? sich durch Waschen mit Wasser wieder entfernen.

Fur den immunobiochemischen Nachweis von GST-Fusionsproteinen wurde die Membran mit
den gebundenen Proteinen mindestens 1 h in Blocklosung inkubiert. Nach einstlindiger
Inkubation mit dem priméren AntikOrper (Anti-GST aus Ziege gewonnen, Amersham Phar-
macia, 1:1.000 in Blockpuffer verdinnt) wurde ungebundener Antikérper mit 1 x PBS/Tween
(3 x 5 min) entfernt. Die Bindung des sekundédren Antikorpers (Anti-Ziege-1gG, Sigma, 1:30.000
verdinnt in Blockpuffer) erfolgte tber 1 h und abschlielend wurde die Membran mit 1 x
PBS/Tween (3 x 5 min) und 1 x TBS (2 x 5 min) gewaschen. Die an den sekundaren Antikorper
gekoppelte alkalische Phosphatase setzt die Farbstoffe NBT (Nitroblau-Tetrazolium) und BCIP
(5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat) zu einem tiefblauen unléslichen Indigo-Farbstoff und
einem purpurn gefarbten Diformazan um. Auf diese Weise konnten die GST-Fusionsproteine
auf der Membran detektiert werden. Die Enzymreaktion verlauft im Dunkeln und wird durch
Zugabe von 0,5 M EDTA abgestoppt.

10 x PBS (pH 7,3-7,4): 82,3 g Na;HPO4 BCIP/ NBT: 33 ul NBT
23,5 g NaH,PO, 16,5 ul BCIP
40 g NaCl 5 ml TMN-Puffer
1 x PBS/ Tween: 111xPBS TMN-Puffer: 100 mM NaCl
1 ml Tween 20 100 mM Tris/ HCI pH 9,5
Blockpuffer: 5% Milchpulver 5 mM MgCl,
1 x PBS/ Tween BCIP: 100 mg in 1,9 ml DMF
10 x TBS: 1,5 M NaCl NBT: 100 mg in 1,9 ml 70% DMF

0,5M Tris/ HCI pH 7,5
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2.12 BESTIMMUNG DER XET-AKTIVITAT

Das Enzym XET (Xyloglucan-Endotransglycosylase) vermittelt die Spaltung von [(-1,4- ver-
knipften Glucose-Resten innerhalb einer Xyloglucan- Kette und Ubertrdgt das dadurch ent-
standene Xyloglucan- Fragment mit seinem reduzierenden Ende auf die 4-O-Position eines
Glucose- Restes am nichtreduzierenden Ende eines anderen Xyloglucan-Molekiils (Abbildung 2-
9).

F F
G G Ga Ga
XXX XXX XXX XXX X X X X X X
pcacycyecycacyeycycacHcHcHeN e cHCHCHCHCHCHCHC N C NS
reduzierendes
Ga GG G Ende
XETTXXX X X X X X X

GGGEGGEGGEGEGEGEGEGEGEG--

Spaltung der (3-1,4-Glc-Bindung

F
Ga Ga
F XXX XXX XXX
Ga Ga GGGGGGGGGGGG--
XXX XXX XXX
---GGGGGGGGGGGG Ca CaCa Ga
XXX XXX XXX
GGGGGGGGGGGG--

Ubertragung des neu entstandenen

Glucosylrestes auf das nichtredu- F

zierende Ende eines anderen Xyloglucans Ga Ga
X
G

X X XXX XXX
GGGGEGGEGGEGGEGEGEGEGEG6E--
F
Ga Ga Ga GG Ga
XXX XXX XXX XXX XXX XXX
i cacacacq e CaCHCACHCHCHCHCHCHCHCHCHCHCHCIE

Abbildung 2-9: Schematische Darstellung der XET-katalysierten Ubertragung von Xyloglucan-
fragmenten auf andere Xyloglucanmolekdile.
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Das benutzte Verfahren zur Messung der XET-Aktivitdt wurde in der Arbeitsgruppe von
Prof. Fry (Edinburgh, UK) entwickelt und beruht auf der Ubertragung von radioaktiven Xylo-
glucan-Oligosacchariden auf ein polymeres Xyloglucan als Akzeptormolekil (FRy et al., 1992).
Das aus der Tamarinde stammende Xyloglucan als Akzeptor- Molekul als auch das markierte
Oligosaccharid [1-3H]XLLGol (Abbildung 2-10) wurden von Prof. Fry zur Verfugung gestellt.

B Gal-(1,2)-a Xyl -(1,6)

a-Xyl-(1,6)-Fdc-(1,4)- BAc-(1,4)- BGc-(1,4)-[3Hglucitol

B Gal-(1,2)-a-Xyl-(1,6)

Abbildung 2-101: Struktur des Xyloglucanfragmentes [1-3H]XLLGol

Zur Extraktion der Enzymaktivitat wurde das tiefgefrorene Gewebe 2 min in einer Kugelmihle
sehr fein zerkleinert und anschlielend in eiskaltem Puffer A suspendiert, wobei jeweils 1 g Ge-
webe mit 2 ml Puffer versetzt wurden. Die erschopfende Extraktion wurde daduch gewahrleistet,
daR das Homogenat fiir 2 h unter gelegentlichem kréaftigem Mischen auf Eis belassen wurde. Im
Uberstand der nachfolgenden Zentrifugation (2.000 g, 4°C, 5 min) war das Enzym enthalten. Fr
alle Extrakte wurde der Proteingehalt nach der Bradford-Methode bestimmt (BRADFORD, 1976).
In einem Reaktionsgefal wurden 20 pl der Losung C, die sowohl das Akzeptormolekiil als auch
das Oligosaccharid enthielt mit 10 pl der Extraktes vermischt und bei Raumtemperatur 1 h
inkubiert. Ein Reaktionsansatz beinhaltete 1,4 kBqg [1-*H]XLLGol und 0,2% Xyloglucan. Die
Reaktion wurde mit 100 pl 20% Ameisensdure abgestoppt. Als Kontrollen dienten Ansétze, in
denen die Enzym-Préparation durch Puffer A ersetzt war bzw. die Stoplésung vor dem Extrakt
zugegeben wurde.

Die Reaktionen wurden auf Rechtecke (4 x 5 cm) Whatman 3MM Papier aufgetragen und 1 h an
der Luft getrocknet. Zur Entfernung von nicht umgesetztem [1-3H]XLLGol wurde das Papier
mindestens 1 h unter laufendem Wasser gespllt (das Polymer bleibt am Papier haften) und
entweder Uber Nacht bei Umgebungstemperatur oder durch einstiindiges Backen bei 70°C
getrocknet. Jedes einzelne Rechteck wurde in einem Szintillationsréhrchen mit ca. 2 ml
Emulsifier-Safe[] (Packard Bioscience, Groningen) durchtrdnkt und die Menge an gebildetem
Produkt Uber Szintillation vermessen. Die Enzymaktivitdt wurde in CPM/mg Frischgewicht
angegeben.
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Losung A 50 mM Bernsteinsdure, pH 5,5 (mit NaOH einstellen)
10 mM CaCl,
1 mM DTT (ICN)

Losung B:  0,3% Xyloglucan ( 1 d Rihren bei RT zum Auflésen notwendig)
0,5% (w/v) Chlorobutanol [= 1,1,1-Trichloro-2-methylpropan-2-ol]
in Lésung A

Losung C: 140 kBq [1-3H]XLLGol (80 MBg/pmol) in Lsung B

Die Losung A sollte jeweils frisch angesetzt werden, die anderen kénnen bei —20°C aufbewahrt
werden.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 TRANSLATIONSAKTIVITAT VON POLY(A*)-RNA NACH INFEKTION MIT
CUSCUTA REFLEXA

Durch den Befall einer Pflanze mit dem Parasiten Cuscuta werden in der Wirtspflanze unter-
schiedliche Reaktionen ausgeldst. Im Fall des inkompatiblen Systems Lycopersicon esculentum/Cus-
cuta reflexa konnen mehrere Elemente der Wirtsantwort unterschieden werden.

Die Verdanderungen, die im Wirtsgewebe nach Kontakt mit dem Parasiten beobachtet werden
kdnnen, sollten sich auch in einer verdnderten Expression bestimmter Gene in den betroffenen
Bereichen widerspiegeln. Besonders interessant scheinen dabei jene zu sein, die schon in friilhen
Phasen der Infektion im Vergleich zu nicht infizierten Pflanzen unterschiedlich exprimiert wer-
den, da sie fur die Regulation der Wirtsantwort von Bedeutung sein kénnen. Um eine Verdnde-
rung im Expressionsmuster in den infizierten Zellen festzustellen, wurden Poly(A™)-RNAs von
Kontroll-, infizierten (12 h nach Infektionsbeginn) und mechanisch verletzten Pflanzen (4 h nach
Verletzung) im zellfreien System (Weizenkeimextrakt) unter Einbau von radioaktiv-markiertem
L-Methionin translatiert und die Produkte anschlieBend durch zweidimensionale Gelelektropho-
rese aufgetrennt und nach Autoradiographie analysiert. Der Vergleich von Verwundung und Pa-
rasitenbefall diente der Abgrenzung spezifisch bei Infektion gebildeter Produkte von denen, die
auch bei einer anderen StreRreaktion, wie sie eine Verletzung darstellt, in der Pflanze auftreten.
Auf der Autoradiographie waren nur geringe Unterschiede zwischen Kontroll- und infizierten
Pflanzen zu erkennen. Somit war eine qualitative als auch quantitative Erfassung von Proteinen
aus den entsprechenden mRNAs, deren Haufigkeit in den verglichenen Populationen
unterschiedlich waren, nicht mdglich. Zudem waren aufgrund von technischen Problemen nur
relativ wenige Proteine erkennbar, weshalb die Proteinflecken keine reprasentative Auswahl der
zum jeweiligen Zeitpunkt vorliegenden mRNAs darstellen. Die Ursache dafiir kann eventuell
darin liegen, daR die Transkripte, die infolge der Infektion akkumuliert werden, in der Zelle nur in
sehr geringer Anzahl vorliegen und deshalb mit der gewéhlten Technik nicht detektiert werden

konnen.
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3.2 ERFASSUNG VON INFEKTIONSINDUZIERTEN GENEN MITTELS SUPRES-
SIVER SUBTRAKTIONSHYBRIDISIERUNG (SSH)

Aufgrund der nicht aussagekréftigen Ergebnisse aus der 2D-Elektrophorese mufte zur Identifi-

zierung von Genen, die durch die Cuscuta-Infektion verstérkt transkribiert werden, eine andere

Strategie gewéhlt werden. Aus diesem Grund kam die suppressive Subtraktionshybridisierung,

eine Methode, mit der auch sehr seltene mRNA-Spezies erfalit werden, zur Anwendung.

3.2.1 HERSTELLEN DER ,,TESTER“- UND ,,DRIVER*“-CDNA
Zunéchst wurden ausgehend von den ,, Tester“- und ,,Driver“-Poly(A*)-RNAs die cDNAs in
Gegenwart von [o-*P]-dCTP synthetisiert. Die folgende Restriktionsspaltung mit Rsal fiihrte zu

kirzeren cDNA-Fragmenten mit glatten Enden. In der Autoradiographie (Abbildung 3-1) ist die
Grolenverteilung der cDNAs vor und nach der Restriktion dargestellt.

1 2

Abbildung 3-1: Autoradiographie der gelelektrophore-
tischen Auftrennung der ds cDNA vor (1) und nach (2)
Rsal-Restriktion

'

Jeweils ein Aliquot der ,, Tester“-Population wurde mit einem Adapter (entweder Adapter 1 oder

Adapter 2) versehen und die Effizienz der Adapter-Ligation durch PCR Uberprift.

3.2.2 ERFASSUNG RELEVANTER CDNA-KLONE DURCH SUBTRAKTIONSHYBRI-

DISIERUNG

In einer zweistufigen Subtraktionshybridisierung wurden diejenigen cDNAs entfernt, die sowohl
infizierten als auch Kontrollpflanzen entstammen. Durch Zugabe von ,,Driver*-cDNA zu beiden
. Tester“-cDNAs (Adapter 1 bzw. 2 tragend) im UberschuB bildeten sich Hybride aus cDNA-
Sequenzen, die in beiden Populationen vertreten waren und folglich nicht auf eine Infektion zu-
rickgehen. Erneute Hybridisierung von uberschissigem ,,Driver* mit den inzwischen vereinten
Ansétzen aus der ersten Hybridisierung fuhrte zu doppelstrangigen cDNA-Fragmenten, die sich
einzig aus der ,,Tester“-cDNA generieren. Aufgrund ihrer Struktur, sie besitzen an ihren Enden
zwei unterschiedliche Adapter, konnten sie in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden
(Abbildung 3-2). Die PCR-Produkte wurden Kloniert und stellen die ,,subtrahierte“ cDNA-
Bibliothek dar.
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Abbildung 3-2: Gelelektrophoretische
Auftrennung der PCR-Produkte im 2%
Agarosegel. Erste und zweite PCR der
subtrahierten cDNA. (1;2), der Kontroll-cDNA
(3:4).

Auf diese Weise konnten ca. 300 Klone isoliert werden, wobei sich erst durch weitere Charakteri-
sierung herausstellte, inwieweit diese Sequenzen tatsachlich Gene représentieren, die infolge des
Parasitenbefalls aktiviert werden.

3.3 SELEKTION RELEVANTER CDNA-KLONE

Um zu prifen, welche der Klone eine infolge der Infektion verstarkt akkumulierte mRNA dar-
stellen, wurde eine ,,umgekehrte* Northern-Hybridisierung durchgefiihrt. Die cDNA-Insertionen
samtlicher Klone wurden amplifiziert und die resultierenden Produkte auf eine Membran auf-
getragen und fixiert. Als Sonden dienten *P-markierte cDNAs von Kontrollen und infizierten
Pflanzen. Unterschiedlich starke Signale fiir einen bestimmten Klon in beiden Hybridisierungen
bestatigten, dal} die Transkription des entsprechenden Gens durch die Infektion beeinflul3t ist.

Aus der ,,subtrahierten” cDNA-Bibliothek konnten 20 in diesem Sinne positive Klone erfal3t
werden. Ihre Sequenzdaten wurden sowohl auf Basis der Nukleotid- als auch der abgeleiteten
Aminosauresequenz mit bereits in Datenbanken verdffentlichten verglichen (nach BLAST-
Algorithmus, NCBI). Bestehende Homologien zu bekannten Sequenzen kdnnen Rickschlisse
auf mogliche Funktionen der codierten Proteine geben. In der Tabelle 3-1 sind die einzelnen
Klone, die Fragmentldnge sowie die gefundenen Ubereinstimmungen aufgefiinrt. Die einzelnen
Sequenzen finden sich im Anhang. Ausgehend von diesen Daten wurden einzelne Gene
hinsichtlich ihrer Expression im Verlauf der Infektion n&her charakterisiert. Die verwendeten

Klonbezeichnungen stammen aus dem hier beschriebenen Ausleseverfahren.
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Tabelle 3-1: Homologien der durch Subtraktionshybridisierung erhaltenen cDNA-Klone. Die Klone
sind nach ihrer méglichen Funktion geordnet, neu entdeckte Sequenzen sind hervorgehoben.

Klon cDNA Fragment (bp) Homologie
E4 237 Ubereinstimmung mit Cyclophilin von L. esculentum
e 5 56 270 85% Ubereinstimmung mit ADR11-2 Protein von G. max
E ‘:’Z D6 504 Ubereinstimmung mit Glyoxalase-1 von L. esculentum
% g E5 693 78% Ubereinstimmung mit Elongationsfaktor 2 von A. tha-
liana
. 57 594 87% Ubereinstimmung mit RUB1 konjugierendes Enzym
é S von A. thaliana
TE % 63 494 95% Ubereinstimmung mit myo-Inositol-1-phosphat Syn-
& © thase von N. tabacum
24 406 79% Ubereinstimmung mit V-H+*ATPase Untereinheit E von
C. limon
o E6 712 89% Ubereinstimmung zu einem Wasserkanalprotein von
§ N. excelsior
% 44 883 98% Ubereinstimmung mit a-Tubulin von P. dulcis
E’ B9 718 Ubereinstimmung mit B-Tubulin von L. albus
79 439 89% Ubereinstimmung mit cp-wap13, codiert ein Golgi-asso-
Ziiertes Protein von V. unguiculata
80 528 Ubereinstimmung mit LeXET1 von L. esculentum
E B11l 333 Ubereinstimmung mit AROGP3 von L. esculentum
% 29 250 90% Ubereinstimmung mit a-Expansin Pracursor von
'(é N. tabacum (Nt-EXP2)
= 69 392 80% Ubereinstimmung mit dem C-Terminus einer
'&‘J Endo-B-1,4-D-Glucanase von L. esculentum
- 4 366 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden
§ 53 392 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden
T 55 186 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden
% 72 528 Keine signifikanten Sequenzhomologien gefunden
ci; E7 214 54% Ubereinstimmung mit einem hypothetischen Protein
c
5

von A. thaliana
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Die im Zusammenhang mit der durch C.reflexa in der Tomate hervorgerufenen Reaktion
isolierten cDNA-Fragmente, lassen sich entsprechend ihrer mdglichen Proteinfunktion in
verschiedene Gruppen unterteilen. Zum einen handelt es sich um Proteine, die mit dem Auf- und
Abbau sowie der Modifizierung der Zellwand assoziert sind (cDNAs 29, 69, 80 und B11). Diese
spielen auch eine Rolle bei der Zellstreckung, ein Phdnomen, das nach der Anheftung des
Parasiten an den Wirtssprol3 zu beobachten ist. In den ProzeR der Zellexpansion, der u.a. durch
eine erhdhte Stoffwechselaktivitat gekennzeichnet ist, kdnnen die Produkte der cONA-Klone 24,
E6, 44, B9 und 79 invoviert sein. Weiterhin codieren einige cDNAs Proteine, die infolge
verschiedenster StreRreaktionen in der Pflanze vermehrt exprimiert werden (cDNAs 56, E4, ES5,
D6). Das entsprechende Protein des cDNA-Klons 57 ist vermutlich an der Signaltransduktion in
der Interaktion zwischen Parasit und Wirt beteiligt. Trotz der getroffenen Zuordnung der
einzelnen Proteine zu bestimmten physiologischen Prozessen sind ihre Auswirkungen auf das
Zellgeschehen nicht getrennt voneinander zu betrachten, sondern stehen in gegenseitiger
Wechselbeziehung.

Aus den isolierten cDNA-Klonen wurden fir die weiteren Versuche einige ausgewahlt, die nicht
nur hinsichtlich ihrer Expression im Infektionsverlauf sondern auch ihrer mdglichen Funktion
naher charakterisiert werden sollten. Allerdings konnten fiir manche mRNAs im Northern Blot
keine Signale festgestellt werden, was durch die geringe Anzahl der entsprechenden Transkripte
in der Gesamt-RNA-Population begrindet sein kann. In diesen Fallen beschrankt sich die
Diskussion auf die ermittelten Sequenzen. In den folgenden Kapiteln sind die einzelnen cDNAS

nach der putativen Proteinfunktion der vollstdndigen Genprodukte geordnet.

3.4 STRERINDUZIERTE GENEXPRESSION

3.4.1 CHARAKTERISIERUNG DES CYCLOPHILINS (KLON E4)

3.4.1.1 CYCLOPHILINE

Cyclophiline (CyP) stellen eine ubiquitér in allen Organismen vorhandene, stark konservierte
Proteinfamilie dar, die erstmals als intrazellularer Rezeptor flir das Immunsuppressivum Cyclo-
sporin A beschrieben wurde (HANDSCHUMACHER et al., 1984). Neben der Komplexbildung mit
Cyclosporin A katalysiert CyP auch die cis-trans-Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen
von Proteinen (FRESKGARD ¢t al., 1992). Dadurch wird die richtige Faltung einiger Proteine erst

ermdglicht.
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In der Zelle liegen aufgrund deren Kompartimentierung unterschiedliche Formen der Cyclophi-
line vor, so sind sowohl cytoplasmatische als auch mitochondriale, mit dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER) assoziierte, und im Chloroplasten lokalisierte CyPs bekannt. Sie unterscheiden

sich hauptséchlich in ihrem N-terminalen Bereich, der fur die Lokalisation verantwortlich ist.

3.4.1.2 ISOLIERUNG DER VOLLANGEN-CDNA

Das cDNA-Fragment E4, das in der ,,subtrahierten* cDNA-Bibliothek enthalten war, zeigte voll-
standige Ubereinstimmung mit dem schon bekannten Cyclophilin aus der Tomate (#M>55019).
Uber ,,RACE*“-PCR wurde die Vollinge der cDNA bestimmt. Dabei wurden folgende genspezi-

fische Primer eingesetzt:

GSP1 (5 -antisense Primer). 5 -GAGGATTCCAGGGCCGGTGTGCT-3
GSP2 (3"-sense Primer): 5-CCTTCCACCGTGTGATCCCAGGGTT-3

Die PCR wie unter 2.9 beschrieben ergab in der Gelelektrophorese ein 5"-cDNA-Fragment von
ca. 300 bp und ein 3-cDNA-Fragment von 500 bp Lénge. Die sich in ihrer Sequenz

(iberlappenden Produkte wurden in den T/A-Vektor pCR"2.1 TOPO kloniert und anschlieRend
durch Sequenzierung charakterisiert.

Die Abbildung 3-3 zeigt die Struktur der vollstandigen 720 kb langen cDNA mit der codierenden
Region.

Rsal (132) Rsal (378)

720 bp cyp

Abbildung 3-3: Darstellung der Cyclophilin mRNA mit der codierenden Region (rot) und den
nichttranslatierten Bereichen (grau). Die angegebenen Restriktionsschnittstellen zeigen das Fragment,
das durch Subtraktion isoliert wurde.
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3.4.1.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR EXPRESSION

Untersuchungen zur Expression der Cyclophilin-mRNA in den frihen Phasen der Infektion
sollten Auskunft darliber geben, wie schnell die Wirtspflanze auf den &uf3eren Reiz reagiert.
Deshalb wurden Tomaten entweder mit Cuscuta-Sprossen infiziert oder mechanisch verwundet.
Zu unterschiedlichen Zeitintervallen (6, 12 und 24 h nach Infektionsbeginn bzw. 1, 4, 8, 24 h
nach Verwundung) wurden Proben wie im Methodenteil beschrieben entnommen. Nachfolgend
ist der ,,steady state level”“ der Cyclophilin-mRNA ber den Zeitraum von 24 h in verwundeten
sowie infizierten Tomaten im Northern Blot dargestellt (Abbildung 3-4). Fir die Quantifizierung
der Transkriptmengen wurde die Stérke des Signals in der Kontrolle als 1 angenommen. Die

anderen Expressionsdaten ergaben sich in Relation zur Kontrolle.

K WB IB WS IS
CyP - - = e
rRNA
14 8246122414 8246 12 24
Zeit [h]
4 O Kontrolle 4 O Kontrolle
O Infektionsbereich | Wundb_erelch

3 4 @ Systemisch 3 L | Systemisch

Expression Cyp
Expression Cyp

il
0 0

6 12 24 1 4 8 24

Zeit nach Infektion [h] Zeit nach Verwundung [h]

Abbildung 3-4: Expressionsanalyse von Cyclophilin-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung Uber einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit
Gesamt-RNA aus unbehandeltem SproR (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (1B),
einem SproRabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sprofabschnitt oberhalb des
Infektionsbereiches (1S). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung
der Expression in Relation zu unbehandelten SprofRachsen (Kontrolle, Expression = 1)
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Innerhalb der ersten 24 h stieg die Konzentration an CyP-mRNA im Infektionsbereich stark an.
Die Akkumulation von CyP-Transkripten ist nicht nur auf die Kontaktstelle zum Parasiten
beschrénkt, sondern auch in anderen Sprof3bereichen zu beobachten. Allerdings ist die Zunahme
der Transkriptmenge in der systemischen Kontrolle nur transient, wobei Uberrascht, dal das
Maximum schon nach 6 h erreicht ist und die MRNA Konzentration anschliefend wieder auf der
unbehandelten Kontrolle vergleichbare Spiegel abféllt, was auf eine kurze Aktivierung des
Cyclophilin-Gens hinweist. Nach mechanischer Verletzung des Gewebes wurde ebenfalls ein An-
stieg an CyP-mRNA nachgewiesen, und zwar war dieser im Wundbereich voriibergehend mit
maximalen Konzentrationen nach 8 h. Die systemische Reaktion fiel (ber den
Untersuchungszeitraum weitaus starker aus, denn zu jedem der untersuchten Zeitpunkte war in
den Proben aus den oberen Sprof3abschnitten eine héhere Transkriptmenge festzustellen als im
direkt von der Verletzung betroffenen Gewebe. Die Ursache fur die auffalligen Unterschiede
zwischen lokaler und systemischer Reaktion kdnnte zum einen darin liegen, dal3 im verletzten
Gewebe wahrend des Untersuchungszeitraumes sehr viele Zellen absterben und somit nicht
mehr zur Transkription féhig sind. Andererseits stellt das Cyclophilin ein méglicherweise eher fir

die systemische Antwort des Organismus verantwortliches Protein dar.

Natdrlich stellt sich die Frage, ob auch ein kompatibler Wirt wie der Tabak auf die Infektion mit
C.reflexa mit einer Akkumulation des Cyclophilin-Transkripts reagiert. Deshalb wurde die Expres-
sion von CyP-mRNA in infizierten Tabakpflanzen nach dem gleichen Zeitschema wie oben
untersucht, wobei fir die Northern-Hybridisierung die gleiche Sonde wie zuvor benutzt wurde,
denn aufgrund der konservierten Struktur der Cyclophiline sind die aus Tomate und Tabak
stammenden nahezu identisch. Die Abbildung 3-5 zeigt, daf? in der kompatiblen Wirtspflanze die
Transkriptmengen schon innerhalb der ersten 6 h im Infektionsbereich sehr stark ansteigen und

nach Erreichen eines Maximums zwar wieder sinken.
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Dal3 die Transkripte des Cyclophilins sowohl in verwundeten als auch in infizierten Pflanzen im
untersuchten Zeitraum akkumulieren, weist auf eine Rolle dieses Proteins in der Antwort auf eine
allgemeine Stref3situation, der die Pflanze in beiden Féllen ausgesetzt ist, hin. Auch in anderen
Spezies wurde eine Anhdufung dieser mRNA bei Einwirkung verschiedener Strefl3 auslésender
Faktoren wie z.B. Kélte, Salz , Hitzeschock, Verwundung (MARIVET ¢t al., 1994; MEZA-ZEPEDA
UND BAuUDO, 1998) oder Behandlung mit den Signalsubstanzen Ethephon und Salicylsdure
beobachtet. AulRerdem wurde eine erhdhte Expression des Cyclophilins mit Zellen, die eine hohe
Stoffwechselaktivitat durch Zellteilung und -wachstum zeigen, in Zusammenhang gebracht
(GASSER et al.,, 1990). Die in Bezug zum Infektionsbereich zeitlich verschobene systemische
Akkumulation von CyP Transkripten spricht flr die Aktivierung einer Signalkette durch den
Kontakt Parasit-Wirtspflanze. Obwohl die anatomischen und morphologischen Verdnderungen
nur auf die unmittelbare Kontaktstelle beschrankt sind, ist trotzdem die gesamte Pflanze von der
StreRsituation betroffen. Im Gegensatz zur inkompatiblen Tomate bleibt die CyP mRNA
Konzentration im Tabak erhéht, moglicherweise weil der Infektionsproze? noch andauert und

der Parasit nicht durch Abwehrmechanismen seitens der Wirtspflanze schon geschwacht ist.
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3.4.2 MOGLICHE BEDEUTUNG VON PROLIN-REICHEN PROTEINEN DER

ZELLWAND (KLON 56)

Neben den gerstbildenden Polysacchariden stellen die Proteine eine der Hauptkomponenten der
Zellwand dar. Diese Proteine lassen sich aufgrund ihrer Struktur in verschiedene Klassen
unterteilen, Uber deren Funktion bisher allerdings noch recht wenig bekannt ist (SHOWALTER,
1993).

Es ist auffallend, dal? die abgeleitete Proteinsequenz eines der isolierten cDNA-KIlone sehr reich
an Prolin ist. Die Aminosdure tritt nicht vereinzelt auf, sondern in mehrmals wiederkehrenden
Motiven der Struktur Pro-Pro-X-Y-Z, wobei unter den Aminosduren X, Y und Z Valin, Leucin,
Isoleucin und Lysin besonders hdufig auftreten. Die Sequenz erinnert sehr stark an die
Prolinreichen Proteine (PR) der Zellwand, allerdings unterscheiden sie sich durch die
Zusammensetzung der Aminoséduren innerhalb des sich wiederholenden Motivs. Moglicherweise
handelt es sich um eine neue Gruppe dieser Proteine. Im C-terminalen Bereich sind die

Ubereinstimmungen mit anderen PR-Proteinen wesentlich groRer.

SH56 1 ----v--- PPI G PPI VK- PPVI LPPVGE PPI VKPPVKLPPVG PPl VKPPVDLPPVG P
ADR11- 2 1 ------ KTPKTPKTPWVK- PPVTI PPI N- - - - - VPPWLPP- - - - - | VKPPG LPPI P- |

AoPRP 27 PTTI PTHPPTTKPI D PP- - - THRPHPPG- Pl VHPPVFRPP- - - - VI VKPPSTVPCPP—

Pt aPRP1 1------ MKKVAALCFI FM - - - T QVATN- - - - - - - - - oo oo o - - - MAPI MAACSG- -

SH56 52 PVTVPPI VKPPVDLPPI G PPVTVPPVI KP- SPKGKKPCPP- - - TTKATCPI DTLKLGAC
ADR11- 2 e R I NPPTTPG- - KGGNTPCPPPKSPAQATCPI DTLKLGAC
AoPRP T7 = -mmmmmmm e - SPLTPSPVTPTPTPVTPTPPPP- - - - - - ATCPLDALKLGAC
Pt aPRP1 At R R R YTCI LPPVI PG- GPGSGGSTPG- - - GSTAKCPLNALKLGAC
SH56 108 VDLLGGLVH GLGDPAVNECCPI LSG.VELEAAACLCTTLKVKLLNLONLG- -

ADR11- 2 79 VDLLGGLVH G-GDPVANQCCPVLQAE-VEVEAAVCLCTTLKLKLLNLNI YVPL

AoPRP 112 VDLLGG.VHI GLGDPVVNQCCPLI EGLVEI EAAVCLCTTI RLKLLNI NLYLPL

Pt aPRP1 66 VDLLQGLVHVGLGDPVVNQCCPLI QGVAALEAALCLCTTI RAKVLSLNVLLPI

Abbildung 3-6: Sequenzvergleich von Prolin-reichen Proteinen aus Arabisopsis thaliana, Asparagus
officinalis und Pinus taeda mit der cDNA 56. Bereiche hoher Identitat sind fett dargestellt. Putative
Hydroxylierungsstellen sind gelb markiert.

Die Funktion der Zellwandproteine liegt in ihrer Chemie begriindet. So unterliegen sie intensiven
posttranslationellen Verénderungen, wie z.B. Hydroxylierung, Glycosylierung sowie intra- und
intermolekularer Vernetzung. Strukturuntersuchungen ergaben, da die Hydroxylierung von
Prolinen oft durch die benachbarten Aminosauren bestimmt wird. Das bedeutet, daB z.B. in der
Verknupfung von Lys-Pro, Tyr-Pro und Phe-Pro nie eine Hydroxylierung auftritt, dagegen bei
Pro-Val immer (KIELISZEWSKI UND LAMPORT, 1994). Im C-terminalen Bereich des putativen

PR-Proteins nimmt der Prolin-Gehalt merklich ab.
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Die Expression von PR-proteincodierenden Genen wurde in Zusammenhang mit verschiedenen
Prozessen der pflanzlichen Entwicklung beobachtet, wird aber auch durch Verwundung,
endogene und exogene Elicitoren ausgeltst (SHENG et al., 1991). Infolge einer Besiedlung einer
Pflanze mit pathogenen Pilzen werden die PR-Proteine in der Zellwand in eine unldsliche Form
uberfiihrt, wobei die genauen Prozesse ungekldrt sind. Da phenolische Verbindungen eine hohe
Affinitat zu Prolinresten innerhalb von Proteinstrukturen besitzen (Luck et al., 1991), kénnten
PR-Proteine in den Prozel der Lignifizierung involviert sein. Aufgrund dieser Studien kann die
Expression eines PR-Proteins in der Tomate als allgemeine StreRantwort auf den Parasitenbefall

gedeutet werden.

3.4.3 MOGLICHE BEDEUTUNG EINER GLYOXALASE | (KLON D6)

Die subtraktive Hybridisierung flhrte zur Isolierung eines cDNA-Fragmentes, daR identisch mit
der Sequenz einer bereits beschriebenen Glyoxalase 1 aus Lycopersicon esculentum (Z48183) ist. Die
Funktion des Glyoxalase-Systems, bestehend aus den beiden Enzymen Glyoxalase | und 11, ist
bisher nur teilweise geklart. Es wird vor allem mit einer schnellen Zellteilung aber auch
StreRsituationen in Verbindung gebracht. In Zellen mit einer hohen metabolischen Aktivitat, wie
2.B. sich teilende oder gestreRte Zellen, werden vermehrt reaktive Aldehyde wie gebildet, die fur
die Zelle hochtoxisch sind und deshalb in weniger schéadliche Verbindungen umgewandelt
werden mussen. Im Fall des Methylglyoxals wird zunéchst ein Hemithioacetalderivat gebildet, das
unter Wirken der Glyoxalase | in das S-Lactoylglutathion umgewandelt und anschlieBend durch

die Glyoxalase Il zu Milchsaure und Glutathion hydrolysiert wird.

()  CH,COCHO + GSH = CH,COCH(OH)-SG = CH,CH(OH)CO-SG
()  CH,CH(OH)CO-SG => CH,CH(OH)COOH + GSH

Es wurde gezeigt, dal die Glyoxalase I in allen Zelltypen exprimiert wird, aber vor allem in den
Elementen des Phloems. Des weiteren wurde beobachtet, daf? in Tomaten, die mit NaCl,
Mannitol sowie Abscisinsaure behandelt wurden, Transkripte der Glyoxalase | akkumulieren
(ESPARTERO et al., 1995). Uber die Mechanismen, die die Transkriptlevel der Glyoxalase
regulieren, ist relativ wenig bekannt. Aufgrund von Experimenten wird angenommen, daR die
Induktion dieses Enzyms Uber den Inositol-Signalweg und die Aktivierung von Calmodulin
ablauft. Moglicherweise spielen auch Phytohormone eine Rolle (PAuLUS et al., 1993).

Die Akkumulation von Transkripten der Glyoxalase | infolge der Cuscuta-Infektion konnte

einerseits auf die erhohte Stoffwechselaktivitat in den betroffenen Zellen als Ausdruck einer
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StreBreaktion zurlickzufuhren sein, aber andererseits auch in Bezug zum auffallenden

Streckungswachstum im Infektionsbereich stehen.

3.4.4 MOGLICHE BEDEUTUNG EINER ELONGATIONSFAKTOR 2 HOMOLOGEN
SEQUENZ (KLON E7)

Die abgeleitete Aminosduresequenz eines cDNA-Fragmentes war in weiten Teilen homolog zum
Elongationsfaktor 2 (EF2) aus Arabidopsis thaliana. An der Translation von Proteinen sind
verschiedenste Faktoren beteiligt. Dabei katalysiert der EF2 die GTP-abhédngige Translokation
der Peptidyl-tRNA von der A-Bindungsstelle auf die P-Bindungsstelle des Ribosoms.
Wahrenddessen wird die deacylierte tRNA von der P-Bindungsstelle freigesetzt. Der EF2
unterliegt einer bisher nur bei diesem Protein gefundenen posttranslationellen Modifizierung, ein
bestimmter Histidinrest im C-terminalen Bereich des Proteins liegt in der ungewdhnlichen
Diphthamid-Form vor. Aufgrund dieses konservierten Strukturmerkmals ist EF2 empfindlich
gegeniiber dem Diphterie-Toxin, denn das bakterielle Toxin hemmt die Translokationsaktivitat
von EF2 durch Bindung von ADP-Ribose an die modifizierte Aminosdure, was letztendlich zum
Zelltod flhrt. Es existieren gegensatzliche Studien dartiber, inwieweit das Diphthamid fir die
Aktivitat des EF2 verantwortlich ist (OMURA et al., 1989; KIMATU et al., 1993). AuBBerdem wurden
Uber die mdogliche Bedeutung der Konservierung der ADP-Ribosylierung und der
entsprechenden Bindungsstelle bisher nur Vermutungen angestellt (IGLIEWsKI, 1994).

Im Gegensatz zu einer verminderten Translationsaktivitat als StreRreaktion auf Hitzeschock,
Verwundung oder Nahrstoffmangel (DAVIES et al., 1986; VOGEL et al., 1999, ruft der Kontakt
zwischen Cuscuta und Tomate wahrscheinlich eine verstarkte Proteinsynthese in der Wirtspflanze

hervor.
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3.5 GENEXPRESSION VON SIGNALSTOFFWECHSEL-ASSOZIIERTEN PROTEI-

NEN

3.5.1 MOGLICHE BEDEUTUNG EINES RCEI-HOMOLOGEN PROTEINS (57)

Das Wachstum und die Entwicklung einer Pflanze wird in vielfaltiger Weise durch das Wirken
des Phytohormones Auxin reguliert. Trotz dessen Bedeutung sind Uber die Signaltrans-
duktionswege, die durch das Phytohormon Auxin ausgeldst werden, noch relativ wenig bekannt.
Mutanten, die in ihrer Antwort auf Auxin gestort sind, stellen eine gute Mdglichkeit dar, die
Prozesse, die an der Signalvermittlung beteiligt sind, ndher zu untersuchen. Durch die
Charakterisierung des Genes AXR1 aus Arabidopsis konnte gezeigt werden, daR die Auxinantwort
die posttranslationelle Konjugation von Proteinen mit Ubiquitin oder &hnlichen Proteinen
beinhaltet. Es wurden bisher zwei dem Ubiquitin sehr ahnliche Proteinfamilien (RUB ,,related to
ubiquitin®“ und SUMO - ,,small ubiquitin-related modifier”) identifiziert, die auf gleiche Weise
andere Proteine modifizieren. Die Verknupfung von Ubiquitin mit einem anderen Protein
erfordert drei unterschiedliche Enzyme bzw. -komplexe, und zwar ein Ubiquitin aktivierendes
(E1), ein konjugierendes Enzym (E2) und eine Ubiquitin-Ligase (E3). In den meisten Féllen
werden ubiquitinierte Proteine anschlieBend durch das 26S Proteosom abgebaut. Da hingegen
axrl Pflanzen eine verminderte Auxinantwort zeigen, scheint in diesem Fall die Modifizierung
von Proteinen entweder durch Ubiquitin oder RUB fur die Signalweiterleitung notwendig zu sein.
Kurzlich wurde eine weitere Komponente des fur die RUB - Konjugation notwendigen
Enzymkomplexes aus Arabidopsis identifiziert. RCEL stellt das RUB konjugierende Enzym E2
dar. Es bindet spezifisch Gber einen Thiolester an das RUB1 Protein (DEL POzO UND ESTELLE,
1999). In welcher Weise die Modifizierung von Proteinen, sei es durch Ubiquitin oder RUB, mit
den Auxin-vermittelten Veradnderungen auf zellularer Ebene verbunden sein kdnnte, wird in
GRAY UND ESTELLE (2000) dargestellt.

Durch die subtraktive Hybridisierung wurde eine cDNA isoliert, deren abgeleitete Protein-
sequenz sehr grofle Homologie zu RCE1 (Abbildung 3-7) aufweist. Wie biochemische Studien
zeigen, ist die Interaktion von Tomate und dem Parasiten Cuscuta durch eine erhohte
Auxinkonzentration im Infektionsbereich gekennzeichnet. Auflerdem wurden in dieser Arbeit
bisher mehrere Proteine beschrieben, deren Expression durch das Phytohormon beeinfluf3t
werden konnen. In diesem Zusammenhang kénnte es sich bei dem RCE1 Homologen um ein
Protein handeln, das relativ friih in den Infektionsprozess eingreift und an der Signalvermittlung,
die letztendlich zur veradnderten Expression einiger Proteine und den beobachteten anatomischen
Gegebenheiten fuhrt. Daflr spricht auch, dal} das oben beschriebene AXR1 vor allem in Zellen,

die einem starken Wachstum unterliegen vorzufinden ist (DEL POzo et al., 1998).
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LeRCE1 T mmmm e GELRLHKDI SELNLPKTCSI SFPNG - - -
At hRCE1 1 M GLFKVKEKQREQAQN- ATRGGASVKKQSAGEL RLHKDI SELNLPSSCS| SFPNG- - - -
AthUBCE2 1 M GLFKVKEKQREESQSNNGRGASTVKKQSAGELRLHKDI SELNLPKSCKI SFPNG - - -
Hs- UBC12 1 M KLFSLKQQKKEEESAGGTKGSSKK- - ASAAQLRI QKDI NELNLPKTCDI SFSD- - - - -
Sc-UBC12 1 M.KLRQLQKKKQKENEN - - - SSSI QPNLSAARI RLKRDLDSLDLPPTVTLNVI TSPDSA
LeRCE1 26 - KDDLMNFEVTI RPDEGYYMGGTFTFSFSI SPI YPHEAPKVKCKTKVYHPNI DLEGNVCL

At hRCE1 56 - KDDLMNFEVSI KPDDGYYHNGT FVFTFQVSPVYPHEAPKVKCKTKVYHPNI DLEGNVCL
At hUBCE2 57 - KNDLMNFEVTI KPDEGYYL SGNFVFSFQVSNMYPHEAPKVKCKTKVYHPNI DLEGNVCL
Hs- UBC12 54 - PDDLLNFKLVI CPDEGFYKSGKFVFSFKVGQGYPHDPPKVKCETMYYHPNI DLEGNVCL
Sc- UBC12 57 DRSQSPKLEVI VRPDEGYYNYGSI NFNLDFNEVYPI EPPKVVCLKKI FHPNI DLKGNVCL

LeRCE1 85 NI LREDVWKPVLNI NTI | YGLYHLFTEPNHEDPL NHDAAAVL RDNPKMFESNVRRAMHGGY
At hRCE1 115 NI LREDWKPVLNI NTVI YGLFHLFTEPNSEDPLNHDAAAVL RDNPKL FETNVRRAMT GGY
AthUBCE2 116 N LREDWKPVLNI NTVI YGLFHLFTEPNYEDPLNHEAAAVL RDNPKTFEYNVRRAMMGGQ
Hs- UBC12 113 N LREDWKPVLTI NSI | YGLQYLFLEPNPEDPLNKEAAEVL QNNRRL FEQNVORSMRGGY
Sc-UBC12 117 N LREDWSPALDLQSI | TGLLFLFLEPNPNDPLNKDAAKL L CEGEKEFAEAVRL TM5GGS

LeRCE1 145 VGQTFFTRCM -
At hRCE1 175 VGQITFFPRCI - -
At hUBCE2 176 VGQTSFPRCM—
Hs-UBCl12 173 | GSTYFERCLK-
Sc-uUBCl12 177 | EHVKYDN VSP

Abbildung 3-7: Sequenzvergleich von RUB1-konjugierendem Enzym aus A. thaliana, verschiedenen
Ubiquitin-konjugierenden Enzymen mit LeRCE1 aus L. esculentum. Homologien sind hervorgehoben.
Uber das markierte Cystein wird die Thioesterbindung zu RUB bzw. Ubiquitin gebildet.

3.5.2 MOGLICHE BEDEUTUNG EINES MYO-INOSITOL 1-PHOSPHAT-SYNTHASE
HomoLoGs (KLON 63)

Die cDNA-Sequenz des Klons 63 (in der Datenbank als LeINS-P1 unter AY004246
veroffentlicht) zeigt groBe Ahnlichkeit mit einer myo-Inositol 1-Phosphat-Synthase aus
N. tabacum. Dieses Enzym katalysiert im Rahmen der Inositol-Biosynthese die Reaktion von
Glucose-6-Phosphat zu myo-Inositol-1-Phosphat, das notwendig ist fur die Bildung von
Phospholipiden, den Bestandteilen von Biomembranen, und als Substrat fur die Biosynthese der
Signalstoffe Inositol-1,4,5-triphosphat und Inositol 4,5-diphosphat dient.

Dal3 die Akkumulation von LeINS-P1 durch den Kontakt mit dem pflanzlichen Parasiten Cuscuta
beeinfluBt wird, steht im Einklang mit Beobachtungen, dal3 die Transkriptmengen von INS-P1
infolge von ABA-Behandlung in Spirodela polyrrhiza, SalzstreR in Mesembryanthemum crystallinum
oder auch Verwundung in Nicotiana tabacum ansteigen (SMART UND FLEMING, 1993; ISHITANI et
al., 1996; HARA et al., 2000). In allen diesen Fallen ist die Pflanze einer Strefl3situation ausgesetzt,
so dal vermutet werden kann, dafll die Expression von INS-P1 in die Regulation der
StreRantwort eingebunden ist. So liegt es nahe, da aus einer verstarkten Akkumulation
entsprechender Transkripte eine vermehrte Biosynthese von Botenstoffen resultiert, die im

weiteren Verlauf eine Signalkaskade ausldsen.
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3.6 GENEXPRESSION VON ZELLSTRECKUNG-ASSOZIIERTEN PROTEINEN

3.6.1 CHARAKTERISIERUNG EINER PUTATIVEN UNTEREINHEIT EINER
VAKUOLAREN H*-ATPASE ( KLON 24)

3.6.1.1 ISOLIERUNG DER VOLLANGEN-CDNA

Ausgehend von der Sequenz, die fur den Klon 24 ermittelt wurde, erfolgte die Konstruktion
zweier genspezifischer Primer, die in der ,,RACE"-PCR zur Erfassung der vollstandigen cDNA

eingesetzt wurde.

GSP1 (5 -antisense Primer): 5 -GAATCCACACAGCGATGAACCAAGAGG-3
GSP2 (3"-sense Primer): 5 -GGAAGAATACGCAGAGAAGGCAAGCGTC-3

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden im Gel aufgetrennt, wobei das 3"-cDNA-Fragment eine
Lénge von ungeféhr 500 bp, das 5"-cDNA-Fragment von 800 bp zeigte.

Die Sequenzanalyse ergab, daB die codierende Region sehr groRe Ubereinstimmung mit der Un-
tereinheit E einer vakuolaren H*-ATPase von Citrus limon aufweist. Die Abbildung 3-8 zeigt die
von der cDNA-Sequenz, in der Datenbank unter AF282970 registriert, abgeleitete Primarstruktur
der putativen V-H*-ATPase Untereinheit E aus L.esculentum in einem Homologievergleich mit
entsprechenden Proteinen anderer Spezies.

AF282970 IR D)/ SK Q' QQWVRFI [IOEAEEKANEI SVSAEEEFNI EKL QL VEAEKKKI RQEYEKEK
AAD49706 (VN> ADVSKQ QQWRFT s QEAEEKANET SVSAEEEFNI EKLQLVEAEKKKI RQEYERKEK
AABT72177 (Y5 ADVSKQ QQWRFET [sQEAEEKANET SVSAEEEFNI EKLQLVEAEKKKI RQEYERKEK

AF282970 61 EYPVRNIBEEE SRR YNTIKEARAKELMYERHERG | DSI LHHHHG
AAD49706 61 [SYEI RKIEEN NS Y SNIMEARSKEVINYERDAN - - - - - - - - - - -
AAB72177 61 [SYEI RIS NI Xe s YNAYKESASKOFINYEHDH - - - - - - - - - - -

AF282970 121 QQUENHEERESE FNGE: ONGeRLHEVEREHEEC R RAYE GEIRED
Y ( LB L S VKL LIXDL I VQSLMRL KEPJVL L RORKISCIRHLVES VL =S KEEYASKIRSVHEPET T Vg
AABT2177 109 GGEEKEHRYOSE G QYRNTeTRE D FRVESYIDSAERA K VNEPREERED

AF282970 181 EIHEGEAGSEEN - JHGPECSGOVVASROGKI VSENTLDARLIEVVFZKKL PEI|
AADA9706 169 H YBggGECEEN - - - AP CSGONYASROGK VEENTLDARLE iR KILPE

AAB72177 169 - VHEgsCgSERHGFFHHHAEARCFeScely| RS ey e ARIONAG RKLPE]

AF282970 233 FRCEFCOYM

AAD49706 221 FRCEVSSYM
AAB72177 228 FRVEFCeYA

Abbildung 3-8: Sequenzvergleich der V-H+-ATPase Untereinheit E aus Lycopersicon esculentum
(AF282970), Citrus limon (AAD49706) und Gossypium hirsutum (AAB72177). Bereiche mit hoher Identitt
sind schwarz, die mit hoher Ahnlichkeit grau hinterlegt.
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3.6.1.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-EXPRESSION

Wie fir das Cyclophilin beschrieben wurde auch die Expression der V-H*-ATPase Untereinheit
im Verlauf des ersten Tages nach Parasitenkontakt sowohl in inkompatiblen als auch
kompatiblen Wirtspflanzen untersucht. Bei Infektion ist die Expression der spezifischen mRNA
in der Tomate leicht erhéht, wohingegen eine mechanische Verletzung keinen Einflu} auf die
Transkript-Akkumulation zeigt. Im Infektionsbereich kommt es zu einem transienten Anstieg der
MRNA-Konzentration, die nach 24 h schon wieder auf den Ausgangswert abgefallen ist. Die
hohere Anzahl an spezifischen Transkripten ist auf den Kontaktbereich zum Parasiten be-
schrankt, in benachbarten SprofRabschnitten wurde keine Verdnderung der Expression festge-
stellt. Im Gegensatz zur inkompatiblen Tomate konnte in der TabaksproRachse nach Infektion
kein Anstieg der mRNA-Spiegel beobachtet werden, d.h., die Akkumulation der V-H*-ATPase
MRNA stellt mdglicherweise eine spezifische Reaktion der Tomate auf den Befall mit C.reflexa
dar, da weder in der untersuchten kompatiblen Wirtspflanze noch durch Verwundung ein ahnli-
ches Expressionsverhalten ausgeldst werden konnte. Jedoch sind zur Bestétigung dieses Ergeb-
nisses Studien an weiteren Wirten, die erfolgreich von dem Parasiten besiedelt werden kdnnen,
notwendig.

K WB IB WS IS

V-H*-ATPase UEE W& - S - - i - -
rRNA Pl L A A L 2 T
14 8246122414 82461224

3 O Kontrolle 3 O Kontrolle
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J m Systemisch N | Systemisch
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2 S
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6 12 24 1 4 8 24
Zeit nach Infektion [h] Zeit nach Verwundung [h]

Abbildung 3-9: Expressionsanalyse fiir die mRNA einer putativen Untereinheit E der V-H+-ATPase in
Sprossen von Lycopersicon esculentum nach Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung Gber einen Zeitraum
von 24 h. Northern Blot (oben) mit Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sprof} (K), dem Wundbereich
(WB), dem Infektionsbereich (IB), einem SprofRabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem
SproRabschnitt oberhalb des Infektionsbereiches (1S). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als
Mengenabgleich. Quantifizierung der Expression in Relation zu unbehandelten SproRachsen (Kontrolle,
Expression = 1)
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Sicherlich 1aBt sich aufgrund des komplexen Aufbaus der V-H*-ATPase (SzE et al., 1992) keine
Vorhersage Uber den Einfluf? einer verstarkten Akkumulation der Untereinheit E auf die Aktivitét
dieser Protonenpumpe treffen. Gemeinsam mit den Untereinheiten C und D ist sie vermutlich an
der Verkniipfung der peripheren nukleotidbindenden Einheiten A und B (V,) mit dem
membranintegrierten V,-Komplex beteiligt (ADACHI ¢t al., 1990). Einen Hinweis auf die
Bedeutung der Untereinheit E gaben Versuche von PENG et al. (1994),die zeigten, daRR die
Supplementierung einer verarmten V,-Praparation mit rekombinanter Untereinheit E zu einer
starken CaATPase-Aktivierung fuhrte.

-
Lumen/Extracellular

Abbildung 3-11: Strukturmodell der vakuolaren H+-ATPase. Die V-H+-ATPase unterteilt sich in eine
periphere Doméne Vi und einen in die Membran integrierten Teil Vo. Die Untereinheiten von Vi
enthalten den katalytischen Bereich, wahrend die Untereinheiten von V, fiir die Protonentranslokation
verantwortlich sind (STEVENS UND FORGAC, 1997).
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Die Erhéhung der mRNA-Konzentration kdnnte eine verdnderte Zusammensetzung der ATPase
hervorrufen und dadurch die ATPase-Aktivitdt beeinflussen. Eine damit verbundene
Verdnderung des pH-Wertes wiirde beispielsweise eine Freisetzung sekundérer Pflanzenstoffe,
die in der Vakuole gespeichert und fiir die Lignifizierung benotigt werden, ermdglichen.

Die erhohte Expression der V-H*-ATPase Untereinheit E kann aber auch mit der beobachten
Zellstreckung nach Parasitenbefall im Zusammenhang stehen. So geht in Zellen, die eine sehr
starke Ausdehnung wahrend ihrer Entwicklung erfahren, dieses Wachstum mit einer verstarkten
Akkumulation der V-H*-ATPase einher (SMART et al., 1998). Ebenso kodnnen erhéhte
Transkriptkonzentrationen der Untereinheit E durch Salz- oder KéltestreR hervorgerufen werden
(DIETZ UND ARBINGER, 1996). Deshalb ist der Anstieg an spezifischer mMRNA mdglicherweise
auch als eine Antwort der Pflanze auf den Stre3, dem sie durch den Parasitenbefall ausgesetzt ist,
anzusehen.

Die Isolierung und Charakterisierung weiterer V-H'-ATPase-Untereinheiten sowie Unter-
suchungen zur ATPase-Aktivitat wahrend des Infektionsprozesses kénnten einen Einblick in die

Bedeutung dieser Protonenpumpe in der Interaktion von Tomate und C. reflexa geben.
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3.6.2 CHARAKTERISIERUNG VON AQUAPORINHOMOLOGEN SEQUENZEN

3.6.2.1 AQUAPORINE

Pflanzen bestehen zu 70-90% ihres Frischgewichts aus Wasser. Deshalb ist ihre Existenz vom
Wasser und dessen Transport abhéngig. Die einzelnen Zellen des pflanzlichen Organismus sind
durch Zellwénde und Doppellipidmembranen abgegrenzt, die eine selektive Barriere fiir ein- und
austretende Substanzen darstellen. Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften des
Wassermolekuls kann es mittels Diffusion durch die Membran hindurchtreten. Neben
Diffusionsprozessen sind des weiteren Co-Transporter und Wasserkanalproteine am Transport
beteiligt, denn der Wasserflu ausschlieBlich durch Diffusion ist fiir manche physiologische
Prozesse unzureichend. Die Entdeckung der Aquaporine ist zurlickzufiihren auf Beobachtungen,
daR bestimmte Zellen eine wesentlich hohere Wasserpermeabilitit aufweisen, die sich nicht einzig
durch Diffusionsprozesse erklaren 1Rt (SIDEL UND SALOMON, 1957). Anfang der 90er Jahre
gelang die Identifizierung der ersten pflanzlichen Aquaporine (CONKLING ¢t al., 1990; WAYNE
UND TAzAwA, 1990). Sie gehoren einer Gruppe von membranstdndigen Proteinen an, die als
MIP-homologe Proteine (,,Major Intrinsic Proteins®) bezeichnet werden.

Die Expression von Aquaporinen ist eng mit bestimmten Entwicklungsstadien und
physiologischen Prozessen verbunden, was auf spezifische Aufgaben der jeweiligen Proteine
hinweist. So werden einige eher in vaskuldarem Gewebe exprimiert (YAMAMOTO et al., 1991;
DANIELS et al., 1996), wahrend andere hauptséchlich in sich steckenden oder differenzierenden
Zellen gefunden werden kdnnen (LUDEVID et al., 1992; KALDENHOFF ¢t al., 1995). Weiterhin
wurde nachgewiesen, dall neben der entwicklungsspezifischen Expression auch verschiedene
endo- und exogene Faktoren wie Phytohormone und StreR EinfluR auf die Expression haben
(GUERRERO ¢t al., 1990; KALDENHOFF et al., 1993; PHILLIPS UND HUTTLYM, 1994; YAMADA et al.,
1995; YAMADA et al., 1997). Die Regulation der Aquaporine kann nicht nur auf der
transkriptionellen Ebene erfolgen, sondern auch durch posttranslationelle Modifikationen. Bisher
wurden Phosphorylierung, Glycosylierung und Proteolyse als Regulationsmechanismen auf
Proteinsebene nachgewiesen (JOHNSON UND CHRISPEELS, 1992; JOHANSSON ¢t al., 1998).
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3.6.2.2 AQUAPORINHOMOLOGE CDNA-KLONE

In der ,subtrahierten cDNA-Bibliothek war ein Klon enthalten, dessen Sequenz grofie
Ahnlichkeit zu Proteinen der MIP-Familie ( ,,Major Intrinsic Protein®) aufwies. Ausgehend von
der Sequenz des Fragmentes wurden fiir die 5°- und 3"-RACE-PCR Primer konstruiert, um die

Gesamtlange der cDNA zu isolieren:

GSP1 (5"-sense Primer); 5-CTCAGCACCAAGGCCATCTCCCTTGG-3
GSP2 (3 -antisense Primer): 5-CCCTGCTAGAAGCCTAGGCGCTGCC-3"

Nach Klonierung und Sequenzierung der 5" - und 3"-RACE-Produkte stellte sich heraus, daf? das
erhaltene 5°-Ende mit einem bereits bekannten Membranprotein aus Lycopersicon esculentum
Ubereinstimmte, und zwar wurde dieses Protein im Zusammenhang mit der Fruchtreifung und
Trockenstre beschrieben (FRAY et al., 1994). Dahingegen wurden fur das 3"-Produkt eher
Homologien zu Aquaporinen aus Nicotiana tabacum und Nicotiana excelsior gefunden. Diese
Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, daR es sich hier um zwei unterschiedliche Proteine handelt.
Deswegen wurden nochmals RACE-PCRs durchgefiihrt, bei denen Primer verwendet wurden,
von denen der eine vom 5"-Ende des vorigen 5"-RACE-Produktes und der andere vom 3"-Ende
des 3"-RACE-Produktes abgeleitet waren. Es konnten somit zwei verschiedene cDNA-Klone

isoliert werden, die jeweils die vollstdndige codierende Sequenz eines Proteins beinhalteten.

TRAMP > < LeAg2

Abbildung 3-12 : Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte im 1% Agarosegel. Als
Grolenstandard (M) wurde die 1 kb-DNA-Leiter verwendet. 1: TRAMP-PCR-Produkt (ca. 1,2 kb). 2:
LeAqgp2-PCR-Produkt (ca. 0,9 kb).
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Anhand von Datenbankanalysen wurde die Ahnlichkeit beider ¢cDNAs zu pflanzlichen
Aquaporinen bestétigt. Die ein ,,Tomato Ripening Associated Membrane Protein® codierende
Sequenz von ca. 1,1 kb Lénge wird im weiteren als TRAMP, die andere, kirzere als LeAqp2
bezeichnet. Sie sind in der GenBank vom NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) unter den
Identifikationsnummern X73848 und AF218774 verdffentlicht. Es wurde in beiden Féllen das
offene Leseraster bestimmt und die Proteinsequenz abgeleitet.

Durch computergesttzte Analyse (http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED _form.html)
war es moglich, eine Vorhersage tber die mogliche Membrantopologie der beiden Proteine zu
treffen. Aus dem Hydrophobizitatsprofil der Proteine nach dem Kyte & Doolittle-Algorithmus
(Abbildung 3-13) wurden 6 transmembrane Helices ermittelt, die wegen ihrer starken
Hydrophobizitat in die Membran inserieren kénnen. Sowohl der N-terminale als auch der

C-terminale Bereich sind auf der cytoplasmatischen Seite lokalisiert.

THpred oubput for unknoun
3008

2080

1800

——————

zzzzz

L L L
8 58 100 158 z8a 258 388

Thpred output for unknown
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2088

1e88 |

——————

zzzzz

L L L
] 50 188 158 208 258 308

Abbildung 3-13 : Hydrophobizitatsprofil von TRAMP (oben) und LeAgp2 (unten) nach dem Kyte &
Doolittle-Algorithmus. Positive Bereiche deuten auf stark hydrophobe Abschnitte in der Proteinsequenz
hin, die mdglicherweise in die Membran inserieren. Auf dem X-Achsenabschnitt sind die Aminosauren
numeriert. Sowohl N- als auch C-Terminus sind cytoplasmatisch lokalisiert.
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Aufgrund eines Sequenzvergleiches auf Proteinebene (Abbildung 3-14) mit Vertretern der drei
pflanzlichen Aquaporinfamilien (PIP1b, PIP2b, aTIP) konnten TRAMP und LeAqp2 der PIP1-
Unterfamilie zugeordnet werden. Beide Proteine zeigen die groBte Ahnlichkeit zum Vertreter der
PIP1-Unterfamilie. Zur PIP2-Unterfamilie und den TIPs bestanden geringere Homologien. Die
Zugehorigkeit zur PIP-Familie wird weiterhin durch die auffallend langen N-Termini
(56 bzw. 54 Aminoséauren) als auch das Molekulargewicht (30,7 bzw. 30,4 kDa) und den hohen
isoelektrischen Punkt (8,3 bzw. 9,0) unterstltzt. Vertreter der TIP-Unterfamilie sind im
allgemeinen kleiner und saurer als die anderen Aquaporine und zeichnen sich eher durch kirzere
N-Termini aus (JOHANSSON ¢t al., 2000).

TRAMP 1 MAENKEEDV[ZEGANKERETQPEGTAAQIDKDYKEPPPAPL FEPGELE SWSF)JRAG AEFM
LeAqp2 1 - MEGKEEDV|{/GANK)(SEF QPEGT SAQE- KDYKEAPPAPL FEAGELHSWSFJRAG AEFM
TRAMP 61 ATFLFLYI Tl LTVM3EKRSDS- - - - - - - LGSEVG QGVAVWAFGGM FALVYCTAG SGGH
LeAgp2 59 ATFLFLYI TVLTVMGYSRANS- - - - - - - KGSIVGVQE AWAFGGM FALVYCTAG SGGH
TRAMP 114 | NPAVTFGLFLARKL SLTRAVFYM/MCLGAl CGAGVWKGFMWGPYQREGGGANVIINPGY
LeAqp2 112 | NPAVTFGLFLARKLSLTRAVFYI VMQCLGAI CGAGVVKGFQPSL[§GTKGGGANVAHGY
TRAMP 174 TKGDG-GAEI | GTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPI LAPLPI GFAVFLVHLATI Pl TGT
LeAqp2 172 TKGDGA.GAEI | GTFVLVYTVFSATDAKRNARDSHVPI LAPLPI GFAVFLVHLATI PI TGT
TRAMP 234 G NPARSLGAAI | YNDEEAWIDHW FW/GPM GAALAAI Y I PFERS-------
LeAgp2 232 G NPARSLGAAI | YNKIEZAVDDHW FW/GPFI GAALAALY | PFKSGN- - - - - -

Abbildung 3-14: Sequenzvergleich von TRAMP und LeAgp2 (Aminosduren sind im 1-Buchstabencode
dargestellt.) Bereiche mit hoher ldentitat sind fett gedruckt, solche mit hoher Identitdt grau hinterlegt.
Die ermittelten transmembranen Helices von TRAMP und LeAqp2 sind gelb gekennzeichnet. Weiterhin
sind die konservierten NPA-Motive griin, mégliche Phosphorylierungsstellen blau sowie konservierte
Cysteine rot dargestellt.

3.6.2.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-EXPRESSION

Zundachst wurde zur Charakterisierung der beiden cDNAs die gewebsspezifische Expression der
mMRNA anhand von Northern-Hybridisierungen analysiert. Es wurde jeweils RNA aus Blattern,
der SproRachse, der Wurzel sowie von griinen und reifen roten Friichten verwendet. Als Sonde
diente die gesamte cDNA-Sequenz von TRAMP bzw. LeAqgp2. Obwohl die beiden Sequenzen zu
84% ubereinstimmen, waren die Signale im Northern Blot spezifisch flr die jeweils untersuchte
MRNA. Aus der Abbildung 3-15 ist ersichtlich, da® TRAMP vor allem in Blattern und im
Waurzelbereich exprimiert wird, wéhrend sowohl der Sprof3 als auch die beiden untersuchten
Fruchtstadien wesentlich weniger des spezifischen Transkripts enthalten. Die Expression von
LeAgp2 unterscheidet sich von dem anderen Aquaporin hinsichtlich der Lokalisation

grundlegend, denn hier finden sich die meisten Transkripte im Sprof3 gefolgt von der Wurzel. In
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den Blattern ist die Expression geringer und in der Frucht konnte keine Akkumulation

spezifischer mRNA detektiert werden.

Grine Frucht
Rote reife Frucht
Grine Frucht
Rote reife Frucht

s 5 3 8 2 5
n o = n & =2
rRNA et rRNA —— — — -

Abbildung 3-15: Gewebsspezifische Expression von TRAMP und LeAqgp2. Jede Spur enthélt ca.
5 pug Gesamt-RNA aus Blattern, der SproRachse, der Wurzel sowie aus griinen und roten Friichten. Als
Kontrolle diente die Hybridisierung mit 28S rRNA.

Die Unterschiede in der Expression der beiden mRNAs in den einzelnen Organen deutet darauf
hin, dal} die entsprechenden Proteine in verschiedene Entwicklungsprozesse involviert sind. Das
Expressionsmuster fir TRAMP bestatigt frihere Ergebnisse, die zeigten, dal die mRNA in
Wurzeln sowie wéhrend der Fruchtreifung und in alteren Bldttern exprimiert wird. Die
Expression von TRAMP scheint durch das Phytohormon Ethylen beeinflut zu sein
(MAUNDERS ¢t al., 1987; DAVIES UND GRIERSON, 1989). Weiterhin wird die Expression dieses
Proteins durch Trockenstre3 induziert (FRAY et al., 1994). Im Gegensatz zu TRAMP wird
LeAgp2 vor allem in der SproRachse exprimiert. Moglicherweise steht die Expression von
LeAqgp2 in Verbindung mit der Zellstreckung wéhrend des Sprof3wachstums.

Inwieweit die Expression der beiden Gene von der Infektion der Tomate durch den Parasiten
Cuscuta beeinfluBt wird, wurde durch Northern-Analysen festgestellt. Der Vergleich von
infizierten mit mechanisch verwundeten Pflanzen sollte zeigen, ob eine Akkumulation der
Transkripte eine auf die Infektion spezifische Antwort darstellt (Abbildung 3-16).

Waihrend das Expressionsmuster von TRAMP nach Infektion und Verwundung relativ
unverandert ist, fuhrt der Kontakt mit dem Parasiten in der TomatensproRachse zu einer
Akkumulation der Transkripte von LeAqgp2. Infolge einer Verletzung sinken hingegen die
Transkriptmengen sogar. Auffallend ist, daR der Anstieg an LeAgp2 mRNA im infizierten
Gewebe nur transient ist, und zwar mit einem Maximum schon 6 h nach Infektion, jedoch in
SproRabschnitten ohne Parasitenkontakt die mRNA-Konzentration stetig anwachst. Dabei

werden sogar hohere Spiegel erreicht als im direkten Infektionsbereich.
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Abbildung 3-16: Expressionsanalyse von TRAMP- und LeAgp2-mRNA in Sprossen von Lycopersicon
esculentum nach Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung tiber einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot
(oben) mit Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sprofl (K), dem Wundbereich (WB), dem
Infektionsbereich (IB), einem SproRabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sprofl3abschnitt
oberhalb des Infektionsbereiches (1S). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich.
Quantifizierung der Expression in Relation zu unbehandelten SproRachsen (Kontrolle, Expression = 1)
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Unter der Annahme, dal} in der kompatiblen Wirtspflanze Nicotiana tabacum eine zu LeAqp2
homologe mRNA exprimiert wird, wurde in dem System Tabak-Cuscuta reflexa ebenfalls die
Expression einer aquaporinhomologen mRNA nach Infektion untersucht. Vergleicht man die
Expression im kompatiblen Wirt mit der in der inkompatiblen Pflanze wird deutlich, dal in der
kompatiblen Pflanze die Expression einer aquaporinhomologen Sequenz sehr viel stérker
induziert wurde. Die Konzentration an mRNA war innerhalb der ersten 24 h mindestens 4-5 mal
so hoch als in den unbehandelten Kontrollen. Es ist sogar mdglich, daR die mRNA-

Konzentration im weiteren Infektionsverlauf noch weiter ansteigt.
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Abbildung 3-17: Expression einer homologen mRNA zu LeAgp2 im Infektionsbereich von Nicotiana
tabacum nach Cuscuta reflexa-Infektion Uber einen Zeitraum von 24 h. Als Mengenabgleich diente
Hybridisierung mit 28S rRNA.

Die Expressionsstudien zeigen, dafll die Interaktion von Parasit und Wirtspflanze, sei sie
kompatibel oder inkompatibel, von einer Akkumulation einer aquaporinhomologen mRNA
begleitet wird. Diese verstarkte Expression wird spezifisch durch die Infektion ausgeldst und
stellt keine allgemeine Strel3reaktion dar, da durch eine kiinstliche Verletzung als Modell eines
exogenen Stresses keine verdnderte Expression hervorgerufen werden konnte. Wenngleich in der
inkompatiblen Tomate eine verstarkte Akkumulation beobachtet werden kann, ist offensichtlich,
daR dieses nicht ein Teil der Abwehrreaktion darstellt, denn im kompatiblen Tabak féllt die

Reaktion bei weitem stérker aus. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daR die Herstellung einer
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funktionsfahigen Verbindung zwischen Parasit und Wirt die vermehrte Expression von
Aquaporinen erfordert. Nach den Ergebnissen der Northern-Analysen gibt es keinen

Zusammenhang zwischen der Expression von TRAMP-RNA und der Infektion durch C. reflexa.

3.8.2 FUNKTIONSANALYSE VON TRAMP & LEAQP2 IM OOZYTENSYSTEM

Die funktionelle Charakterisierung erfolgte durch Expression der cRNA von TRAMP und
LeAqgp2 in Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus leavis, da es sich um relativ grof3e
Einelzellen handelt. Allerdings spiegelt die gemessene Wasserpermeabilitat die tatsachlichen
Vorgangen in der Pflanze nicht korrekt wider. Uber Schwellungsexperimente an Oozyten sollte
gezeigt werden, ob die beiden mRNAs funktionelle Aquaporine codieren Die Untersuchungen
wurden im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefihrt, in der die verwendete Methode ausfihrlich

dargestellt ist (UEHLEIN, 2000, Diplomarbeit).

Die Oozyten wurden mit TRAMP- bzw. LeAgp2-cRNA transformiert und anschlieBend in
hypotonischem Medium inkubiert. Aus der folgenden Volumenzunahme konnten die Wasserper-
meabilitdtskoeefizienten P, ermittelt werden. Dieser Wert gilt als MaR fir die Transport-
geschwindigkeit von Wassermolekiilen tiber eine Membran.

Wahrend die Wasserpermeabilitdt von TRAMP-transformierten Oozyten sich in gleichem Mafe
wie die der Kontrollen (Injektion von Wasser) verdnderte, zeigten Zellen, in die LeAgp2-cCRNA
injiziert worden war, eine etwa 1,5fach hohere Durchlassigkeit fir Wasser als die Kontrollzellen
(Abbildung 3-18).
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Abbildung 3-18: Relative Volumenzunahme in hypotonischem Medium (oben) und daraus ermittelte
mittlere P-Werte (UEHLEIN, 2000)

Weiterhin wurde der EinfluB von Quecksilber-lonen auf die Wasserpermeabilitit von TRAMP
und LeAqgp2 untersucht. Dabei sank die LeAqp2-vermittelte Permeabilitdit um ca. 20%. In
TRAMP-transformierten Zellen und Kontrollen fiihrte die Behandlung mit HgCl, dagegen zu

einer verstarkten Wasseraufnahme.

Einige der bisher bekannten Aquaporine zeigen nicht nur eine erhéhte Permeabilitét fir Wasser,
sondern vermitteln ebenso einen Transport von kleinen, neutralen Substanzen wie Glycerin oder
Harnstoff (IsHIBAsSHI et al, 1997). Die physiologische Bedeutung eines gemeinsamen
Transportprozesses ist allerdings bis heute noch unklar.

Weder fir TRAMP noch fiir LeAgp2 konnte in den Untersuchungen zur Selektivitat eine
gegentber der Kontrolle verdnderte Glycerinpermeabilitdt nachgewiesen werden. Als Vergleich
dienten Oozyten, die mit dem bakteriellen Glycerintransporter GIpF aus E. coli (MAUREL et al.,

1994) transformiert waren.
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Auf der Grundlage der vorliegenden Daten kann LeAqp2 als funktionelles Aquaorin angesehen
werden. Jedoch sind die im Oozytensystem erreichten Wasserpermeabilitdten vergleichsweise
gering. Wéhrend andere als funktionell charakterisierte Aquaporine aus Nicotiana tabacum oder
Samanea saman 10-20fache Wasserpermeabilitatssteigerungen aufweisen (BIELA, 2000), liegt die
Zuwachsrate fur LeAgp2 nur bei etwa 45%. Die verhéltnismaRig geringe Permeabilitatssteigerung
durch LeAgp2-Expression ist eventuell durch in vivo vorhandene posttranslationelle Regulation
des Proteins, wie sie flir einige Aquaporine berichtet wurde, begriindet. Aus der Sequenzanalyse
von LeAqgp2 ergab sich z.B. eine mogliche Phosphorylierungsstelle in der extrazelluldren Schleife
B. Kiurzlich wurden zwei funktionelle Aquaporine der PIP1-Unterfamilie aus Zea mays
beschrieben (CHAUMONT et al., 2000), die ebenfalls nur geringfligig die Wasserpermeabilitat der
Oozytenmembran erhdhen.

Verschiedene Aquaporine pflanzlicher und tierischer Herkunft zeigen unter dem Einflu von
Quecksilberionen eine verminderte Wasserpermeabilitit (MAUREL, 1997; BORGNIA ¢t al., 1999).
Als Ursache flr den inhibitorischen Effekt des Schwermetalls werden Cysteine angesehen, was
PRESTON ¢t al. (1993) durch Austausch des Cysteins 189 in AQP1 gegen ein Serin nachweisen
konnten. Trotz nachfolgender Studien, die die Cystein-vermittelte Quecksilbersensitivitat
bestatigten (DANIELS et al., 1994, 1996) ist der Mechanismus noch ungeklart. Naheliegend ist eine
Bindung der Hg*-lonen an die SH-Gruppe des Cysteins, wodurch eine Konformationsanderung
des Aquaporinproteins ausgeltst werden kann (BARONE et al., 1997), die letztendlich zur
Blockierung des Wassertransportes tber die Pore flhrt. In der Proteinsequenz von LeAgp2 sind
mehrere Cysteine enthalten, die Ursache der beobachteten Quecksilbersensitivitdt (bei
0,2 mM HgCl,) sein kdnnten.

In den Untersuchungen zur Selektivitit von LeAgp2 konnte keine Glycerinpermeabilitét
festgestellt werden. Als mdogliche strukturelle Voraussetzungen flr eine erhéhte Permeabilitéat
gegentiber Glycerin werden verschiedene Sequenzmotive diskutiert (BORGNIA et al., 1999).
Entsprechende Proteine sind durch ein [GLYY]-Motiv in der Schleife C sowie ein
[NPARD]-Motiv in der Schleife E anstelle von [NPARS] charakterisiert. Beide Motive sind in
dem Aquaporin aus L. esculentum nicht enthalten, wodurch sich die Impermeabilitat fur Glycerin
erklaren 14Rt.

Obwohl TRAMP die wesentlichen Strukturmerkmale eines Aquaporins beinhaltet, konnte es im
Rahmen dieser Arbeit nicht als funktionelles Aquaporin identifiziert werden. Einerseits kdnnen
diese Ergebnisse darauf beruhen, dal TRAMP zwar ein transmembranes Protein darstellt, das
aber eine Permeabilitat fir andere Substanzen als Wasser aufweist. Weitere Griinde kénnen wie
im Fall von LeAqp2 posttranslationelle Modifikationen sein, die das Membranprotein erst in die

fur den Transport notwendige Konformation tberfuhren. Auch sind aus der Literatur einige
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Beispiele von Vertretern der PIP1-Unterfamilie bekannt, deren Aktivitat in Oozyten eher gering
war bzw. gar nicht erst nachgewiesen werden konnte.

Letztendlich sind die im Oozytensystem gewonnenen Kenntnisse nur bedingt auf den
pflanzlichen Organismus Ubertragbar, so dafl die funktionelle Charakterisierung in planta

notwendig bleibt.

3.6.3 MOGLICHE BEDEUTUNG VON CYTOSKELETT-KOMPONENTEN (B9 UND
44)

Zwei der isolierten Klone entsprechen Teilen von a- und B-Tubulin, den beiden Polypeptiden
aus denen die Mikrotubuli zusammengesetzt sind. Die Bestandteile des Cytoskelettes erfillen in
der pflanzlichen Entwicklung sehr vielféltige, bisher nur teilweise verstandene Aufgaben. So sind
die Mikrotubuli nicht nur an Zellteilungs- und Differenzierungsprozessen beteiligt, sondern
bewirken auch ein koordiniertes Zellwachstum. Dabei wird die Richtung der Zellstreckung durch
die Orientierung der kortikalen Mikrotubuli bestimmt. Die Zellwand wachsender Zellen enthélt
miteinander vernetzte Cellulosemikrofibrillen, die parallel zueinander und quer zur Ausrichtung
der Zellsteckung angeordnet sind. Es wird weithin angenommen, daf} die in der Membran
integrierte Cellulosesynthase sich entlang der kortikalen Mikrotubuli bewegt und auf diese Weise
eine geordnete Einlagerung neu gebildeter Mikrofibrillen ermdglicht wird (GIDDINGS UND
STAEHELIN, 1991). Experimente, die zeigten, daR die Zerstorung der Mikrotubuli zu einem
ungerichteten Zellwachstum fiihren, unterstiitzen diese Theorie (BASKIN et al., 1994). Betrachtet
man die anatomischen Verdnderungen in der Wirtspflanze, ist es also nicht verwunderlich, daf
die Interaktion von C. reflexa und L. esculentum mit einer Akkumulation von Transkripten des

Tubulins einhergeht.

3.6.4 MOGLICHE BEDEUTUNG EINES PUTATIVEN REVERSIBEL GLYCOSYLIER-
TEN POLYPEPTIDS (KLON 79)
Die Sequenzanalyse fur den Klon 79 (ldentifikationsnummer AF286271, LeRGP1) ergab, daf3
Homologien zu den C-Termini bereits bekannter reversibel glycosylierter Polypeptide (RGP)
bestehen. Die RGPs sind I6sliche Proteine, die mit dem Golgi-Apparat assoziert vorliegen.
Aufgrund ihrer Struktur wird vermutet, dal RGPs [-Glycosyltransferasen sind, die einzelne
Zucker aus einer nukleosidischen Bindung auf ein Akzeptormolekil Ubertragen, das ein
Intermedidrprodukt in der Biosynthese von Polysacchariden sein konnte (SAXENA UND BROWN,

1999). Es wird angenommen, dal diese Proteine an der Synthese von Xyloglucanen beteiligt sind.
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Die Biosynthese der Zellwandpolysaccharide erfolgt zum einen an der Plasmamembran, wo der
Komplex der Cellulose-Synthase lokalisiert ist, und andererseits im Golgi-Apparat. Diejenigen
Polysaccharide, die nicht nur aus Glucose aufgebaut sind, werden im Golgi synthetisiert. Bei der
Suche nach den Enzymen, die an der Biosynthese der Zellwandpolysaccharide beteiligt sind,
zeigte sich, dafll bestimmte Polypeptide reversibel UDP-Glucose, UDP-Xylose und UDP-
Galactose binden (DHUGGA et al., 1991, 1997; DELGADO ¢t al., 1998). Diese Zucker stellen die
Hauptbestandteile der Xyloglucane dar. Der Mechanismus der Glycosylierung ist bisher noch
nicht vollstdndig geklart, doch besitzen alle bisher bekannten RGPs eine Bindungsregion flr
nukleosidische Zucker (SAXENA UND BROWN, 1999).

Falls sich die Funktion des vollstdndigen Proteins LeRGP1 als reversibel glycosyliertes Polypeptid
bestéatigt, sind nicht nur unmittelbar mit der Zellwand assoziierte Proteine von einer verstarkten
Expression im Zuge der Infektion mit C. reflexa betroffen, sondern auch Proteine, welche die fir

eine Zellstreckung notwendigen Vorstufen von Polysacchariden liefern.
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3.7 GENEXPRESSION VON ZELLWAND-ASSOZIIERTEN PROTEINEN

3.7.1 CHARAKTERISIERUNG EINER XYLOGLUCAN-ENDOTRANSGLYCOSYLASE
(XET)

3.7.1.1 XYLOGLUCAN-ENDOTRANSGLYCOSYLASEN
Xyloglucane sind ein wesentlicher Bestandteil der pflanzlichen Zellwand. Sie besitzen, wie die

Cellulose, ein Rickgrat aus -1,4-verknipftten Glucoseresten. Diese sind durch unterschiedlich
zusammengesetzte Mono-, Di- und Trisaccharidseitenketten modifiziert. Zunéchst wurde
angenommen, dafl Cellulose und Xyloglucane nicht-kovalent Uber Wasserstoffbriicken
miteinander verbunden sind. Jedoch zeigten Berechnungen zusammen mit biochemischen
Studien, daB die Interaktion zwischen den beiden Polysacchariden weitaus komplexer sind. Die
Struktur der Xyloglucane ermdglicht es, mehrere Cellulosemikrofibrillen miteinander zu
vernetzen. Mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen der Zellwand konnte nachgewiesen
werden, dall zwischen Cellulosemikrofibrillen und Xyloglucanen echte Verbindungen bestehen.
Neueste Modelle gehen davon aus, daR die Mikrofibrillen durch Xyloglucane zum einen bedeckt,
aber andererseits auch untereinander verknulpft werden, wodurch eine dreidimensionale, sehr
starre Struktur gebildet wird (ROSE UND BENNETT, 1999).

In wachsenden Zellen unterliegen die Xyloglucane einer regen Stoffwechselaktivitat. Aus der
Struktur der Zellwand ist ersichtlich, dal zundchst eine Auflockerung der Wand erfolgen muB,
um Uberhaupt eine Ausdehnung zu ermdglichen. Damit die urspriingliche Festigkeit
wiederhergestellt werden kann, ist der nachfolgende Einbau neuer Polysaccharide notwendig. An
der Spaltung und Modifizierung der Xyloglucane sind unterschiedliche Enzyme beteiligt, die
Endo-1,4-B-glucanasen (EGasen), die Xyloglucan-Endotransglycosylasen (XETSs) und die Exo-
Glycosylhydrolasen (Glycosidasen).

XET-Aktivitat wurde erstmals in den friihen 90ern beschrieben (FRy et al., 1992). Xyloglucan-
Endotransglycosylasen katalysieren die Spaltung und Religation von Xyloglucanmolekdlen (s.
2.12). Abhédngig von dem jeweiligen Donor- und Akzeptormolekil sind sie fir die
Depolymerisierung, die Modifizierung bzw. den Einbau neu synthetisierter Xyloglucane in die
pflanzliche Zellwand verantwortlich. Im Gegensatz zu EGasen und Glycosidasen besitzen XETs
keine hydrolytische Aktivitat, das bedeutet, das Wasser kein Akzeptor flr das abgespaltene
Xyloglucanfragment darstellt.
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3.7.1.2 ISOLIERUNG DER VOLLANGEN-CDNA UND SEQUENZANALYSE

Ausgehend von der Sequenz des cDNA-Fragmentes aus der subtraktiven Hybridisierung wurden
Primer fur die 5- und 3"-,,RACE"-PCR entwickelt und wie im Methodenteil beschrieben zur
Synthese der 5”- und 3"-Enden der cDNA eingesetzt:

GSP1 (5 -antisense Primer): 5 -TTCTTGTGGVGTGGCAGCTTCAC-3
GSP2 (3"-sense Primer):  5-GTTTGATCCAACCAAGGGCTACC-3

Nach Klonierung und Sequenzierung der Produkte erfolgte die Isolierung der gesamten cDNA
mittels PCR unter Verwendung von Primern, die sich aus dem 5°- bzw. 3"-Ende ableiteten
(s. 2.9.2). Die PCR ergab ein Produkt von etwa 1,2 kb. In Abbildung 3-19 sind sowohl das PCR-
Produkt als auch die Struktur der cDNA mit dem codierenden Bereich dargestellt. Die ermittelte
Sequenz ist identisch mit der von (OKAZAWA et al., 1993) aus L. esculentum isolierten Xyloglucan-

Endotransglycosylase.

A
1kb > 1,2 kb
0,5 kb »
B
Rsal (213) Kpnl (906)
Kpnl (215) h
ool 56 Xhol (633) Rsal (904)

1137 bp
LeEXT1

Abbildung 3-19: A Gelelektrophoretische Auftrennung der 5°- und 3"-RACE-Produkte (1,2) sowie der
vollstandigen cDNA von LeEXT1 (3). B Struktur der cDNA mit codierender Region (rot),
untranslatierten Bereichen sowie einigen Restriktionsschnittstellen.
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Aufgrund der Primérstruktur und enzymatischen Aktivitdt werden die XETs in 3 Subfamilien
eingeteilt. Die LeEXT1 gehort der Subfamilie I an (NisHITANI, 1997). Alle bisher bekannten
XETs besitzen N-terminal ein Signalpeptid, das sich typischerweise durch einen hohen Gehalt an
hydrophoben Aminosauren auszeichnet (Abbildung 3-20). Die Signalsequenz dient der Sekretion
des Enzyms in den extrazelluldren Raum und wird spéater abgespalten, um ein funktionsfahiges
Protein zu erhalten. Nach Heijne (NIELSEN et al., 1997) wurde die Schnittstelle fur das
Signalpeptid bei Glycin (23) ermittelt. Im C-terminalen Abschnitt sind mehrere Cysteine zu
finden, die die Bildung von di- oder oligomeren Formen des Enzyms ermoglichen. Es wird
vermutet, dal? solche Strukturen die XET-Aktivitat regulieren kénnten (NISHITANI, 1997).

Samtliche Mitglieder der der XET-Genfamilie enthalten die konservierte Aminosauresequenz
DEIDI/FEFLG, die auch in verschiedenen bakteriellen Endo-(3-1,3-1,4-glucanasen als
katalytische Domane konserviert vorliegt (BORRISS et al., 1990). Diese Enzyme spalten ebenfalls
[3-1,4-Glycosylbindungen. Durch Mutagenese des ersten Glutamats zu Glutamin in der
Xyloglucan-Endotransglycosylase TCH4 aus A. thaliana geht die enzymatische Aktivitat verloren
(CAMPBELL UND BRAAM, 1998). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dal3 es sich in

diesem Motiv um die katalytische Doméne der XETs handelt.

FProtScale output for user se Hquence
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Abbildung 3-20: Hydrophobizitatsprofil von LeEXT1 nach dem Kyte & Doolittle-Algorithmus. Positive
Bereiche zeigen relativ hydrophobe Abschnitte im Protein an. Auf dem X-Achsenabschnitt sind die
Aminosauren nach ihrer Reihenfolge numeriert. Innerhalb der ersten ca. 25 Aminoséduren zeichnet sich
das Protein durch besondere Hydrophobie aus.
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1 M3 | KGVLFSI VLI NLSLVWVFCGYPRRPVDVPFWKNYEPSWASHHI KFLNGGTTTDLI LD
61 RSSGAGFQSKKSYL FGHFSMKVRLVGGEDSAGVVTAFYL SSNNAEHDEI DFEFL GNRTGQP
121 YI LQTNVFTGEKGNRECQRI YLWFDPTKGYHSYSVLWNTYLI VI FVDDVPI RAFKNSKDLG
181 VKFPFNQPMKI YSSLWDADDWATRGGL EKTNWANAPFTASYTSFHVDGCEAAT PQEVQVC
241 NTKGVKWADQKAFQDL DAL QYRRLRW/RQKYTVYNYCTDKARYPVPPPECTKDRDI

Abbildung 3-21: Aminoséuresequenz von LeEXT1 im 1-Buchstabencode. Das Signalpeptid ist blau
hervorgehoben, die katalytische Doméne [DEIDFEFLGN] gelb. Es schlieft sich eine Phosphory-
lierungsstelle unmittelbar an. Im C-terminalen Bereich sind mehrere Cysteine enthalten, die die
Ausbildung von Oligomeren beginstigen.

3.7.1.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-EXPRESSION

Zur Charakterisierung von LeEXT1 wurde die gewebsspezifische Expression dieser mRNA
untersucht. Dazu wurde RNA aus Geweben verschiedener Organe isoliert und tber Northern-
Hybridisierung analysiert. Wéhrend im SproR die meisten Transkripte nachgewiesen werden
konnten, wird LeEXT1 in der Wurzel nur sehr schwach exprimiert. Im Blatt und den

untersuchten Fruchtstadien wurden keine Hybridisierungssignale detektiert.

Griine Frucht
Rote reife Frucht

Blatt
Sprof
Wurzel

LeEXTI

rRNA —— e e S

Abbildung 3-22: Gewebsspezifische Expression von LeEXT1-mRNA. Hybridisierung von RNA aus
Blattern, der SproRachse, der Wurzel sowie zwei Fruchtstadien mit genspezifischer Sonde. Als
Mengenabgleich diente die Hybridisierung mit 28S rRNA.

In friheren Studien wurde gezeigt, da LeEXT1 in sich streckenden Hypocotylabschnitten und
wéhrend der Fruchtentwicklung akkumuliert wird (CATALA et al., 1997, 2000), d.h., in Geweben
mit starkem Zellwachstum. Dagegen ist die Expression in der reifenden Frucht nicht mehr
nachweisbar. Somit scheinen die untersuchten Friichte Entwicklungsstadien anzugehoren, in
denen die maximale Groéf3e schon erreicht ist. Allerdings ist aus dem Northern Blot ersichtlich,
dalR LeEXT1 vorwiegend im Sproll Funktionen zu erfillen hat. Aus der Tomate sind noch
weitere XETs bekannt, die jedoch fruchtspezifisch exprimiert werden (DE SILVA et al., 1994).
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Die Analyse des Expressionsmusters flir LeEXT1 im Verlauf des ersten Infektionstages sollte
Aufschlul? darliber geben, wie stark und wie schnell die Expression von LeEXT1 nach Cuscuta-

Befall beeinflut wird. Es wurde erneut die Infektion mit einer mechanischen Verwundung
verglichen.

LeEXTI - -
rRNA - ———
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Abbildung 3-23: Expressionsanalyse von LeEXT1-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung Uber einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit
Gesamt-RNA aus unbehandeltem SproR (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (1B),
einem SproRabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem Sprofabschnitt oberhalb des
Infektionsbereiches (1S). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung
der Expression in Relation zu unbehandelten SprofRachsen (Kontrolle, Expression = 1)

Wie die Northern-Hybridisierung zeigt, handelt es sich bei LeEXTL1 um ein spezifisch auf die
parasitische Infektion zurlickzufuhrende Akkumulation des Transkripts. In verwundeten
Pflanzen vermindert sich der Gehalt an spezifischer mMRNA sogar kurz nach der Verletzung. Da
die Konzentration an LeEXT1 mRNA schon 6 h nach Infektionsbeginn sehr stark erhéht ist,
mul} davon ausgegangen werden, da das entsprechende Gen relativ frih aktiviert wird.
Andererseits werden mdoglicherweise in der Tomate Reaktionen ausgeldst, wenn Parasit und
Wirtspflanze nur in sehr losem Kontakt miteinander verbunden sind. Innerhalb der ersten 6 h ist
kaum eine echte Anheftung des Parasiten an den Wirtssprof3 erkennbar. Das schnelle Absinken
des Transkriptkonzentration im weiteren Verlauf der Infektion spricht fir die Instabilitat der



3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 85

mMRNA, auch wenn die Unterschiede in der Transkriptmenge zwischen 12 und 24 h nicht
bedeutend sind. Von der Akkumulation an LeEXT1 mRNA scheint nicht nur der unmittelbare
Infektionsbereich betroffen zu sein, denn auch in einem SproRabschnitt ohne Kontakt zum
Parasiten ist die Konzentration erhoht.

Auch in einer kompatiblen Wirtspflanze, wie dem Tabak, akkumulieren im gleichen Zeitraum die
Transkripte fir eine zu LeEXT1 homologen XET. Auffallend ist, dal3 der Anstieg an spezifischer
mMRNA nicht transient ist, wie im Fall der inkompatiblen Tomate, sondern wéhrend der
untersuchten 24 h relativ konstant bleibt. AuBerdem scheint die Konzentration des
entsprechenden Transkripts, insgesamt héher zu sein.

LeEXTI1 — e —

rRNA — A R —

0 6h 12h 24h

Abbildung 3-24: Expression einer zu LeEXT1
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3.7.1.4 HETEROLOGE EXPRESSION IN E. coLI

Zur Expression des LeEXT1-Proteins in Bakterien wurde die cDNA ohne Signalsequenz
amplifiziert und kloniert. Nachdem die Sequenz des PCR-Produktes uberprift worden war,
wurden sowohl der Expressionsvektor pGEX-4T2 als auch das Plasmid mit der LeEXT1-
Insertion mit den Restriktionsenzymen BamHI und Notl behandelt. AnschlieBend wurden die
Fragmente aufgereinigt und LeEXT1 in den Expressionsvektor ligiert. Die von pGEX-4T2
codierte Glutathion-S-Transferase liegt mit LeEXT1 in einem Leseraster, so dafll bei der
Expression ein Fusionsprotein aus GST und der XET entsteht. Zun&chst wurde das Konstrukt

in den E. coli-Stamm TOP 10F", fur die Expressionsversuche allerdings in BL21-Zellen
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transformiert. Diese Zellen zeichnen sich durch eine verminderte Proteaseaktivitat aus, so dal
rekombinante Proteine nicht abgebaut werden.

Die Rekombinanten wurden wie im Methodenteil beschrieben kultiviert und die Produktion von
Fusionsprotein durch Zugabe von IPTG induziert. Bei der Optimierung von Expressions-
temperatur und -dauer zeigte sich, dal3, wenn Uberhaupt, das gewiinschte Protein von einen
Molekilgewicht von ca. 60 kDa erst bei Temperaturen zwischen 20 und 25°C gebildet wird und
zwar erst nach 5-7 h (Abbildungen 3-25 und 3-26). AuRBerdem war der Anteil an Fusionsprotein
im Vergleich zur reinen GST sehr gering, was auf einen Abbruch der Translation zu Beginn des
gewinschten Proteins hinweist. Die Hauptmenge an rekombinantem Protein lag in Form von
Einschlu3kdrpern vor, denn der AufschluR des unldslichen Riickstandes nach der Lyse der
Bakterien enthielt wesentlich mehr Fusionsprotein als das Lysat. Allerdings war das Verhaltnis
zwischen GST und Fusionsprotein unverdndert. Auch eine andere Medienzusammensetzung

hatte keinen positiven EinfluB auf die Expression.

1 2 3 4 M 5 6 7

<« GST-LeEXT1

WS sl < GST

Abbildung 3-25: Expression von GST-LeEXT1 in E. coli. 1-4 Ldsliche Fraktion nach 2-5 h Expression
bei 25°C. 5-7 Unldslicher Rickstand nach Zellyse nach 2-4 h Expression. Es wurden jeweils gleiche
Anteile an Gesamtprotein aufgetragen.

1 2 3 4 5 M 6 7 8 9

< GST-LeEXT1

’ <« GST

Abbildung 3-26: Expression von GST-LeEXTL in E. coli unter Verwendung verschiedener Medien.
1-5 LB-Medium mit 1% NaCl (4, 5, 6, 7 und 24 h Expression). 6-9 LB-Medium mit 0,5% NaCl (4, 5, 6
und 7 h Expression).
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Wie sich nach Analyse der LeEXT1-Sequenz herausstellte, kann die Ursache fur den Abbruch
der Translation in der Codon-Struktur des Tomatenproteins liegen, da diese von der in E. coli
verwendeten zum Teil stark abweicht. Besonders auffallend sind die Unterschiede in der
Codonbenutzung fir die Aminoséure Arginin. Wéhrend von allen in E. coli vorkommenden
Codons nur 0,27% fir AGA bzw. 0,16% fir AGG stehen, die beide ein Arginin codieren,
kommen, treten diese Codons bei L. esculentum fast zehnmal hdufiger auf (1,52 bzw. 1,12).
Ahnliches gilt fiir die Codons der Aminosauren Leucin (CTA) und Isoleucin (ATA). Im Falle der
LeEXT1-Sequenz liegt der Anteil an diesen Codons sogar noch héher (4,7% Arginin). Da schon
in den ersten Aminosduren des Proteins zwei Arginine enthalten sind, 143t sich der Abbruch
direkt nach der GST erklaren. Eine Mdglichkeit, das Problem der unterschiedlichen
Codonbenutzung zu umgehen, besteht im gezielten Austausch der entsprechenden Nukleotide.
Allerdings wére das in diesem Fall sehr aufwendig gewesen, denn es hatten mindestens 13 Basen
verandert werden mussen. Deshalb wurde gemeinsam mit dem Expressionvektor ein Plasmid in
E. coli eingebracht, das die Information flr die tRNAs der Arginin-Codons enthalt. AGA und
AGG werden von der gleichen tRNA erkannt. Auf diese Weise konnte das Gleichgewicht
zwischen Fusionsprotein und GST sehr in Richtung des ersteren verschoben werden
(Abbildung 3-27). Die Expressionsbedingungen wurden erneut optimiert, wobei die gréite

Ausbeute bei einer Temperatur von 30°C (ber 2 h erzielt wurde.

A\ < GST-LeEXT1

Abbildung 3-27: Expression von GST-LeEXT1 in BL21-Zellen, die zusétzlich ein Plasmid fir tRNAs
der Arginincodons AGA und AGG enthalten. 1, 3 und 5 Expression bei 30°C (1, 2 und 3 h); 2, 4, 6
Expression bei 37°C (1, 2 und 3 h)

Nach Beendigung der Expression wurde das Fusionsprotein ber Affinitdtschromatographie an
Glutathion-Sepharose aufgereinigt. Unter den Bedingungen des Herstellerprotokolls konnte
jedoch nur ein geringer Anteil des Proteins gebunden als auch spater wieder eluiert werden.

Deshalb mufite der Elutionspuffer dahingehend gedndert werden, da3 der pH-Wert auf 9 erhéht
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und aullerdem ein nichtionisches Tensid zugesetzt wurde. Somit sollten unspezifische
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Protein und Matrix vermindert werden. Obwohl diese
Versuche letztendlich erfolgreich verliefen, stand nach der Elution nicht ausreichend Protein fir
einen Enzymtest zur Verfligung (Abbildung 3-28).

s _ .. | <« GST-LeEXT1
P

Abbildung 3-28: Aufreinigung des Fusionsproteins GST-LeEXT1 (ber Glutathion-Sepharose.
1 Rohextrakt; 2 Nicht gebundener Uberstand; 3-5 Waschfraktionen; 6 Eluat. Es wurden jeweils 10 pl
aufgetragen.

Die Bindung des Fusionsproteins aus dem Lysat an die Sepharose konnte auch durch Zusatz von
n-Octylglycosid nicht verbessert werden. Im Gegenteil, in den Waschfraktionen war sogar mehr
Fusionsprotein als zuvor enthalten. Worauf diese Schwierigkeiten beruhen ist allerdings unkilar.
Maoglicherweise liegt das Fusionsprotein in einer Tertidrstruktur vor, die eine effiziente Bindung

der GST an das Glutathion verhindert und durch das Tensid nicht aufgehoben werden kann.

3.7.1.5 XET-AKTIVITAT

Zur Bestimmung der XET-Aktivitdt wurden unterschiedliche Verfahren entwickelt. Sie beruhen
alle auf der Ubertragung eines Xyloglucanfragmentes auf ein Akzeptoroligosaccharid. Die
Detektion der Produkte erfolgt entweder durch Radiometrie, Fluorometrie oder aufgrund einer
Viskositatsanderung. Eine Ubersicht der Methoden bietet FRY (1997). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Enzymaktivitdt nach einem radiometrischen Verfahren bestimmt.

Fur die enzymatischen Analysen wurden Tomatenpflanzen mit Cuscuta reflexa-Sprossen infiziert
und nach unterschiedlichen Zeitintervallen (6-60 h nach Infektionsbeginn) Gewebeproben aus
den Infektionsbereichen als auch aus darliberliegenden SproRabschnitten der Wirtspflanze
entnommen. Nach der Aufarbeitung der Proben wurde ein Enzymassay angesetzt und die

Produktmenge durch Szintillation vermessen.
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In der TomatensprofRachse steigt die XET-Aktivitdt nach Cuscuta-Kontakt an, und zwar im
unmittelbaren Infektionsbereich und im Gewebe, das keinen direkten Kontakt zum Parasiten
hatte. Es scheint, daR schon nach 6 h die Enzymaktivitdit erhoht ist, allerdings sind die
Unterschiede zur Kontrolle noch nicht aufféllig. Im weiteren Verlauf der Infektion nimmt die
Aktivitat weiter zu, bis sie nach 24 h ein Maximum erreicht. Anschlielend féllt sie wieder leicht
ab, bleibt aber ber den untersuchten Zeitraum stets hoher als in den Kontrollpflanzen.
Erstaunlich ist, dall systemisch, d.h., in dartberliegenden SproRabschnitten, anndhernd gleiche
Werte gemessen wurden wie in der Kontaktzone Wirt/Parasit. Hingegen sind die anatomischen
Verdanderungen nach der Anheftung des Parasiten auf einen sehr kleinen Bereich begrenzt (SAHM
et al., 1995).
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Abbildung 3-29: XET-Aktivitdt in Lycopersicon esculentum nach Cuscuta reflexa-Infektion im
Infektionsbereich und in Gewebe oberhalb des Infektionsbereiches (Systemisch). n = 3-7.

Obwohl die Enzymassays fiir das rekombinante Protein Uber einen Zeitraum von 4-8 h
durchgefihrt wurden, konnte keine Enzymaktivitdit nachgewiesen werden. Einer der
Hauptgrinde fur die fehlende Aktivitat lag wahrscheinlich in der zu geringen Menge an Protein.
In dem gewahlten Expressionssystem war es nicht maoglich, Protein im Malistab von mehreren
Mg zu produzieren und zu reinigen, so dal in einem Reaktionsansatz maximal einige ng des
gewinschten Enzyms enthalten waren. In der Literatur finden sich Angaben, da rekombinantes
TCHA4, eine XET aus A. thaliana, nur eine sehr geringe spezifische Aktivitat besitzt und in einem
Assay deshalb bis zu 2 pg reines Protein eingesetzt werden mufiten (PURUGGANAN ¢t al., 1997).

AuRerdem war auch die Konzentration an markiertem Oligosaccharrid in den Versuchen bis zu
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dreimal hoher. Dennoch betrug die Aktivitat nur 5% der des natirlich vorkommenden Enzyms.
Hier wurden als Grinde unter anderem die denaturierende Aufreinigung aus EinschluBkérpern
und anschliefende Renaturierung angeflhrt, die einen negativen EinfluR auf die Aktivitat haben
kdnnen. Aus diesem Grund wurde fur die Enzymtests nur mit Protein aus der |6slichen Fraktion
gearbeitet. Trotzdem ist nicht sicher, dal? das Enzym in der fur die Aktivitdt optimalen Struktur
vorliegt, da in E. coli das Protein maoglicherweise anders gefaltet wird.

Disulfidbriicken kénnen zur Stabilisierung der aktiven Konformation des Enzyms beitragen.
Durch die Verwendung von reduzierenden Agenzien wdhrend der Aufreinigung kann die
Ausbildung dieser Briicken vermindert sein, wodurch die Aktivitdt des Proteins ebenfalls
beeinfluBt wird. In ihrer Sequenz enthalten die XETs eine mdgliche N-Glycosylierungsstelle in
Nachbarschaft zur katalytischen Doméne. Fir einige XETs wurde auch schon gezeigt, dal} sie
glycosyliert vorliegen (NISHITANI UND TOMINAGA, 1992; SCHRODER et al., 1998). Diese
posttranslationelle Modifizierung kdnnte wesentliche Voraussetzung fur eine Enzymaktivitét sein.
SchlieBlich verliert in Insektenzellen produziertes TCH4 nach N-Glycosidase-Behandlung
jegliche Aktivitdt, was diese These unterstiitzt (CAMPBELL UND BRAAM, 1998). Allerdings
existieren hierzu widerspriichliche Ergebnisse, denn die Uberexpression einer XET aus Actinidia
chinensis in E. coli scheint ohne Glycosylierung zu einem funktionellen Enzym zu fihren
(SCHRODER ¢t al., 1998). Die Aktivitdt ist aber auch in diesem Fall eher gering.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dal? die fehlende Aktivitat der rekombinanten
LeEXT1 zum einen durch die geringe Proteinmenge, die eingesetzt wurde, zum anderen aber
auch durch die Eigenschaften des prokaryotischen Expressionssystems bedingt sein kann.
Vielmehr scheint ein eukaryotisches System wie die Insektenzellkultur geeignet, da sowohl
Faltung als auch Glycosylierungsmuster dem nattrlichen sehr nahe kommen. AuBerdem kann

eine weit bessere Ausbeute erzielt werden.
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3.7.2 CHARAKTERISIERUNG EINER MOGLICHEN POLYGALACTURONASE
UNTEREINHEIT (KLON B11)

Aus der Datenbankanalyse ergab sich, dall die abgeleitete Proteinsequenz dieses cDNA-Frag-
mentes vollkommen identisch mit dem C-Terminus eines Proteins aus L.esculentum, das durch das
AROGP3-Gen (Aromatic Rich Amino Acid Glycoprotein) codiert wird, war (Abbildung 3-30).

Dieses Protein weist hohe Ahnlichkeit zur B-Untereinheit der fruchtspezifischen Polygalacturo-
nase 1 (B-UE) auf, ein Enzym, das zu Beginn der Fruchtreifung verstarkt gebildet wird und aus
ein oder zwei katalytischen Polypeptiden PG2 besteht, die vermutlich durch das Glycoprotein der
B-Untereinheit miteinander verknupft vorliegen. Ob es sich in diesem Fall tatsachlich um eine

B-UE einer PG handelt, muB erst durch Isolierung der Vollangen-cDNA und Funktionsanalyse
geklért werden. Polygalycturonasen sind an der Modifizierung und dem Abbau von Pektin, eines
der Hauptkomponenten der pflanzlichen Zellwand, beteiligt. Die -Untereinheit stellt ein hit-
zestabiles, saures, stark glycosyliertes Protein dar, allerdings selbst ohne enzymatische Aktivitat.
Biochemische Studien sprechen dafir, dal} die Untereinheit eher eine regulatorische Funktion auf
die PG-Aktivitat ausiibt. Anhand der DNA-Sequenz der [(-Untereinheit cDNA (#M98468)
wurde die Struktur des Précursorproteins postuliert, dargestellt in Abbildung 3-30 (ZHENG et al.,
1992). Es besteht aus 4 verschiedenen Domadnen, einer N-terminalen Signalsequenz, einem N-
terminalen Propeptid, dem eigentlichen Protein und einer relativ grofen C-terminalen
Komponente. Wie viele Zellwand-assoziierte Proteine unterliegt das Pracursorprotein, bevor es
aus der Zelle geschleust wird, im ER zahlreichen posttranslationalen Verdnderungen wie
Proteolyse und Glycosylierung. Fir die Lokalisierung des reifen Proteins in der Zellwand ist

maoglicherweise der C-Terminus zustéandig. Auch andere Funktionen werden noch diskutiert.
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121
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180
178
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299
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359
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419
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479
477
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MHTKI LLPSCI LLLLLFTLSSLDVVWAKDGDESCGNPFTPKGYLI RYWNKHVSNDL PKPWF

LLNKASPLNAAQYATYTKLVADONAFTTHL QSFCSSANL MCAL DL L PSL EKHKGDVHFVS
LLNKASPLNAAQYATYTKLVADONAL TTQLHTFCSSANL MCAPDL SPSL EKHSGDI HFAT

YCDKNFTNYGTKESA. GFNSFKNY TEEENFPVNSFRRYGRDSP- HDNQFDNYGAPGGNTP
YSDKNFTNYGTNEPG GVNTFKNYSEGENI PVNSFRRYGRGSP- RDNKFDNYASDG- NVI

VQSFNSYSTNTPGGSGQFTNYAPGSNVPDL HFTSYSDHGT GGEQDFKSYGNDGNAGQ: QS
DQSFNSYSTSTAGGSGKFTNYAANANDPNL HETSYSDQGTGEVQKFTI YSQEANAGD- QY

FKSYCGKDGNGADSQFTTYGNNTNVDGSDF TNYGEAANGENQNFTSYGFNGNNPASSFNNY
FKSYGKNGNGANGEFVSYGNDTNVI GSTFTNYGQT ANGGDQKFTSYGFNGNVPENHFTNY

GVGGENGPSEAFNSYRDQSNVGDDTFTTYVKDANGGEANF TNYGQSFNEGTDVFTTYGKGG
GAGGNGPSETFNSYRDQSNVGDDTFTTYVKDANGGEANFTNYGQSFNEGTDVFTTYGKGG

NDPHI NFKTYGVNNTFKDYVKDTATFSNYHNKT SQDL ASL SEVNGGKKVNNRW EPGKFF
NDPHI NFKTYGVNNTFKDYVKDTATFSNYHNKT SQVL ASL MEVNGGKKVNNRWEPGKFF

REKMLKSGT MPMPDI KDKMPKRSFL PRAI AAKLPFSTSKI DELKKI FHAANDSQVAKM
REKMLKSGT|1 MPMPDI KDKMPKRSFLPRVI ASKLPFSTSKI AELKKI FHAGDESQVEKM

GDAL SECERAPSPGETKQCVNSAEDM DFATSVL GRNVVVRTTENTNGSKGNI M GSI KG
GDAL SECERAPSAGETKRCVNSAEDM DFATSVLGRNVVVRTTEDTKGSNGNI M GSVKG

Bee L SISO OlIR(PS| | YYCHSVPKVRVYEADI LDPNSKAKI NHGVAI CHVDTSS

I NGCKVTKSVSCHQTLYPYLLYYCHSVPKVRVYEADI LDPNSKVKI NHGVAI CHVDTSSW

GPRHGAFVAL GSGPCKI EVCHW FENDMTVATADG

GPSHGAFVAL GSGPCKI EVCHW FENDMIVAI AD

Abbildung 3-30: Sequenzvergleich von AROGP3 aus Lycopersicon esculentum mit der B-Untereinheit der

Polygalacturonase 1 aus L. esculentum. Der blau unterlegte Bereich entspricht der durch Subtraktion

erhaltenen Sequenz. In der B-UE der PGl aus Tomate ist die Signalsequenz durch Wellenlinie

gekennzeichnet, das N-terminale Propeptid durch eine einfache Linie. Der C-Terminus ist grau
unterlegt. Gelb markierte Motive stellen mdégliche Glycosylierungsstellen dar.

In der Hybridisierung mit der *P-markierten cDNA-Sequenz aus der Subtraktion (Abbil-

dung 3-31) zeigte sich, dal’ in infiziertem Gewebe die mMRNA Konzentration fir die putative

B-Untereinheit einer Polygalacturonase ansteigt und schon 6 h nach Infektionsbeginn ein Maxi-

mum erreicht, um anschlieRend wieder auf einen der Kontrolle vergleichbaren Wert zu fallen. In

benachbarten SprofRabschnitten bleibt die Expression anndhernd unveréndert. Auch in diesem

Fall hatte die mechanische Verwundung keinen EinfluR auf die Expression, d.h., in der Akku-

mulation der B-UE der PG ist eine spezifische Antwort der Tomate auf den Befall mit C.reflexa

zu sehen. Eine transiente Expression der 3-UE wurde auch in der reifenden Frucht beobachtet

und mit der spéteren Assoziation der eigentlich enzymatisch aktiven PG2, die erst nachfolgend

sekretiert wird, erklart (ZHENG et al., 1992). Inwieweit sie eine Abwehrreaktion darstellt, 1413t sich
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allerdings nicht sagen, da eine erh6hte PG-Aktivitét, die durch die B-UE reguliert zu sein scheint,
zum einen in Zusammenhang gebracht wird mit Prozessen wie Reifung, Organabszission, zum
anderen aber auch mit Zellstreckung (PRESSEY UND AVANTS, 1977; SITRIT et al., 1999).
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Abbildung 3-31: Expressionsanalyse von AROGP3-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung Uber einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit
Gesamt-RNA aus unbehandeltem SproRR (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (1B),
einem SproRabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem SprofRabschnitt oberhalb des
Infektionsbereiches (1S). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung
der Expression in Relation zu unbehandelten SprofRachsen (Kontrolle, Expression = 1)

In der Northern-Analyse einer zu AROGP3 homologen mRNA in der kompatiblen Wirtspflanze
N. tabacum wurden keine Signale erhalten, was eventuell auf den geringen Anteil einer
entsprechenden mRNA in der Gesamt-RNA zuriickzufiihren ist.
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3.7.3 CHARAKTERISIERUNG EINER EXPANSINHOMOLOGEN SEQUENZ (KLON
29)

Das cDNA-Fragment 29 codiert fiir einen Teil eines Proteins, das grofle Homologie zu einem

a-Expansin aus N.tabacum (LINK UND COSGROVE, 1998) aufweist. In der Genbank des NCBI ist
die Nukleotidsequenz unter der Nummer AF218775 verdffentlicht und wurde mit LeExpll

bezeichnet.

3.7.3.1 EXPANSINE

Expansine wurden als eine Gruppe von Proteinen identifiziert, denen die Vermittlung des pH-
abhdngigen Zellwachstums zugeschrieben wird. Die Theorie der sdurevermittelten Expansion
besagt, dal lebende Zellen oder isolierte Zellwdnde im sauren Milieu ein verstarktes Wachstum
zeigen. Dal3 dieser Prozess nicht auf einen unmittelbaren EinfluR des pH-Wertes zurlickzufiihren
ist, sondern auf der Wirkung von Proteinen beruht, konnte durch denaturierende Behandlung
von Zellwénden nachgewiesen werden, da auf diese Weise die beschriebene Eigenschaft verloren
ging (CosGROVE, 1989). Eine hohe Expansinaktivitdt findet sich vor allem in schnell
wachsendem Gewebe (COSGROVE UND LI, 1993; CATALA ¢t al., 2000). Obwohl Expansine keine
enzymatische AKktivitat besitzen, wirken sie nur in katalytisch geringen Mengen. Inzwischen lassen

sich die Expansine in zwei unterschiedliche Familien unterteilen, die a- und B-Expansine, wobei

das im Zusammenhang mit der Cuscuta-Infektion isolierte den a-Expansinen zuzurechnen ist.
Die Abbildung 3-32 stellt die Einordnung von LeExpll in den Stammbaum der bereits

bekannten a-Expansine dar.
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NtExp5 N. tabacum
LeExp2 L. esculentum I

CsExpl C. sativus
LeExp5 L. esculentum

AtExp5 A. thaliana I

NtExp4 N. tabacum
LeExpll L. esculentum

NtExp2 N. tabacum 1l

NtExpl N. tabacum
CsExp2 C. sativus
LeExpl L. esculentum

LeExp18 L. esculentum v

\ﬁWﬁ\ﬁ\ﬁ

LeExp4 L. esculentum

LeExp3 L. esculentum

Abbildung 3-32: Einordnung von LeExpll innerhalb der bereits bekannten Unterfamilien der
Expansine aufgrund von Homologievergleichen (modifiziert nach CATALA et al., 2000).

3.7.3.2 SEQUENZANALYSE UND UNTERSUCHUNGEN ZUR MRNA-

EXPRESSION

Aufgrund von Vergleichen mit bekannten Expansinen konnte festgestellt werden, dal3 die von
der teilweise identifizierten Sequenz LeExpll abgeleitete Aminosduresequenz der katalytischen
Doméne des Proteins angehort. Ahnlich wie andere in der Zellwand lokalisierte Proteine sind
auch Expansine aus mehreren Teilen aufgebaut. So tragt der N-Terminus ein fir die Sekretion
verantwortliches Signalpeptid, ihm schlieRt sich der katalytische Bereich an, wahrend der C-
Terminus durch eine Reihe konservierter Tryptophane an die Cellulose-bindende Doméne von
Cellulasen erinnert (Abbildung 3-33). Der wahrscheinlich katalytische Teil beinhaltet mehrere
konservierte Cysteine, die moglicherweise der Disulfidbriickenbildung dienen, sowie ein ,,HFD*
Motiv. Auch im mdoglichen Protein LeExpll lassen sich diese Merkmale finden. In der Familie
der 45-Glycosylhydrolasen gilt diese Sequenz als Schlussel fur die katalytische Aktivitat.
Allerdings konnte fiir Expansine eine solche Aktivitat nicht nachgewiesen werden.
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1 M3 Il FlI LVLLFVDSCFNI VECRI PGVYSGGSVETAHATFYGGSDASGTMGGACGYGNLY

1 -ccmemeeeee TALFNDGASCGQCYKI MCDYNQDSKWCI KG- TSI TI TATNFCPPNFAL
58 STGYGTNTAALSTALFNDGGSCGQCYKI MCDYNQDPKWCRKG- TYVTI TATNFCPPNYAL
58 QIGYGTRTAALSTALFNDGASCGQCFKI | CDYKTDPRWCI KG- ASVTI TATNFCPPNYAL
59 SQGYGVNNAAL STALFNNGLSCGACFEI KCDNQP- - QACHPGSPSI LI TATNFCPPNYAL
61 SQGYGVNTAALSTALFNNGLSCGACFELKCTNTPNWKWCLPGNPSI LI TATNFCPPNYAL

48 PSNNGGOACNPPRPHFDVAQPAVEKI Gl YRGE VPVM - - - - - - - oo e e e e e -
117 PSNNGGWCNPPRPHFDVAQPACENI G YRGG VPVLY(QRI PCVKKGGVRFTI NGRNYFEL
117 PNNNGGWCNPPLKHFDVAQPAWXKI G YRGA | PVLYQRVPCKKRGGVRFTVNGRDYFEL
117 PNDNGGWCNPPRTHFDLAMPMFLKI AEYRAG VPVWYRRVPCRKQGGE RFTI NGFSYFNL
121 PNDNGGWCNPPRPHFDLAMPMFLKLAQYRAG VPVTYRRI PCRKQGGE RFTI NGFRYFNL

177 LM SNVGGAGSVQSVQ KGSKS- NWMTVSRNWGANWISNAY L NGQPL SFKVTTTDGVTKT
177 VLI TNVGGAGDI KSVSI KGSKSSNWIPMSRNWGANWISNSY L NGQSL SFKVT TSDCQVQV
177 | LVINVAGAGDI TKVMVKGTRT- NW TL SRNWGCONWOTNSVLVGQSL SFRVTASDKRKST
181 VLI TNVAGAGDI | KWAWKGTKT- NW PL SRNWGCONWOSNAVL TGQSL SFRVKASDHRSST

236 FLNAI SSNVNFGQTYSTSI NF-
237 FNNVWVPSSWRFGQTFASKVQFS
236 SVWNI APSHWOFGOTFVGKNFRY
240 SVWWPSHWOFGQTFI GKNFKI

Abbildung 3-33: A Struktur eines Expansins anhand von CsExpl (COSGROVE, 1997b). N-terminales
Signalpeptid, die zentrale katalytische Region mit konservierten Motiven sowie der C-Terminus sind
hervorgehoben. B Sequenzvergleich verschiedener B-Expansine. Aufgrund der Homologie von
LeExpll zu NtExp2 und CsExp2 erfolgte die Einordnung in Klasse I1l. Konservierte Cysteine sowie
das HFD-Motiv aus bakteriellen EGasen im katalytischen Bereich sind gelb gekennzeichnet. Die
Tryptophane (W) innerhalb des C-Terminus erinnern an Cellulose-bindende Doménen.
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Wie in Abbildung 3-34 zu sehen ist, sind sowohl Infektion als auch mechanische Verwundung
mit einer Akkumulation von LeExp mRNA verbunden, wobei die Reaktion infolge des Parasi-
tenbefalls wesentlich deutlicher ausféllt. Eine Erh6hung der Transkriptmenge ist nicht nur auf
den direkten Infektionsbereich beschrankt, sondern zeigt sich in gleicher Weise auch in daruiber-
liegenden Bereichen des gleichen Internodiums mit einem Maximum nach 6 h und einem im
weiteren Verlauf allmahlich absinkenden Spiegel. Die Expression eines Expansins legt eine Asso-
ziation mit der im Infektionsbereich beobachteten Zellstreckung nahe, da diese Proteine ver-
mehrt in wachsendem Gewebe nachgewiesen wurden und sie u.a. fur die Auflockerung der Zell-
wand, die erst den Einbau neuer Strukturkomponenten wie Xyloglucane oder Cellulose ermdg-
licht, verantwortlich gemacht wird. Wie die Expression in verwundeten Pflanzen erklart werden
kann, ist allerdings unklar. Im Northern Blot von Tabak-RNA konnte keine Verédnderung der

Transkriptmengen einer LeExpl1 homologen mRNA nach Cuscuta-Befall festgestellt werden.
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Abbildung 3-34: Expressionsanalyse von LeExpl1-mRNA in Sprossen von Lycopersicon esculentum nach
Cuscuta reflexa-Infektion bzw. Verwundung tber einen Zeitraum von 24 h. Northern Blot (oben) mit
Gesamt-RNA aus unbehandeltem Sprof3 (K), dem Wundbereich (WB), dem Infektionsbereich (1B),
einem SproRabschnitt oberhalb der Verwundung (WS), einem SproRabschnitt oberhalb des
Infektionsbereiches (IS). Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als Mengenabgleich. Quantifizierung
der Expression in Relation zu unbehandelten SprofRachsen (Kontrolle, Expression = 1)
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3.7.4 MOGLICHE BEDEUTUNG EINES CELLULASE-HOMOLOGEN PROTEINS

Aufgrund von Datenbankanalysen stellte sich heraus, dal ein Klon aus der Subtraktions-
bibliothek mit der Cellulose-bindenden Doméne (CBD) einiger Endo-f-1,4-Glucanasen in

weiten Teilen Ubereinstimmt.

LeEG 491 HSGYNQLLPVVPDPKPTPKPAPRTKVTPAP- - - - - - RPRVLPVPANAH- - - VTI QQRATS
FaEG3 494 QSSYNQLLPWTSQ- - - PKQTPVPKLTP- - - - ------- AAPASTSGP- - - | Al AQKVTS
DdCel B 391 - - SSSElI ETPTPTETDTPTPTPSSSSSEGSGSSSETQPPI TPPPTTGT SCLAQVQOKVI N
sh69 R R R RYG- DSYVFPAW NSLPT
LeEG 542 SWALNGKTYYRYSAVVTNKSCGKTVKNLKLSI VKLYGPLWEL TKYG- NSFI FPAW.NSL PA
FaEG3 537 SWSKGVTYYRYSTTVTNKSGKTLNNLKLTI SKLYGPLWELTKTG- DSYVFPSW.NSL PA
DdCel B 449 SW NGEVDHYI QVEATI VNQGSTP- | SSFNFYSDAEQ WSVEKTGINTYKLPSWFSTI PV
sh69 18 GKSLEFVYI HTANSPAVVSVSSYTLD

LeEG 601 GKSLEFVYI HTA- SPAI VSVSSYTLV

FaEG3 596 GKSLEFVYI HAA- SAANVLVSSYSLA

DdCel B 508 GGSHTFGYl VKSAELSDLEGVQYTC-

Abbildung 3-35: Sequenzvergleich von Endo-3-1,4-glucanase-CBDs aus Lycopersicon esculentum, Fragaria
x ananassa und Dyctyostelium discoideum mit der cONA-Sequenz 69. Bereiche mit starker Homologie sind
fett gedruckt. Die Tryptophane (W) werden fur die Cellulosebindung verantwortlich gemacht.

Endoglucanasen (EGasen) sind Enzyme, die 1,4-3-D-Glucanbindungen von Polysacchariden,
wie Cellulose und Xyloglucane, spalten. Sie kommen in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vor und
bestehen aus mehreren hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion sehr unterschiedlichen
Einheiten. Entsprechend ihrer katalytischen Doméne werden mindestens 6 verschiedene
Familien unterschieden, wobei alle bisher beschriebenen pflanzlichen EGasen der Familie E
zugerechnet werden. Mikrobielle EGasen des Typs E besitzen im Gegensatz zu den meisten
pflanzlichen eine Cellulose-bindende Domadne, die es ihnen ermdglicht kristalline Cellulose
abzubauen (BEGUIN, 1990). Die abgeleitete Aminosduresequenz des Klons SH69 weist wie einige
andere kurzlich isolierte EGasen aus der Erdbeere (TRAINOTTI ¢t al., 1999) sowie der Tomate
(CATALA UND BENNETT, 1998). Ahnlichkeit zu solch einer CBD aus dem Mikroorganismus
Dyctiostelium  discoideum auf. Es wurde vermutet, da dieses fir Pflanzen ungewdhnliche
Strukturmerkmal auf das Substrat des Enzyms zuriickzufiihren ist. So kdénnten in diesem Fall
Xyloglucane gespalten werden, die die Cellulosemikrofibrillen der Zellwand vernetzen und deren
Rickgrat ebenfalls aus 1,4-B-verknipften Glucoseresten aufgebaut ist (TRAINOTTI et al., 1999).
Inwieweit es sich bei der in Zusammenhang mit dem Parasitenbefall isolierte cDNA um eine
Endoglucanase handelt, kann nur durch Charakterisierung der vollstdndigen cDNA und einen
entsprechenden Funktionsnachweis geklart werden, da das Vorhandensein einer putativen CBD

noch keinen RickschluR auf die tatsdchliche Funktion des Proteins zulafRt.
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EGase mRNA wird bei allen physiologischen Prozessen, die von einer Veranderung der Zell-
wandstruktur betroffen sind, verstarkt akkumuliert. So wurde ein Anstieg an spezifischer mRNA
und eine erhohte Enzymaktivitdt in wachsenden Zellen und wéhrend der Fruchtreifung
beobachtet (CATALA et al., 1997, 2000). Bestatigt sich also, da die mRNA eine Endoglucanase
codiert, konnte die verstarkte Expression zusammen mit anderen bereits beschriebenen
Proteinen die charakteristischnen  Zellstreckungen in  den Infektionsbereichen  der

Tomatensprof3achse verursachen.

Die vorgenommene funktionelle Einordnung der diskutierten mRNAs in den Infektionsprozel3
beruht zum groBen Teil auf Vermutungen. Aufgrund des zeitlichen Aufwands sowie der
Tatsache, dal} nicht alle spezifischen mRNAs mit der gewdhlten Technik der Northern-Analyse
erfaldt werden konnten, wurden nur einige Gene in ihrem Expressionsmuster naher untersucht.
Deshalb beziehen sich viele Aussagen uber die Genexpression auf die zundchst durchgefiihrte
Durchmusterung der subtrahierten cDNA-Bibliothek. Diese Ergebnisse lassen aber keine
quantitativen Aussagen zu und sind eher als Hinweis auf eine differentielle Genexpression
anzusehen. Weiterhin stellen die meisten der erhaltenen Klone nur Teile der codierenden Region
dar, so dal sich die Vergleiche mit bereits bekannten Sequenzen auf diesen Bereich beschrénken,
fur eine Funktionszuordnung jedoch die vollstdndige Sequenz betrachtet werden sollte. Um
letztendlich die Bedeutung einer Akkumulation bestimmter Transkripte im Infektionsverlauf
klaren zu konnen, ist bei Enzymen beispielsweise ein Nachweis der entsprechenden
Proteinfunktion in vitro notwendig. AnschlieBend muf3 diese Funktion und deren Rolle in der
Pflanze bestétigt werden, was u.a. durch die Ausschaltung des jeweiligen Gens durch antisense-
Konstrukte maglich sein kdnnte. Fur Proteine, die vermutlich in die Signaltransduktion involviert
sind, sollten Wechselwirkungen mit anderen Proteinen untersucht werden, damit die betroffenen

Signalketten weiter charakterisiert werden konnen.
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3.8 PHYTOHORMONE IN DER INTERAKTION VON PARASIT UND WIRTS-

PFLANZE

Um eine funktionsféhige parasitische Beziehung herstellen zu koénnen, missen Wirt und
phanerogamer Parasit miteinander kommunizieren. In allen Phasen der Interaktion, angefangen
vom Erkennen der Wirtspflanze bis zur Steuerung der fur die Haustorienbildung notwendigen
physiologischen Prozesse, ist ein Austausch von Signalen zwischen beiden Pflanzen erforderlich.
Dabei stellen Phytohormone mit ihren vielfaltigen Wirkungen im pflanzlichen Stoffwechsel
geeignete Signalstoffe dar.

Die Rolle von Auxinen in der Wechselwirkung des Parasiten Cuscuta mit kompatiblen als auch
inkompatiblen Wirtspflanzen wurde schon mehrfach untersucht (GUSTAVSON, 1946; LIBBERT
UND URBAN, 1967; IHL et al., 1981; LOFFLER et al., 1999). In Impatiens balsamea und Helianthus
annuus ruft eine Infektion mit Cuscuta polygonorum sowohl ein intensives Zellwachstum als auch
eine vermehrte Zellteilung hervor. GUSTAVSON konnte zeigen, dal} diese Gewebeverdnderungen
mit einem erhohten Auxingehalt in der Wirtspflanze und dem Parasiten einhergehen. Die durch
Cuscuta lupuliformis induzierte Adventivwurzelbildung an Coleus blumei lie3 sich ebenfalls auf die
Wirkung von Indolessigsdure zurickfiihren (LIBBERT UND URBAN, 1967).

Da die inkompatible Interaktion zwischen Cuscuta reflexa und Lycopersicon esculentum u.a. durch
auffallige Zellstreckungen im Wirtsgewebe charakterisiert ist (SAHM et al., 1995), stellte sich
natdrlich auch hier die Frage nach der Beteiligung von Phytohormonen. Untersuchungen von
LOFFLER et al. (1999) konzentrierten sich dabei auf die Auxine, da diese Hormonklasse als
wesentlicher Vermittler der Zellstreckung bekannt ist (RAYLE UND CLELAND, 1992; CLELAND,
1995). Im Infektionsbereich konnte ein Anstieg an freier Indolessigsdure (IES) festgestellt
werden, der zeitlich mit dem Zellstreckungswachstum korrelierte. Auflerdem konnten die
gleichen anatomischen Verdnderungen auch durch Injektion von IES-Ldsungen bestimmter
Konzentration hervorgerufen werden. Die Ergebnisse von LOFFLER flihrten zur Hypothese eines

Auxintransports vom Parasiten zum Wirt.
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3.8.1 EINFLUR VON AUXIN AUF DIE GENEXPRESSION

Wegen der augenscheinlichen Bedeutung der Indol-3-essigséure im Infektionsverlauf wurde der
EinfluR von IES auf die Genexpression einiger mRNAs im Rahmen der vorliegenden Arbeit
n&her untersucht. Dazu wurde auf Tomatensprosse in Lanolin suspendierte IES aufgetragen und
nach unterschiedlichen Zeitintervallen (1,5; 3 und 6 h) Gewebeproben fur Northern-Analysen
entnommen. Als Kontrolle wurden Pflanzen verwendet, die nur mit Lanolin behandelt worden
waren. Da bei einer IES-Konzentration von 5 M noch keine Verédnderung im Expressions-
muster der untersuchten Gene feststellbar war, wurde die Konzentration auf 10 uM erhéht. Die
aufgetragene Menge wurde an die durchschnittliche Kontaktflache zwischen Parasit und
WirtssprofR angepafit.

Die Untersuchung der Genexpression nach IES-Behandlung beschrénkte sich auf Gene, deren
Aktivitat vermutlich mit den beobachteten Zellstreckungen im Wirtsgewebe in Zusammenhang
stehen. Zum einen handelte es sich um die Xyloglucanendotransglycosylase LeEXT1 sowie das

putative Aquaporin LeAgp2.

Wie die Abbildung 3-36 zeigt, steigt die Transkriptmenge von LeEXT1 im Vergleich zur
Kontrolle innerhalb der ersten drei Stunden nach Auxin-Applikation, bleibt dann aber im
weiteren Verlauf auf diesem leicht erhohten Spiegel. Dieses Ergebnis stimmt mit Arbeiten von
CATALA ¢t al. (1997) Uberein, die den Einfluf von 2,4-D, einem synthetischen Auxin, auf die
Expression von LeEXT1 im Hypocotyl von Tomaten untersuchten. In den Auxin-behandelten
Hypocotylsegmenten konnte eine allmédhliche Akkumulation an LeEXT1 mRNA festgestellt
werden, die nach 6 h in einem mit den hier gezeigten Ergebnissen vergleichbaren Bereich liegt.
Erst nach 12 h wurde ein Maximum erreicht. Vermutlich steigt also auch nach Auftragen von
Auxin auf den Sprof3 die spezifische mMRNA-Konzentration weiter an. Da jedoch der Befall durch
C. reflexa schon nach 6 h zu einer deutlichen Erhéhung der Transkriptmengen im Wirtsgewebe
fuhrt (siehe 3.9.3), kann die veranderte Genexpression nicht allein durch eine Auxin-vermittelte
Reaktion erklart werden. Flr LeEXT1 ist bekannt, da} die Expression nicht nur durch Auxine,
sondern auch durch Brassinolide reguliert werden kann (CATALA et al., 1997). Somit kdnnten
neben der IES auch diese Phytohormone fir die verstarkte Expression infolge der Infektion
verantwortlich sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde allerdings nur untersucht, ob
Brassinolide generell an den Veradnderungen im Wirtssprof? beteiligt sind (s.u.).
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Abbildung 3-36: EinfluR von Auxin (IES) auf die LeEXT1 Genexpression in Sprossen von Lycopersicon
esculentum Gber einen Zeitraum von 6 h. Northern Blot (oben). SproRbereiche wurden mit Lanolin allein
(Kontrolle) bzw. Lanolin mit 10 pM IES behandelt. Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als
Mengenabgleich. Quantifizierung der Expression (unten; Kontrolle, Expression = 1).

Auch die Expression von LeAgp2 ist nach Auxin-Behandlung der Tomate verstarkt (Abbildung
3-37). Wéhrend nach 90 Minuten noch keine Veranderung hinsichtlich der spezifischen mRNA-
Konzentration festzustellen ist, zeigt sich nach 3 h ein Maximum mit einer Verdopplung der
Transkriptmenge gegeniliber den Kontrollen. Nach weiteren 3 h ist die LeAqgp2-Konzentration
wieder stark abgefallen, und zwar auf einen niedrigeren als den Kontrollwert.

Die Regulation der LeAgp2-Expression durch IES korreliert mit der nach Cuscuta-Befall
gefundenen Akkumulation der mRNA. In beiden Fallen kommt es zu einem transienten Anstieg
der mRNA im Infektionsbereich bzw. behandelten Gewebe. Der EinfluR des Auxins auf die
Transkription von LeAgp2 kann als ein Hinweis auf die Funktion des entsprechenden Proteins
im ZellstreckungsprozelR gedeutet werden. Natiurlich muf3 die scheinbare transkriptionelle

Kontrolle durch Auxine noch durch Promoterstudien tberprift werden.
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Abbildung 3-37: Einfluf von Auxin (IES) auf die LeAgp2 Genexpression in Sprossen von Lycopersicon
esculentum Uber einen Zeitraum von 6 h. Northern Blot (oben). SproRbereiche wurden mit Lanolin allein
(Kontrolle) bzw. Lanolin mit 10 uM IES behandelt. Die Hybridisierung mit 28S rRNA diente als
Mengenabgleich. Quantifizierung der Expression (unten; Kontrolle, Expression = 1).

3.8.2 INTERAKTION DES PARASITEN CUSCUTA REFLEXA MIT HORMON-

INSENSITIVEN MUTANTEN DER GATTUNG L YCOPERSICON

Wie die Arbeiten von LOFFLER et al. (1999) und die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, spielen
Auxine in der Wechselwirkung zwischen Parasit und Wirtspflanze eine bedeutende Rolle. Um zu
klaren, inwieweit diese Phytohormone fur die Abwehr der Tomate gegentber C. reflexa relevant
sind, sollte das Verhalten von hormoninsensitiven Mutanten nach Parasitenbefall ndher
betrachtet werden. Wenn Auxine einen Beitrag zur Inkompatibilitdt der Tomate leisten, mif3ten
die Mutanten zumindest eine abgeschwachte Abwehrreaktion zeigen.

Die erstmals von ZoBEL (1972; 1973, 1974) beschriebene Mutante diageotropica (dgt) von
Lycopersicon esculentum MILL. zeigt aufgrund ihrer verminderten Empfindlichkeit fir Auxin
vielféltige Phénotypen wie horizontales SproR- und Wurzelwachstum, abnormales vaskuldres
Gewebe, verdnderte Blattmorphologie und fehlende laterale Wurzeln. Diese charakteristischen

Merkmale beruhen nicht auf einem verminderten Transport oder einem verédnderten Meta-
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bolismus (KELLY UND BRADFORD, 1986; DANIEL ¢t al., 1989), sondern vielmehr auf dem Eingriff
in Signaltransduktionsmechanismen (MITO UND BENNETT, 1995; COENEN UND LOMAX, 1998).
Bislang ist jedoch das von der dgt Mutation betroffene Gen noch nicht identifiziert.

Neben der diageotropica Mutante wurde weiterhin eine brassinosteroid-insensitive Mutante von
Lycopersicon pimpinellifolium (curl-3) in die Untersuchungen miteinbezogen. Brassinosteroide sind
Phytohormone, die wie die Auxine auf das Zellstreckungswachstum wirken (CLOUSE UND SASSE,
1998). Im Wurzelinhibitionsassay zeigte sich, daB die curl-3 Mutante nicht auf eine Behandlung
mit 24-Epibrassinolid reagiert. Der Phanotyp ist durch zwergenhaften Wuchs, wellige Blatter und
eine verlangsamte Entwicklung charakterisiert (KOKA et al., 2000).

Die Interaktion von C. reflexa und diageotropica bzw. curl-3 wurde sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch untersucht und mit dem Wildtyp verglichen. In der mikroskopischen Aufnahme
der Infektionsbereiche (Abbildung 3-38) sind die charakteristischen Zellstreckungen in der
Hypodermis sowohl beim Wildtyp (links) als auch bei der Mutante curl-3 (rechts) deutlich zu
erkennen. Dagegen lassen sich bei dgt (Mitte) keine bzw. nur geringfligige anatomische

Verdnderungen im Rindenbereich feststellen.
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Abbildung 3-38: Stengelquerschnitt von Lycopersicon esculentum cv. Hellfrucht (rechts), der Mutante
diageotropica (Mitte) und der L. pimpinellifolium Mutante curl-3 (rechts) 3 Tage nach Infektion mit Cuscuta
reflexa. Zellstreckungen im infizierten Bereich (1) des Wirtsgewebes (W). Es ist jeweils der Beginn der
Kontaktzone zwischen Parasit und Wirt gekennzeichnet. Vergroerung 150 x.

Da in der Kontaktzone von curl-3 zum Parasiten Zellverlangerungen wie beim Wildtyp auftreten,
kann dieses Phdnomen nicht der Wirkung von Brassinosteroiden zugeschrieben werden. Die
Beobachtungen stiitzen vielmehr die Ergebnisse von LOFFLER et al. (1999), die Auxine flr das
Streckungswachstum verantwortlich machten.

Im Anschluf? an die mikroskopischen Analysen wurde der Verlauf der Infektion bei der Mutante
dgt und dem Wildtyp Uber einen Zeitraum von 12 Tagen verfolgt.
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Abbildung 3-39: Cuscuta reflexa auf diageotropica (oben) und L. esculentum wt (unten). 6, 9 und 11 Tage nach
Infektionsbeginn (von links).

Wie in der obigen Abbildung zu erkennen, erfolgen erste sichtbare Verédnderungen der
Wirtssprof3achse schon 3-4 Tage nach Befall mit Cuscuta. Im weiteren Verlauf bilden sich auf der
Oberflache nekrotische Bereiche aus und nach 9-11 Tagen ist der Parasit vollstdndig abgestorben.
Dabei unterscheidet sich die Reaktion der Mutante nur unwesentlich von der des Wildtyps.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen werden, dal? das Phytohormon Auxin eine
wesentliche Rolle in der Interaktion der beiden Pflanzen einnimmt. Hingegen stellt es keinen fir
die Inkompatibilitdt der Tomate verantwortlichen Faktor dar. Trotz vieler Hinweise einer
Beteiligung von Auxinen an der Herausbildung einer parasitischen Beziehung zwischen zwei
Pflanzen sind jedoch die Funktionen einer derartigen Phytohormonwirkung im Infektionsverlauf
nur unzureichend untersucht.

Wie schon LOFFLER (1999) vermutete, konnte Cuscuta Uber das adhesiv-sekretorische Epithel
Indolessigsdure an die Wirtspflanze abgeben, die sowohl in kompatiblen als auch inkompatiblen
Wirten zu Gewebeverédnderungen fiihren. Dabei sind Gewebewucherungen oder Zellstreckungen
maoglicherweise nur eine Begleiterscheinung der vom Parasiten beabsichtigten Auxinwirkung.
Vielmehr scheinen einzelne Phasen der Haustorienentwicklung von diesem Phytohormon
beeinflult zu sein. So machen die Ausbildung der Hyphenstrange oder deren anschlielende
Umbildung zu Xylemelementen die Beteiligung von Auxinen wahrscheinlich. Wenn also fir die
Ausbildung eines Haustoriums Auxine notwendig sein sollten, kdnnte die Herstellung einer
funktionsfahigen Verbindung zwischen Parasit und Wirt in auxininsensitiven Mutanten von
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kompatiblen Wirtspflanzen entweder erschwert oder gar nicht méglich sein. Um diese Frage zu
klaren, wéren Untersuchungen zur Interaktion von Cuscuta und den genannten Mutanten sehr
hilfreich. Weiterhin wére die Charakterisierung von LeRCE1 von grolRem Interesse, da es sich

hier eventuell um ein Glied in der Signalstoffkette des Auxins handelt.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen zur molekularen Charak-
terisierung der Interaktion von C. reflexa und L. esculentum. Es sollten Gene identifiziert werden,
die als Reaktion auf den Parasitenbefall exprimiert werden. Dabei interessierten besonders

diejenigen, die Ausdruck der Abwehrreaktion der Tomate sind.

Die Wechselwirkung zwischen dem phanerogamen Parasiten C. reflexa und der resistenten
Wirtspflanze L. esculentum fuhrt in frihen Stadien der Infektion zu einer veranderten Genex-
pression im Wirtsgewebe. Durch suppressive Subtraktionshybridisierung konnten aus der mMRNA
infizierter Tomatenpflanzen 20 Fragmente isoliert werden, die gegeniiber unbehandelten
Pflanzen verstéarkt exprimiert wurden. Datenbankanalysen der ermittelten Nukleotidsequenzen
lassen Vermutungen Uber mdgliche Funktionen der entsprechenden Proteine im
Infektionsgeschehen zu. Diese missen jedoch durch die weitere Charakterisierung sowohl der
Gene als auch deren Produkte bestatigt werden. Ausgehend von den vorliegenden Daten, scheint
die durch den Parasitenkontakt hervorgerufene Genexpression in Prozesse der allgemeinen
StreRantwort, der Signaltransduktion und der Zellexpansion, die mit Zellwandmodifizierungen
verbunden ist, involviert zu sein. Weiterhin konnten cDNA-Fragmente isoliert werden, die keine
Homologien zu bisher bekannten Sequenzen zeigen.

Wie die mit dem Parasitenbefall verbundenen anatomischen, morphologischen und
biochemischen Reaktionen kénnen auch die akkumulierten mRNAs in zwei Gruppen unterteilt
werden. Einige Gene werden spezifisch nach Parasitenkontakt exprimiert, andere zeigen auch in
anderen Stref3situationen, wie z.B. einer mechanischen Verletzung des Gewebes, eine verstéarkte
Expression. In der Tabelle 4-1 sind die Ergebnisse der Northern-Analysen einiger mRNAS
zusammenfassend dargestellt. Flr alle ndher untersuchten Gene ist auffallig, dal ein Anstieg der

Expression sehr friih einsetzt, oft mit einem Maximum schon 6 h nach Infektionsbeginn.
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Tabelle 4-1: Erhohte Expression ausgewéhlter mRNAs nach Cuscuta-Infektion bzw. mechanischer

Verwundung
MRNA Cuscuta-Infektion Mechanische Verwundung
Infektionsbereich systemisch Wundbereich systemisch
Cyclophilin X X X
LeExpll X X X
LeAqp2 X X
LeEXT1 X X
V-H+-ATPase UE E X
AROGP3 X

Zur Gruppe der Proteine, die infolge einer allgemeinen StreRreaktion gebildet werden, gehort das
Cyclophilin. Die Konzentration der zugehdrigen mRNA ist sowohl nach Cuscuta-Befall als auch
nach mechanischer Verletzung erhoéht. Fir die myo-Inositol-1-Phosphat-Synthase und die
Glyoxalase | ergibt sich vermutlich ein dhnliches Expressionsmuster, da von beiden Enzymen
Uber eine verstarkte Transkriptakkumulation in StreRsituationen berichtet wurde. An diesem
Beispiel wird deutlich, dal die Proteine nicht nur in einen bestimmten Prozel3 involviert sind,
sondern vielfaltige Funktionen in der Physiologie der Pflanze einnehmen. So stellt myo-Inosi-
tol-1-Phosphat eine wichtige Vorstufe im Signalstoffwechsel dar. Die Genexpression konnte
durch eine erhdhte Stoffwechselaktivitat in den betroffenen Wirtszellen verursacht werden. In
diesem Zusammenhang ist auch eine verstarkte Expression einer Elongationsfaktor 2 homologen
RNA-Sequenz nach Cuscuta-Kontakt zu sehen. Ein Beispiel flr ein mdogliches strelinduziertes
Protein konnte das prolinreiche Produkt einer der isolierten mRNAs sein. Aufgrund der
strukturellen Eigenschaften prolinreicher Proteine und deren Lokalisation in der Zellwand liegt
die Vermutung nahe, dal das Protein zur Vernetzung der vermehrt gebildeten l6slichen
phenolischen Verbindungen fuhrt und dadurch letztendlich an der beobachteten Lignifizierung
mitwirkt.

Anhand der auxininsensitiven Mutante diageotropica konnte die Bedeutung des Phytohormons
Auxin flr die spezifischen Zellstreckungen, die in der Hypodermis der Tomate nach Cuscuta-
Befall auftreten, bestétigt werden. Deshalb sind Proteine, die in die Regulation der Auxinantwort

eingreifen, auch von besonderem Interesse. Mit der Akkumulation einer mRNA, die hohe
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Ahnlichkeit zum RUB-1 konjugierenden Enzym aus A. thaliana aufweist, kdnnte ein sehr friihes

Element dieser Signalkette betroffen sein.

Die Auxin-vermittelte Zellexpansion beinhaltet zwei ineinandergreifende Prozesse: Eine
verstarkte Wasseraufnahme bedingt einen erhdhten WandstreR, was letztendlich zu einer
Lockerung und Dehnung der Zellwand fiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten verschiedene,
teilweise vollstindige mMRNAs identifiziert werden, die fur Proteine kodieren, die zum Strek-
kungswachstum beitragen. Dabei kénnen Proteine unterschieden werden, die ihre Wirkung direkt
an Zellwandstrukturen entfalten oder durch Verédnderung des pH-Wertes und Steigerung der
Wasseraufnahmerate eine Zellstreckung ermaglichen.

Zur ersteren Gruppe zéhlt das Expansinhomolog LeExpll, das infolge der Infektion im
Tomatengewebe verstarkt akkumuliert wird. Erst die ,,Aufweichung* der Zellwand durch
Expansine erlaubt ein Verschieben der einzelnen Polymere gegeneinander und folglich eine
Wanddehnung. Weiterhin konnten cDNA-Fragmente einer Polygalacturonase [3-Untereinheit
(AROGP3) sowie einer putativen Cellulase isoliert werden. Diese Enzyme wirden durch den
Abbau bestimmter Polysaccharide die Voraussetzung fir die notwendige Modifizierung der
Zellwandstruktur schaffen.

Genauer charakterisiert wurde die Expression und Aktivitdt einer Xyloglucanendotrans-
glycosylase (LeEXT1) im Infektionsverlauf. Erstaunlicherweise wird die mRNA nicht nur lokal
begrenzt starker exprimiert, sondern ist im Gegensatz zum Auxingehalt oder den morpholo-
gischen und anatomischen Reaktionen systemisch erhdht. Ebenso ist die Enzymaktivitat im
Infektionsbereich und in Gewebe ohne Parasitenkontakt erhoht, wobei die maximale Aktivitét
bereits nach 24 h erreicht ist. Durch exogene Applikation von Indol-3-essigsaure konnte die
Expression von LeEXT1 in der Tomate induziert werden. Die mRNA-Konzentrationen lagen
jedoch unter denen nach Infektion festgestellten Werten. Weiterhin wurde durch Northern-
Analysen die Lokalisation der LeEXT1-Transkripte in verschiedenen Organen untersucht. Dabei
konnte die stérkste Genexpression in der SproRachse festgestellt werden. Neben den
Untersuchungen zur Expression und Aktivitat in der Pflanze wurde LeEXT1 als Fusionsprotein
mit der Glutathion-S-Transferase in E. coli Gberexprimiert.

Voraussetzung flr eine Integration neuer Molekile in die bestehende Zellwandstruktur ist die
Biosynthese dieser Komponenten in der Zelle. Die mRNA von LeRGP1 kodiert vermutlich ein

an der Synthese von Xyloglucanvorstufen beteiligtes Enzym.
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Waihrend die oben aufgeflihrten Proteine eine Modifizierung der Zellwand bewirken, kdnnte
durch das als Aquaporin charakterisierte LeAqp2 die Wasseraufnahme in die Zelle erleichtert
werden. Die LeAgp2-Expression zeigt ein dhnliches Muster wie LeEXT1 nach Cuscuta-Kontakt.
Sequenzanalysen ergaben flr LeAgp2 eine Zuordnung zur PIP1-Unterfamilie der MIP-Proteine.
Die im Oozytensystem gemessene relativ geringe Erhohung der Wasserpermeabilitdt gegentiber
Kontrollen machen eine posttranslationelle Regulierung des Proteins in der Pflanze wahrschein-
lich. AuRBerdem scheint die Transkription wie die von LeEXT1 durch das Phytohormon Auxin
kontrolliert zu sein. Zusatzlich zu LeAgp2 konnte ein weiterer PIP1-Vertreter aus der Tomate
isoliert werden, dessen Expression aber weder durch Infektion noch durch Verwundung
beeinfluRbar war.

Die Expression von Cytoskelett-Bestandteilen sowie einer vakuolaren H*-ATPase Untereinheit

hangt vermutlich ebenfalls mit den Zellstreckungen nach Parasitenbefall zusammen.

Mit vorliegenden Arbeit ist es gelungen, einen kleinen Einblick in die molekularen Vorgange, die
wéhrend der Infektion ablaufen, zu bekommen. Dabei reprasentieren die identifizierten
Transkripte zum grolRen Teil Proteine, die in den ProzeR der Zellexpansion involviert sind.
Dieser ist aber vermutlich fur eine Abwehr des Parasiten kaum von Bedeutung. Es stellt sich
deshalb die Frage, warum es zu den morphologischen Veranderungen kommt und vor allem
welche Rolle das Phytohormon Auxin in der Beziehung zwischen Parasit und Wirt einnimmt.
Von besonderem Interesse ist weiterhin die Charakterisierung derjenigen Gene, deren Expression
ebenfalls durch die Wechselwirkung von Parasit und Wirt ausgeldst wird, deren Funktion aber

noch vollstdndig ungeklart ist.
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SUMMARY

The present studies have been focused on the molecular characterisation of the interaction
between the plant parasite Cuscuta reflexa and its incompatible host Lycopersicon esculentum. In order
to identify genes expressed after parasitic attachment a suppressive subtractive hybridisation of
cDNA populations derived from tomato mRNA of uninfected versus infected plants was
performed. The 20 clones obtained represent mRNAS encoding proteins of several functions
during the infection process: (a) defence-related proteins, (b) proteins involved in signal
transduction processes, (c) cell expansion-associated proteins, and (d) proteins with so far

unknown functions.

While northern experiments of several mRNAs showed transcript accumulation in tomato tissue
after both Cuscuta contact and artificial injury the level of some transcripts is enhanced only after
infection. The results of expression analysis are summarised in table 4-1. It is noticeable, that the

transcript levels are already increased six hours after onset of infection.

The transcript level of the stress-responsive cyclophilin increased after parasitic contact and
mechanical wounding whereby the response to injury was stronger. It was reported that
cyclophilin as well as myo-inositol-1-phosphate synthase and glyoxalase | gene transcripts
accumulate under several stress conditions. Therefore, it can be assumed that their expression
pattern is similar to cyclophilin. The encoded proteins are involved in various physiological
processes. So the myo-inositol-1-phosphate represents for example an important component in
signal transduction. The gene expression may be caused by an increased metabolism in the
affected host cells. It is likely, that the accumulation of a mRNA with high homology to
elongation factor 2 is also correlated to the enhanced metabolic activity. One of the cDNA
clones represents a proline-rich protein. Due to the structural characteristics of proline-rich
proteins and their localisation in the cell wall the encoded protein may be considered to as a

stress-induced protein which contributes to the observed lignification of cell walls.

The specific cell elongation in the hypodermis of tomato cells during the infection process is
assumed to be a result of an increased auxin concentration in host cells. Studies with the auxin-
insensitive tomato mutant diageotropica confirmed the role of this phytohormone triggering the
striking anatomical characteristics. Although cell elongations did not occur in the mutant, the

infection was not influenced. One transcript accumulated after parasitic attachment showed high
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similarity to the RUB-1 conjugating enzyme of A. thaliana. It probably encodes a protein involved

in the signal transduction of auxin.

Auxin-mediated cell elongation consists of interrelated processes: The uptake of water causes an
enhanced wall stress leading to wall relaxation and extension. Several mMRNAs encoding proteins
which may be involved in these processes could be identified. The gene products can be
distinguished in proteins having an effect on cell wall structures and proteins which enable cell
elongation by water uptake facilitation.

A cDNA clone designated LeExpll with high homology to expansins showed enhanced trans-
cript levels in tomato cells after Cuscuta contact. Expansin action results in weakening of cell walls
which is required for cell elongation. Furthermore, the partial cDNAs of a polygalacturonase [3-
subunit and a putative cellulase could be isolated. The corresponding enzymes are capable of
modifying the cell wall structure by disassembling certain polysaccharides.

The expression pattern and enzymatic activity of a xyloglucan endotransglycosylase (LeEXT1)
was studied in detail during the infection process. In contrast to enhanced IAA levels and
anatomical reactions, the mRNA accumulation is not only restricted to the attachment site but is
also elevated in tissue without parasitic contact. External auxin application on tomato stems can
effect the accumulation of LeEXT1 transcripts. The XET activity is likewise increased to a
maximum 24 h after Cuscuta onset. Northern experiments showed that the LeEXT1 mRNA is
highly abundant in stems and rare in roots. Moreover, LeEXT1 was overexpressed in E. coli as a
Glutathion-S-transferase fusion protein.

The deduced amino acid sequence of one cDNA-clone showed high similarity to a reversibly

glycosylated polypeptide which may be involved in the synthesis of xyloglucan precursors.

The above mentioned proteins provoke a modification of the cell wall, however the LeAqgp2
protein characterised as aquaporin could facilitate the uptake of water into the cell. The
expression pattern of LeAgp2 mRNA is similar to LeEXT1 after Cuscuta contact. Because of the
predicted protein sequence, LeAgp2 can be classified as a member of the PIP1 family.
Concerning the relative low water permeability, it can be assumed that LeAqp2 activity is
regulated by posttranslational modifications. In addition, specific gene activity could be induced
by external application of the phytohormone auxin. The mRNA concentration of another
member of the PIP1 family identified by RACE could be influenced neither by infection nor by
wounding.

The transcript accumulation of cytoskeleton components and a subunit of a vacuolar H*-ATPase

may also be associated with cell elongations after Cuscuta attachment.
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The present work gives an insight in molecular processes in the host during Cuscuta infection. It
will be interesting for future studies to elucidate the role of auxin for the establishment of a

successful interaction and to characterise the genes with so far unknown functions.
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6 ANHANG

6.1 SEQUENZEN

Es sind die Nukleotidsequenzen sowie das offene Leseraster mit der abgeleiteten Aminosduresequenz im

Einbuchstabencode dargestellt. Start- und Stopcodons sind hervorgehoben.

LeSH24 (putative vakuolare H*-ATPase Untereinheit E, #AF282970)

ccgat gt at ccaagcagat ccagcaaat ggt ccgat t cat cct t caggaagcggaagaaaaa

DVSKOQI QQMVRTFI L QEA ATEE K
gct aat gagatttccgtttct gct gaagaagaat t caacat cgagaagt t gcagct agt g
ANEI SV S AEUEIEUFNI E KL QL V
gaagcagagaagaagaagat cagacaagagt acgaacgcaaagagaaacaagt ggat gt t
E A E K K KI R Q E Y ERKEIK QV DV
cgcaagaagat t gagt act ccat gcaact caat gcct ct cgaat caaagt t ct t caagct
R K K1 EY S MQLNASWRI KV L QA
caggacgact t ggt t aacaccat gaaggaggcagcagcaaaggagct ct t aaat gt t agc
Q DDL VNTMIKEAAAIKETLL NV S
cat cat gagcacggcat cat agatt ct att ctt caccaccaccacggcggtt at aagaag

HHEHGI I DSI L HHHHGU GY K K
cttctgcatgatcttattgttcagagtttgcttaggcttaaagagecttgtgtccttctg
L L HDULI V Q SL L RL KEUPICUVL L

cgt t gt cggaaacat gat gt acat ct ggt t gaacat gt act ggagggagt aaaggaagaa
R C RKHDV HL V EHV L E GV K E E
t acgcagagaaggcaagcgt ccat caacct gagat cat agt t gat gaaat ccacctt cct
Y A EKASV HOQWPEI I V DZEI HL P
cct gct ccat cacat cat aat at gcat ggt ccat ct t gct ccggaggagt ggt gt t ggct
P AP SHMHNMHGP ST CSGU GV VL A
t ct cgagat gggaaaat t gt gt gt gaaaacact ctt gat gccagat t ggaagttgtgttc

S R D GKI1I VvV CENTLDARLE V V F
cgt aagaaact accagagat ccgcaagt gcct at t cggt caggt t gct gct t gagcagt t
R K K L P EI RKICLFGQV A A -

ggaaccttttcctctatttatccctcttggttcatcgcetgtgtggattctgaatcggcga
at gact gaat t caaaat cat catccatcgctttgcttgtgtactattattttattttctc
ca

LeExpll (putatives a-Expansin, #AF218775)
actgcattgttcaat gat ggagcat cat gt ggt caat gt t acaaaatt at gt gt gatt at

T AL FNDUGASTCGOQCYIKI MCDY
aat caagat t ct aaat ggt gcat aaagggaacat ct at t acaat t acagccact aatttt
N Q DS KWCI K GT S I T I T AT N F

t gt ccaccaaattttgcacttcct agcaat aat ggt ggat ggt gcaacccaccaaggcca
cC PP NFALPSNNGUGWCNWPWPRP
cattttgacat ggct caacct gctt gggaaaaaat t ggt at ct acagaggt ggcatt gtt
HF DMAQPAWEIK I GI Y RGO GI V
cccgt cat gt
P V M
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LeSH44 (a-Tubulin)

tctct gagct ctct ct gt gact at gaaagaat caaaacttgttcaccatttatccatcac
Ss L $SSL CDYERI KTIOCSWZPF I HH
acagt ct caacct ct gt ggt ggaacct t acaacagt gt cct gt caacccact cccttctt
T vS T SV V EPY NSV L S TH S L L
gagcacact gat gt t gcaat t ctt ct t gacaat gaggct at ct at gacat ct gcaggcgc

E HTDVAI L L DNZEAI Y DI CRR
t catt ggacat t gagcgt cccacat acaccaat cttaaccgtcttatttcacaggttatc
S L DI ERPTY TNULNWRTLI S Q VI

tcttcacttactgcttctttgaggtttgatggagccctgaatgttgatgtcaatgaattc
S S L TASLIRFD GALNVYVIDVNE F
cagaccaaccttgttccctaccccagaattcattttatgctttcatcctatgctcctgtc

QT NL VPYPRI HFML S S Y APV
at tt cagct gagaaagcct accat gagcagct gt cagt t gcagagat caccaacagt gct
I S AAE K A Y HE QL SV A E 1 T NZSA

tttgagccat cttccat gat ggt caagt gt gat cct cgccacggcaagt at at ggctt gc
F E PSS MMV KCDWPIRMHGIKY MATC
tgccttatgttccgt ggt gat gtt gt gccaaaggat gt gaat gct gct gt ggct accatc
cC L MFRGDVYV P KIDVNAAYVATI
aagact aagcgcaccat ccaat t t gt t gact ggt gccct act ggat t caagt gt ggt at c
K T K R T I QF V D WCWPTGF K C G I
aact at cagccaccaact gt t gt t cct ggaggt gat ct t gccaaggt gcaaagggct gt a
N Y QP P TV V P GGDULAKYV QRAYV
tgtatgatttccaact caaccagtgttgctgaggtcttctcacgcattgaccacaagttc
cCcCMI S NSTSVAEVF SRI DHKF
gat ct cat gt at gcaaagcgt gct t t t gt ccact ggt at gt t ggt gagggt at ggaagaa
DL MY AKRAFVHWYVGEGWME E
ggcgagt t cagt gaagcacgt gaagat t t agct gct t t ggagaaggat t acgaggaggt t
GEFSEAREIDLAALEI KDY E E V
ggt gct gaat t ggaagaaggagaggat gat gat cacgaggagt

G A EL E E GE DD DH E E

LeSH53

acgat ctt gt ccat gcagaccat ct ctt ct ccaagat t aaaacaaagt gt ggt t t accggca
DL VHAUDUHULUFSK 1 KTIKUOCGL P A
at agtt gct gaagt t gaccgcat t t t gagaccaggagggaagct cat t gt gcgt gacaaa
Il V A.E V DRI1 L RP GGIKUL I V R DK
gaggagact at aact gagt t agaaagt at gct caagt ct at gcaat at gaaat caat at g
E E T 1 T E L E S ML K S MQY E I NM
acct at t ccaaggacaaggaaggat t gt t gt at t gccagaaaacaat gt ggcgaccaaag
T Y S K DI KEGLL Y CQKTMWR P K
gacgtt gagacact aact t at gccat t gct t agct gcct t gcat gt gaaggat get ggt t
DV ET L T Y A I A -
gt gttccgtt caagaggct tt cat gccacggt gact agat aatttt ct gaat t aaat t ct
tgtaactttattcttgtcaggctatcgegt
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LeSH55
acact gt caaaaccaccacat gt aaaacacgccat aact at cagat t aaccaaaacct gaat
T vV K T TTOCKTIRHNYQI NQNIL N

cct aat aat t t aagt gcgt ggagcagcagggggt cct ccagcggggcegt ggaget t gt cc
P NNL S AWS SSRGS S S GAWS L S
tgtctttggaagat cat cccttgggcgect gaaacgct gt ggaggct cgcgaact ct cct
c L WwWKI I P WAPUETULWRIULANZSP
at cagt
I S

LeSH56 (prolinreiches Protein, #AF308937)

gccacct at cggaat t ccaccaat cgt aaaaccgcccgt cat at t gccacct gt cggaat t
P P11 GI P P11 V KPPV I L P PV GI
ccaccaat cgt aaaaccacct gt caaat t gccacct gt cggaat t ccaccaat cgt aaaa
P PI V KPPV KL PPV GI P P 1 V K
ccacctgttgatttgccacctgttgggattccaccggt cacagttccaccaatt gt aaaa
P PV DLUPUPV GGI PPV TV PP I V K
cctccagttgatttgccacct att ggaatt ccaccagt cacagttccaccagt aatt aaa
P PV DLUPUPI GI P PV TV PP VI K
ccat cacct aaagggaaaaaacct t gt ccaccaacaacaaaggcaacat gcccaat t gac
P S P K GK KPCWPUPTTI KA AT CWP1 D
acatt gaaactt ggggctt gt gt ggat ct t t t aggt gggct t gt t cat at t ggcct t ggt
T L KL GA CVDULL GGL V HI GL G
gat ccagct gt t aat gaat gt t gt ccaat act t agt gggct t gt t gaact t gaagct gct
D P AV NIETC CCWPI L S GL V EL E AA
gcttgectttgcacaacactt aaagt caaatt act t aacct acaaaat ct at gt

A CL CT T L KV K LLNUILQNILC

LeRCEL (#AY004247)

ggagagt t gcgt ct t cat aaagat at aagt gagct aaat ct acccaaaacat gt agcat a
G EL RL HIKWDI S EL NL P KT C S I
t cattt cccaat ggaaaagat gacct cat gaact tt gaagt caccatt cggcct gat gaa
S F P NGKWIDIDULMMNZFEWVTI R P DE
ggat at t at at gggt ggcacatttacgttctctttcagtatttctccaat atatcctcac
GYyY MGGTVFTF SF SI1I S P11 Y P H
gaggcaccaaaggt t aagt gcaagacaaaggt t t accacccaaat at cgact t ggaagga
E AP KV K CIKTI KV Y HWPNI DL E G
aat gt gt gt ct caacat t ct t cgagaagact ggaagcct gt gct caacat t aacaccat t
NV CL NI L REDWKWPV L N1 NTI
at ct at ggctt at at cat ct gt t cacggagccgaat cat gaggat cccct caat cacgat
Il vy 6 L YHL F TEWPNHETDUPUL NUH D
gcagct gct gt at t gagagacaacccgaagat gt t t gaat ccaat gt cagaagggcaat g
A A AV L RDNWPIKMFESNUVIRRAWM
cat gggggct at gt cgggcaaacgt t ct t cacccgt t gcat gt agcat ct t caaggct ga
H G G6GY V GQTFFTRZCM -
aagaat agagagagt ct gt aaagt t t ggat gcaaaat t at t t caggt gat ct t t ct gcct
cagatt ggatt caaat gt cttt aaat t t aagt cgaaccagaaaaaaat t cct gt
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LeINS-1P (#AY004246)

acagt aat gt ggt t gt t ggcct t aat gacaccat ggaaaacct tttagct gct gt ggat aga
S NV VV GL NDTMENLIULAAYV DR
t at gaggct gaaat at ct ccttct acatt gcat gct att gctt gt att at ggaaaat gt g

Y EA EI S P S TLHAI A CI MENYV
cctttcat caacggaagccct caaaacacttttgttccaggtcttattgatttggccata
P FI N GSUPOQNTFV P GL 1 DL A I
aagagaaacact t t aat t ggt ggt gat gact t t aagagt ggt caaaccaagat gaagt cc
K R NTUL I G G DUDUF K S GQT K MK S
gtgttggttgatttccttgttggagccggt attaagccaacgt caat agt gagct acaat
v L vVDFL V GAGI KPTSI1IT V S Y N

cact t gggt aacaat gat ggaat gagt cttt ct gct cct caaacct t ccggt ct aaggag
HL GNNDGMMSUL S APOQTF R S K E
at ct caaaaagt aat gt t gt t gat gacat ggt t gct agcaacgccat t ct ct at gaat ct

I §S K S NV V DDMYVASNWA AI L Y E S
ggcgagcaccct gaccat gt t gt cgt gat caagt at gt t ccat at gt t ggagacagcaag
GEHWPDHVYV YV VI KYVPYV G D S K
agggcaat ggat

R A M D

LeSH69 (#AF308936)

caggt acggt gact cct acgt gt t t ccagcct ggat caact cgt t accaact ggaaaaagc
R Y GDSYV FPAWI NSL P T G K S

ctcgagtttgtttacattcacact gctaattctcctgcagt ggtctcagtat caagct ac

L E F VYI HTANJSWPAVYVY SV S S Y
act ctt gact aaaacgagagaat att cact ttt cgaggggt t t aaat gt aagat t t gt gc
T L D -
agcttgtttgtaatttttcaacttctagttgetttgtagtttggttattacttatcagtg
ttttagttgat gaagt aaggcggat attt ggacgaagaaaggagcgaagagacgaatt aa
aacaagtgctcatcctctttcttctccacttcattttgtcacaagatccatagtcatgta
ttt gaaagaaagttgcttct ccacagagagt

LeSH72

gat cccccaacacact ggcaacagacatt ggtttacttct at gacccctt agacgt ggag
D PP THWOQOTUL VY F Y DUPL DV E
caagat caggt t at t gaaggct ct ct aacgt t gt cacagagcaaagaaaat gct cgattc

QD QQV I E GS L TL S QS KENARF
at gaacat acat ctt gcat at t cat ct ggcggacgtt cattt gt caaagagt cggt gat g
M NI HL AY S S GGRSFV KE SV M

cgtt aaat caacat at gaagt ct t t gt cagct gaaccact gt gat ggt cggt cat acacg
R -

gtttctgataattctgcttgtcatttaggtagggaaacgaaggt gagttcagggcatttg
cact gcct caaaact t aaaagcat t gagt gt gt caat t t cact gcat at t cacgt agcat
att at gt gaaaact t gt aacat gttt ccgcgagaacat gggtttctcattagctgtattt
t at agagt agat gt agggttggttgatctggtattgtgttagaattttttaattagttta
attcatttggat at gaaaaagat aaaaaaaaaat ctaattgtttcttcaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaaaagcttg
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LeRGP1 (#AF286271)

ggt acaaaggcat ct act ggcaagaagagat cat cccatttttccagt ct gcaact cttcca

Y K 6 I Yy wQ E E I I P F F QS AT L P
aaagat t gcacaagt gt t caacagt gct at ct cgagct gt cgaaacaggt caaggagaaa
K DCT SV QQCCYL EL S K QV K E K
ctttccgct at agacccgt at tt caccaagct ggct gat gccat ggt gacat ggat t gaa

L S A | D PY F T KL ADAMMYVY T W E
gcct gggat gagcet caaccct aaacct t ccat ct caaacggccccggaaagt agggat tt
AWDELNWPIKWPSI S NUGWZP G K -

cgttgggcttatggttcttgectttttgcagtttgagtttgggat gagttgagttgagcet
tggatacactatttatctatttacttgttgtctaagatttacttatattgtagactatta
fttacttgttgtctaagttttactttttttgtagactattatttaattttcgaatttaat
t ccaaacctttgagttc

LeEXT! (#D16456)

aatt caagcgaaaaat acacaaacact ggtctctgattggatttgtttttct caccat gggt

M G
atcat aaaaggagttttatttagtattgttttgattaatttgtcacttgttgtattttgt
I I K G v L F S$I1 VvV L I NL S L VVFC
gggt at cct agaaggccagt agat gt gccct t t t ggaaaaact at gagccaagt t gggct
G YPRRPVDVPF WKNYEWPS WA
agt caccat at t aagt t cct caat ggt ggt accact act gat ctt at t ct cgacagat ct
S HHI K FL NGGTTTDT LI L DR S
t caggagct ggat t t cagt caaagaaat cat at ct gttt gggcat t t cagt at gaaaat g
S GA GF Q S K K SYL F GHUZF S MK M
aggct t gt t ggt ggagact cagct ggt gt t gt cact gcat t t t acct gt cat cgaat aat
R LV GGDSAGVVTAFY L S S NN
gcagagcacgat gagat agatttt gaattttt ggggaacagaact gggcagccat acat a

A E H D E | D F EFL GNRTGOQP Y I
t t gcagacaaat gt at t cacaggaggaaaaggaaacagagaacagagaat atat cttt gg
L Q T NV F T G GIKGNIREQRI Y L W
tttgat ccaaccaagggctaccattcttattctgttctttggaatacatacctcattgtg
F DP TKGYHSY SV L WNTY L I V
atcttt gt ggacgacgtt ccaatt agagcat t caaaaat t cgaaagat ct t ggt gt gaaa
I F v D D V P I R A F K N S K DL GV K
tttccattcaat cagcccat gaagat at act cgagt ct at gggacgcagat gat t gggcc
F P FNQPMKI Y S SL WDAUDUD WA

acaagaggt gggct t gagaaaaccaat t gggccaacgccccat t caccgcgt cat acaca
T R GG L EKTNWANAPUEFTASY T
t cgt t ccacgt ggat ggat gt gaagct gccacgccacaagaagt ccaagttt gt aacact
S FHYVY DGUCUEAATWPOQEV QVCNT
aaaggcat gaaat ggt gggat caaaaggcct t ccaagat t t agat gcat t acagt at agg
K GMK WWDIO QKA ATF QDLTUDATLTGO QYR
agacttcgttgggttcgt caaaaat acact gttt at aact at t gcact gat aaagcgagg
R L RWVRQKY TVYNYCTDIKAR
taccct gtt ccaccaccagagt gcact aaggacagagat at t t aaaat cat aat caaaat
Yy PV P P P E CT K DRD I -
t aagagggact tt at gaagaaaaaaaact t aat at gctttat gt gt gagt atttt aat ga
tccttaaaacaaagtgcttttaattgagctgtatttccctaattctttttgagtgtatca
ttatt ggt ggagt cat gaggat att at gt at ct cat gccaggcctttcatgtctc
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LeSH-B9 (B-Tubulin)

act cagat agaat gatgcttactttctctgtattcccttcccccaaagtttcagacacagtt
S DR MMLTVFSVFPSPKV S DTV
gt t gagccct at aat gct act cttt ct gt t caccagct t gt t gagaat gcagat gagt gt
vV EP Y NATUL SV HQL V ENAUDE C
at ggttt t ggat aat gaagct cttt at gacattt gcttccgaact ct caaactt act act
MV L DNIEA ALY DI CFRTL KL T T
ccgagcttt ggggacct aaaccat tt gatttct gccaccat gagt ggt gt aact t gct gt
P S F GDLNMHLI S ATMS GV TCLC
ctccgtttccct ggt caact caact ct gat ct ccgcaagctt gct gt t aacct cat ccca
L R F P GQL NSUDULIRIKILAVNWLII P
ttccctcggttgecatttcttcatggttggatttgetccgetcacttctcgt gggtcgeag
F P RL HFF MV GFAWPULTSRGS Q
caat at cgagcat t gact gt t cct gagct aacacagcagat gt gggat gcaaagaat at g
Q YRALTVPELTO OOMWDATZKNM
at gt gt gct gct gat cct cgt cat ggt cgat at t t gact gct t cagcet at gt t ccgt gga
M CAADWPIRHGRY L TASAMFRG
aagat gagcaccaaggaagt cgat gaacagat gat t aat gt gcagaacaagaact cttcc
K M S T K EV DEQMI NV QNIKN S S
tattttgttgagtggat ccct aacaat gttaagt caacagt ct gt gacat ccct cct act
Y F V EWI P NNWVVIKSTVCDI P P T
ggt ct gaagat ggcct caact t t cat t ggt aact ccact t cgat t caggagat gt t ccgt
G L KMASTUFI GNISTSI QE MF R
agggt cagt gagcagt t t acagct at gt t ccgaagaaaggct tt ctt gcat t ggt
RV SEQFTAMMFIRRIKAIFL H W

LeSH-B11 (AROGP3; #U64790)

acccttccttattgtattactgtcattcggttcctaaaatccgagtctacgaagcggat att
P S L LYY CHSVPKI RV Y E A DI

tt ggt cccgaat t caaaggct aagat caaccat ggt gt t gcgat t t gccacgt ggat act

L vV P NS KAIKI NHGVAI CHVYVDT
t ctt cat ggggaccgaggcacggagcct angt t gcact cgggt caggacccgggaaaat a

S S WGPRHGAXV AL GS G P G K I
gaggt tt gt cact ggat ct t t gagaat gacat gact t gggcaact gct gat t gagacaat

E VCHWI F ENIDMMTWAT A D -
t gct gat ctt aacggt gt gt t acaat at gcggaaaat at aagt t t gaat ggct att agt t
tatgtattgtctattgtttgtctctctgt
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LeSH-D6 (Glyoxalase-1; #248183)

accctaattttacaggttaccacaat ggaaatt cagaaccacgt ggctttggacacat aggt
P NF T GY HNGNSEWPIRGEFGHI G
gttact gtt gat gat gt ct acaaggct t gt gaganat t t gaaagt ct gggagt agagt t t
v T v D DVY KACUEXUFE SL GV E F
gt aaagaaacct ct t gacggaaaaat gaaaggt at t gcat t t at t aaagat cct gat ggc

vV K K P L D GKMIKGI A F I K D P D G
t att ggat cgagat ct t t gacacgaaaat t at caaagacgct gct ggttctgcttcttag
Yy wil E I F DT K1 I K DAWAU GS A S -

t t caggagcact cgaggctt ct at cacgagt ct t gat caact cagagat cgat tt gaaga
gagt gttttccagaaat gaacattttcgcgct gt gtttaatctgctagt gaatgaatttt
gcgccat gttttaggccgaaaagttttttatct gt ct aat gt aaaaacaagagat gt at a
ct gt gt t caaaat aat agat t ggat gt aact t ct gt gat t gagaaat aaaaat t gaatt a
gaaaaact t caacaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Cyp (#M55019)

t ct agagagaaat ggcaaat ccaaaggttttctttgaccttaccat cggt ggt gcaccagct
M A NP KV F FDWLTI1I G GAUPA
ggt cgt gt ggt gat ggagct ct t cgccgat accact cccaaaaccgct gagaact t ccga
GRVV MEULUFADTTUPIKTAIENFR
gct cttt gt accggt gagaaaggt gt t ggaaagat ggggaagcct t t gcact acaagggc
A L CTGEIKGV GKMGIKUPL HY K G
t caacctt ccaccgt gt gat cccagggt t cat gt gt caaggaggt gattt caccgccgga
S T FHRVI P GFMCOQGUGDUEFTAG
aacgggaccggaggagagt cgat ct at ggagccaaat t caacgat gagaact t cgt t aag
N GT G GE SI Y GAKUFNUDENF V K
aagcacaccggccct ggaat cct ct ccat ggct aat gct ggacct ggaaccaacggt t ct
K H TGP GI L S MA NAGWPGTN G S
cagtttttcatctgtaccgct aagact gagt ggct caacggaaagcacgt cgt gttt gga
Q F FI €T AKTIEMWLNUGIKMHYV YV F G
caagt t gt t gaaggcat ggat gt gat t aagaaggcagaggct gt t ggat ct agct ct gga
QVV EGMDVI K KAEAVSGS S S G
aggt gct ccaagcct gt ggt t at t gct gact gcggt caact ct agat ct gat gat gat ga
R C S K PV VI A DCGAOQWL -
tgatctagttttatcagtcttttatgtatttgagtcgecgttttaggetttgttttt aat
ttcaaactatctctactgctttggtcgggt cgt gt cgggt cgagttct agggtt aaccgt
aattggttgttgtgttgcttctaccagtttatgtttaatcttaagactacaattaaaa
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LeEF-2 (#AF308938)

act gct ctt ctt gaaat gat gat at at cat ct cccat caccgt ccacagct caaaaat ac
T AL L EMMI Y HL PSP STAIQK'Y
cgt gt ggagaact t gt at gagggacccct t gat gat gct t at gct aat gct at caggaac
RV ENLY E GPL DDAYANAI R N
t gt gacccagaagggccgctt at gct tt at gt at caaagat gat t ccagcat ct gacaag
c  bpP EGPL ML YV SKMI P A S DK
ggtagattctttgcttttggtcgtgtatttgct gggaaggtttctact ggt at gaaggtt
GRFFAFGRVFAGKYVSTGMK V
agaat cat gggt cct aact at gt t cct ggt gaaaagaaggat t t at at gt caagaat at c
RI M GPNY V P GE K KDL Y V K NI
cagcgaact gt t at t t ggat gggt aagaggcaagaaact gt t gaggat gt t cccgat ggt
QRTVI WMGIKRQETVEIDV P DG
aacact gttgccat ggttggtttggatcagtttattaccaagaat gcaacatt gaccaat
N TV A MV GL D QT F I T KNATL T N
gaaaaggaagt cgat gct caccct at cagagcaat gaagttttct gt ct caccagttgtg
E K EV DAHPI RAMKZFSV S P VYV
cgt gt agct gt t cagt gcaaggt cgcat ct gacct t cccaagct t gt t gaagggt t gaaa
RV AV QCKV ASDULWPIK KLV E G L K
cgt ct ggct aagt ct gatcctatggttgtttgttctattgaagagt ct ggagagcat at't

R L A K SDWPMMVVYV CS I EE S G E H I
att gct ggt gct ggagaact ccacct t gagat ct gt ct gaaggat t t gcaggat gact t t
I A G A GE L HL E 1 CL KDUL Q D D F
at ggggggt gct gaaat t at aaaat ct gat cccgt t gggt cct t ccgt gagacggt ct cg
M G GAEITI I K S DUPV GSFRET V S
agaat c

R |

133



6 ANHANG 134

LeAqp2 (#AF218774)

gacacacaaagcaaaaagctgttttctttggcataattttgaagaaattttt gt aaaaatg
M
gaggggaaagaagaggat gt gaaggt t ggagcaaacaagt at t cagaaaggcagccat t a
E G K E E DV KV GANIKY S E R QP L
gggact t cagcacagagcaaggact acaaggaggcaccaccagcaccat t at t t gaggct
G T S A QS KDY KEAPWPAWPWL F E A
ggt gagct acattcttggtctttttggagagct gggattgcagagttcatggctactttt
GEL HSWSVFWRAGI A EFMATF
ttgttcctttacataactgtattgactgttatgggttattcaagggct aacagcaaat gt
L F L Y I T VL TV MGY S RANSKC
agt act gtt ggt gt t caaggcatt gctt gggcttttgggggtatgatttttgcccttgtt
S T vGGv QGI AWAFGGMI F ALV
tact gcact gct ggcat at caggt ggacacat t aaccctgctgt gacatttggtttattt
Yy C T A GI S GGHI NPAVTF GL F
ct ggcaaggaaat t gt cct t aaccagggcagt gt t ct acat t gt gat gcagt gcct t ggt
L ARKULSL TWRAVFY I V MQT CUL G
gcaat ct gt ggt gct ggt gt t gt caaagggt t ccagccat cttt gt t t gggact aagggt
Al C GA GV YV KGF QP SL F GT K G
ggaggt gccaat gt t gt t gcccat ggt t acaccaagggagat ggcct t ggt gct gagat t
G GANVYV AHGYTIKGDGL G AEI
attggcacttttgttcttgtctacactgtcttctctgctactgatgccaagagaaat get
I GG T F VL VYTVF S ATDAIKIRNA
agagact cccat gt ccct att ct ggct cct ct cccaatt ggatttgcagtgttcttggtt

R DS HVPI L APL PI GFAVF L V
catttggct acaat ccct att acaggcaccggcat t aaccct gct agaagcct aggcgct
HL A TI P11 T GTGI NPARSUL GA
gccat t gt ct acaacaaagaacat gcat gggat gat cat t ggatttt ct gggt gggacca
Al VY NIKIEHAWDIDHWI F WV G P
ttcattggagctgcacttgctgecttataccaccaagttat cat aagagccattccattc
FI G A AL A ALY HOQVI I RAI P F
aagagt ggaaact gaggaacacct t ggcct at t gga
K S G N -
LeSH-E7
acat caaccaaggccttttt gcgnggggtt gaaacgt ggaagaaagagact at cct gaaa
T S T K A F L X GV ET WK KET I L K

anggagact gaggct gcgaaaaagt caggcgcaaat gacgcagagt at aagct cct t cct
X EET E A A KK S GANUDA AIEY K L L P
ggt gat gccaacgat gct gaaaagaaaaaaacagaagt t t ccgaacct gaggt gcct at c
G DA NDAEIKIKKTEV S EPE V P I
at ggagaat gt t t gct ggaaggaaact ggactcctgtcttttgtttgggttgcatttcta
M E NV CWIKETGL L S F V WV A F L
ggact gcaaat cggcaagaat t at acagacaat t gt

G L QI G K NY T DN C
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6.2 OLIGONUKLEOTIDE

Oligonukleotidsequenz Ty [°C]
Cyp GSP1 5-GAG GAT TCC AGG GCC GGT GTG CT-3 67,8
Cyp GSP2 5-CCT TCCACCGTG TGATCC CAG GGT T-3 67,9
SH24 GSP1 5-GAA TCC ACA CAG CGA TGA ACC AAG AGG G-3 68,0
SH24 GSP2 5-GGA AGA ATA CGC AGA GAA GGC AAG CGT C-3 68,0
LeAgp GSP1 5-CTC AGC ACC AAG GCCATCTCCCTT GG-3 69,5
LeAgp GSP2 5-CCC TGC TAG AAG CCT AGG CGC TGC C-3 71,2
LeEXT1 GSP1 5-TTCTTG TGG CGT GGC AGC TTC AC-3 72,0
LeEXT1 GSP2 5-GTT TGA TCC AAC CAA GGG CTA CC-3 70,0
LeEXT1-Xba-sense 5-TCT AGACTC ACC ATG GGT ATC ATA AAA GGA G-3° 65,5
LeEXT1-Pstl-as 5-CTG CAG CCT CAT GAC TCC ACC AAT GAT ACACTC-3 70,6
LeEXT1-BamHI-sense [5-GGA TTC GGG TAT CCT AGA AGG CCAGTA G-3 69,5
LeAqgp sense 5-GTT CTT GCACTG ACC ACT CAG CAC-3 64,4
LeAqgp as 5-CCAATAGGC CAAGGT GTT CC-¥ 59,4
T7 5-TAATAC GAC TCACTATAG GG-3 53,2

M13 reverse

5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3

6.3 EIN- UND DREIBUCHSTABENCODE DER AMINOSAUREN

A Ala Alanin I Ile  Isoleucin R Arg Arginin

C Cys Cystein K Lys Lysin S Ser Serin

D Asp Asparaginsaure L Leu Leucin T  Thr Threonin
E  Glu Glutaminsaure M  Met Methionin V  Val Valin

F  Phe Phenylalanin N  Asn Asparagin W  Trp Tryptophan
G Gly Glycin P Pro Prolin Y  Tyr Tyrosin

H His Histidin Q GIn Glutamin
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