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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Die groBe Familie der Phospholipasen spielt im Lipidstoffwechsel der Zellen, bei der
Regulation der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Seneszenz und dem Zelltod eine
wichtige Rolle. Phospholipasen D (PLDs), die Gegenstand dieser Arbeit sind, haben sehr viel
Interesse auf sich gezogen, da neben ihrer Bedeutung bei der Membranumgestaltung und
beim Membranabbau ihre Beteiligung an Regulationsprozessen als immer wahrscheinlicher
angesehen wird (Wang, 2000).

PLD (Phosphatidylcholin-phosphatidohydrolase, E.C. 3.1.4.4) katalysiert die Hydrolyse der
terminalen Phosphodiesterbindung in Glycerophospholipiden unter Freisetzung von
Phosphatidsdure und dem Alkohol der polaren Kopfgruppe. PLDs werden aufgrund ihrer
Fahigkeit, in Glycerophospholipiden auch den Austausch der polaren Kopfgruppe zu
katalysieren, vor allem zur Synthese von selten oder gar nicht in der Natur vorkommenden
Phospholipiden oder Phospholipidanalogen genutzt. Dabei ist es von entscheidendem Vorteil,
PLD-Vertreter zu finden, die diese Transphosphatidylierungsreaktion im Vergleich zur
konkurrierenden Hydrolysereaktion favorisieren, wobei vor allem pflanzlichen PLDs
aufgrund ihrer geringen Substratspezifitit eine grole Bedeutung zukommt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten durch Studien zur Gewinnung und gentechnischen
Modifizierung von PLD aus Schlafmohn (Papaver somniferum L.) und Weillkohl (Brassica
oleracea var. capitata) Strukturelemente identifiziert werden, die fiir die hydrolytische
Aktivitit bzw. die Transphosphatidylierungsaktivitit verantwortlich sind, um damit die Basis
fir ein gezieltes Proteindesign zu schaffen und Enzyme mit einer hohen
Transphosphatidylierungsaktivitdt, einer geringen bzw. im Idealfall keiner Hydrolyseaktivitét
und einem moglichst breiten Substrat-Spektrum erzeugen zu konnen.

Zunichst sollten die Nucleotidsequenzen der beiden pld-Gene aus Mohnkeimlingen, die
bereits teilweise sequenziert wurden (Lerchner, 2001), vollstindig aufgeklart werden. Nach
anschlieBender Klonierung in einen geeigneten Expressionsvektor sollten die Mohn-p/d-Gene
in E. coli exprimiert und nach Erarbeitung effizienter Isolierungs- und Reinigungsmethoden
die PLD-Isoenzyme bis zur Homogenitit gereinigt werden. Die enzymatische
Charakterisierung der rekombinanten Mohn-PLD-Isoenzyme sollte im Vergleich mit den
Befunden der slowakischen Kooperationspartner der Comenius-Universitidt Bratislava
erfolgen, die ein PLD-Isoenzym mit einer bevorzugten Transphosphatidylierungsaktivitit aus

Mohnkeimlingen isolieren konnten (Bezakova et al., 2000; Oblozinsky et al., 2003).
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Weiterhin sollten mit Hilfe von Deletionen, Insertionen und gezielten Aminosdureaustauschen
an rekombinanter PLD2 aus Weillkohl (Schéffner et al., 2002), die der aus dem Weillkohl
isolierten PLD entspricht (Schops et al., 2002), Informationen beziiglich der Struktur-
Funktionsbeziehungen pflanzlicher PLDs erhalten werden. Die verschiedenen
Enzymvarianten der rekombinanten PLD2 aus Kohl sollten dabei auf der Grundlage von
Sequenzvergleichen ausgewihlter nicht-pflanzlicher Vertreter der PLD-Superfamilie,
etablierter pflanzlicher PLDs sowie durch den Vergleich der PLD2-Sequenz mit den in dieser
Arbeit ermittelten Sequenzen der beiden Mohn-PLD-Isoenzyme abgeleitet werden. Die
préaparierten Kohl-PLD2-Enzymvarianten sollten in Analogie zu Schiffner et al. (2002) in
E. coli exprimiert und gereinigt werden. Die Charakterisierung der Enzymvarianten
hinsichtlich der hydrolytischen und der Transphosphatidylierungsaktivititen sollte im
Vergleich zum Wildtyp-Enzym durchgefiihrt werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Phospholipasen und Phospholipide

Phospholipasen sind ubiquitér in der Natur vorkommende Enzyme, deren natiirliche Substrate
Glycerophospholipide sind, die neben Glykolipiden, Cholesterol und Proteinen
Hauptbestandteil biologischer Membranen sind (Abbildung 1). Die Membranen haben eine
unterschiedliche Lipidzusammensetzung, die in Tabelle 1 fiir verschiedene Membranen einer
Pflanze dargestellt ist.

Aulenseite pernpheres Protein

Oligosaccharid Glykoprotein Glykolipid
- Einzel-
schichiten

o |:_1‘.{“‘ja/' \
-0 ¢
5o ,"-c': '-"'éj"? 8 o
P SR
- LY ¢ 8
L eesee oo o | Phospholipid

i o o o
ool g P;.(?g_{f) : qgj %
doppelschichil

integrales Protein

hydrophober
Innenbereich
Kohlenwasser- —
stoffketten der
<3 / Fettsaurereste — Phospholipid
Cytosol inteygrales Protein e/ hydrophiler Kopt

periphere Proteine e

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur einer Biomembran nach dem
Flussigmosaikmodell (fluid mosaic model, Singer und Nicolson, 1972; Hanke et al., 1997).

Phospholipide sind je nach Struktur der Kopfgruppe unter physiologischen Bedingungen
entweder neutral (Phosphatidylcholin, PC; Phosphatidylethanolamin, PE) oder weisen eine
negative Ladung auf (Phosphatidsdure, PA; Phosphatidylglycerol, PG; Phosphatidylserin,
PS). Die natiirlichen Glycerophospholipide enthalten Glycerol, das in sn/- und sn2-Position
mit Fettsduren, in sn3-Position mit Phosphat verestert ist. Die Fettsdureketten reprisentieren
den lipophilen, apolaren ,,Schwanz“ und das Glycerolgrundgeriist mit dem {ber die
Phosphodiesterbindung gebundenen Alkohol bildet den hydrophilen, polaren Bereich des
Molekiils. Die Fettsdurezusammensetzung natiirlicher Phospholipide ist heterogen, wobei es
allerdings deutliche Préferenzen in Abhangigkeit von der Herkunft der Phospholipide gibt. So
werden zum Beispiel fiir Soja-PC folgende Anteile angegeben: 15,2 % Palmitin-, 7,4 % Ol-,
6,4 % Linolen-, 2,8 % Stearin- und 67,7 % Linolsdure. Dagegen hat Ei-PC eine ungefahre
Zusammensetzung von 38,5 % Palmitin-, 31,7 % Ol-, 9,2 % Stearin- und 11,8 % Linolséure

(Gunstone, 1996).
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Glycerolipide verschiedener pflanzlicher Membranen
(Heldt, 1999).

Chloroplasten Mitochondrien

Thylakoidmembran Innenmembran Plasmamembran
Glycerolipide [% des Acyllipid-Gesamtgehalts]
Monogalactosyldiglycerid 51 0 0
Digalactosyldiglycerid 26 0 0
Sulfochinovosyldiglycerid 7 0 0
Phosphatidylcholin 3 27 32
Phosphatidylserin 0 25 0
Phosphatidylethanolamin 0 29 46
Phosphatidylglycerol 9 0 0
Phosphatidylinositol 1 0 19
Cardiolipin 0 20 0

Die Klassifizierung der Phospholipasen in A;, A;, B, C und D erfolgt nach ihrer Spezifitat
hinsichtlich des Angriffsortes am Phospholipid (Abbildung 2). Phospholipase A; (PLA4, E.C.
3.1.1.32) katalysiert die Hydrolyse der Esterbindung in sn/-Position, Phospholipase A,
(PLA,, E.C. 3.1.1.4) die Hydrolyse der Esterbindung in sn2-Position. Phospholipasen, die
Glycerophospholipide sowohl in sn/- als auch in sn2-Position hydrolysieren, werden als
Phospholipasen B (PLB, E.C. 3.1.1.5) bezeichnet. Phospholipase C (PLC, E.C. 3.1.4.3)
katalysiert die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung, die dem Glycerolgeriist zugewandt ist,
Phospholipase D (PLD, E.C.3.1.4.4) katalysiert die Hydrolyse der terminalen
Phosphodiesterbindung.

PLA;
PLB
1
— 0 —CH,
|
— C -— 0 —CH o)

| I
CH, —

O—P—oO
PLA, / L- \
PLC PLD

Abbildung 2: Angriffsorte der Phospholipasen an einem Diacylglycerophospholipid. R; und R,,
gesittigte bzw. ungesittigte Alkylreste; X, Alkohol.

— X
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2.2 PLD in der Phospholipidsynthese

Wie in Abbildung 2 dargestellt wurde, katalysiert PLD die Hydrolyse der terminalen
Phosphodiesterbindung natiirlicher und synthetischer Phospholipide (Abbildung 3). In
Anwesenheit eines geeigneten Akzeptoralkohols ist PLD auBlerdem in der Lage, diesen
anstelle von Wasser auf den Phosphatidylrest zu iibertragen (Transphosphatidylierung;
Abbildung 3). Die Transphosphatidylierung ist die Konkurrenzreaktion zur Hydrolyse, wobei
einige PLDs die Transphosphatidylierung gegeniiber der Hydrolyse favorisieren und somit die
Synthese neuer Phospholipide erlauben. Daher werden PLDs schon seit vielen Jahren zur
Modifizierung der polaren Kopfgruppe in Phospholipiden verwendet. Wahrend frither die
PLD aus Weillkohl als traditionelle Enzymquelle, meist als Rohsaft oder in partiell gereinigter
Form, verwendet wurde (Dawson, 1967; Kovatchev und Eibl, 1978; Juneja et al., 1987),
werden heute PLDs aus Streptomyces sp. fiir synthetische Zwecke bevorzugt (D" Arrigo et al.,
1994; Takami et al., 1994; Nakajima et al., 1994).

CH,—/ O —COR,
|

R,OC— O —CH o

CH,— O —P — O —CH,—CH, — N'(CHy);

Phosphatidylcholin

Hydrolyse Transphosphatidylierung

+ ROH

CHZ_ o— CORl
| Phosphatidsaure
R,OC— O —CH

CH,—O—P —O—H

+ o

0]
I

HO — CH,— CH,——N"(CHa)s
Cholin

CH,— O —COR;
| Phosphatidylalkohol
R,0OC —O —CH
CH,—O0—P—O0 —R

+ o

O
I

HO — CH,— CH,——N"(CHa)s
Cholin

Abbildung 3: PLD-katalysierte Reaktionen mit Phosphatidylcholin als Substrat. R; und R,,

gesittigte bzw. ungesittigte Alkylreste.
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Die PLDs einiger Streptomyces-Stimme scheinen pridestiniert fir die Umesterung von
Glycerophospholipiden zu sein, wohingegen diese Reaktion durch PLD aus Streptomyces
chromofuscus nicht katalysiert wird. Die PLD aus Weillkohl nimmt eine Zwischenstellung
ein. Das Wasser und der Akzeptoralkohol konkurrieren hier offensichtlich stirker um den
Phosphatidylrest und in den meisten Reaktionen muss daher die Bildung von Phosphatidsdure
in mehr oder weniger hohem Ausmal} toleriert werden. PLD-katalysierte Reaktionen und
Synthesebeispiele sind in Servi (1999) und Ulbrich-Hofmann (2000) ausfiihrlich
zusammengestellt. Das Spektrum der chemischen Strukturen der Alkohole, die mittels
Transphosphatidylierung eingefiihrt werden konnen, ist breit und umfasst neben den
natiirlicherweise in Phospholipiden vorkommenden Komponenten (Glycerol, Cholin,
Ethanolamin, Serin, Inositol) Nucleoside, Peptide, Arsenocholin, N-heterocyclische Alkohole
und aromatische Verbindungen (Ulbrich-Hofmann, 2003). Generell werden primére Alkohole
besser als Akzeptoralkohole angenommen als sekundire, eine Einfiihrung tertidrer Alkohole
ist nicht bekannt. Der durch die PLD katalysierte Kopfgruppenaustausch wurde auch bei der
Verwendung von Lysophospholipiden (Virto et al., 2000) und von Etherphospholipiden
(Achterberg et al., 1986; Testet-Lamant et al., 1992) beobachtet. Interessanterweise kdnnen
auch Alkylphosphocholine (Aurich et al., 2002) und Alkylphosphonocholine (Brachwitz et
al.,, 1997) relativ gut durch PLD aus Weillkohl umgeestert werden, d.h. dass PLD aus
Weillkohl im Gegensatz zu den mikrobiellen Enzymen weniger spezifisch in Bezug auf den
Rest des Molekiils ist und das Glycerol-Riickgrat in der Phosphodiesterstruktur des Substrates
nicht benotigt.

2.3 Vorkommen von PLDs

Die erste PLD wurde von Hanahan und Chaikoff (1947) aus Karotten und Spinatblittern
isoliert, nachdem die Existenz eines solchen Enzyms bereits von Contardi und Ercoli (1932)
postuliert worden war. Spiter konnten PLDs auch in tierischen Organismen (z.B. Hamster,
Maus, Mensch, Ratte), in Pilzen (z.B. Aspergillus), in Hefen und in Bakterien (z.B.
Streptomyceten) nachgewiesen werden (Heller 1978; Frohman et al., 1999; Liscovitch et al.,
2000). Das Enzym ist im Pflanzenreich weit verbreitet und wurde unter anderem aus
Weillkohlblittern (Davidson und Long, 1958; Dawson und Hemington, 1967; Yang et al.,
1967; Allgyer und Well, 1979; Lambrecht und Ulbrich-Hofmann, 1992; Abousalham et al.,
1993), aus dem Kallus von Orangen Citrus sinensis L. (Witt et al., 1987), aus Reiskleie (Lee,
1989), aus Erdnusssamen (Heller et al., 1970; Heller et al., 1974), aus dem Endosperm von
Rizinussamen (Wang et al., 1993), aus Sojabohnen-Zellkulturen (Abousalham et al., 1995),
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aus Rapssamen (Novotna et al., 1999; Novotna et al., 2000) sowie aus Maiswurzeln (Brauer et

al., 1990) isoliert, gereinigt und charakterisiert.

In den letzten 10 Jahren wurde dementsprechend eine Vielzahl von Sequenzen von pld-Genen

verschiedenster Herkunft aufgeklért. Die beiden ersten Sequenzen waren die des pld-Gens des

Bakteriums Streptomyces antibioticus (Iwasaki et al., 1994) und des pld-Gens der Pflanze

Ricinus communis (Wang et al., 1994). In Tabelle 2 sind die Aminosduresequenzen der

derzeit in der NCBI-Genbank hinterlegten p/d-Gensequenzen, die entsprechend der Definition
der PLD-Superfamile in Besitz zweier HKD-Motive sind (2.4), im Uberblick dargestellt.

Tabelle 2:

Uberblick tber

Aminosduresequenzen aus der NCBI Genbank.

bekannte mikrobielle, tierische

und pflanzliche

Organismus

PLD-Typ, Accession-Nr.

Literaturangabe

Bacillus anthracis

PLD (514 AS), NP_655100
PLD (509 AS), NP_654568
PLD (397 AS), NP_653807

Read et al., 2002
Read et al., 2002
Read et al., 2002

Nitrosomonas europaea

PLD (385 AS), CAD83979

Chain et al., 2003

Pseudomonas aeruginosa

PLD (1099 AS), AAG06875

Stover et al., 2000

Rhizobium species

PLD (526 AS), AAQ87132

Streit et al., 2004

Streptomyces antibioticus

PLD (556 AS), Q53728

lwasaki et al., 1994

Streptomyces cinnamoneus

PLD (540 AS), JGO174

Ogino et al., 1999

Streptomyces halstedii

PLD (560 AS), BAB72230
PLD (552 AS), BAB92022

Hatanaka et al., 2002
Mori et al., 2002

Streptomyces septatus

PLD (542 AS), BAB69062

Hatanaka et al., 2002

Streptomyces species

PLD (553 AS), AAN41662

Moon et al., 2003

Yersinia pestis

PLD (532 AS), CAB55256

Prentice et al., 2001;
Parkhill et al., 2001

Aspergillus nidulans

PLD (833 AS), BAC67175

Hong et al., 2003

Candida albicans

PLD (1710 AS), BAA32278

Kanoh et al., 1998

Caenorhabditis elegans

PLD (1427 AS), BAA97571

Nakashima et al., 2000

Drosophila melanogaster

PLD (1278 AS), AAK00727

Crosby et al., 2001

Encephalitozoon cuniculi

PLD (849 AS), CAD26028

Katinka et al., 2001

Saccharomyces cerevisiae

PLD1 (1380 AS), P36126

Honigberg et al., 1992; Rose et
al.. 1995: Waksman et al.. 1996

Arabidopsis thaliana

PLDal (809 AS), AACA9274
PLDa2 (810 AS), Q9SSQ9

PLDa3 (762 AS), Q9C888
PLDPL (967 AS), P93733

Dyer et al., 1995

Theologis et al., 2000;

Fan et al., 1999

Theologis et al., 2000

Pappan et al., 1997; Lin et al.,
1999; Fan et al., 1999

PLDs.
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Fortsetzung Tabelle 2

Organismus

PLD-Typ, Accession-Nr.

Literaturangabe

Arabidopsis thaliana

PLDB2 (915 AS), 023078

PLDy1 (858 AS), Q9T053

PLDy2 (824 AS), Q9T051

PLDy3 (866 AS), Q9T052

PLDS (868 AS), Q9C5Y0

Mayer et al., 1999;

Fan et al., 1999

Qinetal., 1997; Mayer et al.,
1999; Fan et al., 1999
Qinetal., 1999;

Mayer et al., 1999

Qin et al., 1999; Mayer et al.,
1999; Fan et al., 1999
Gardiner et al., 2001; Wang et
al., 2001; Katagiri et al., 2001;
Mayer et al., 1999;

Yamada et al., 2003

PLDE1 (1096 AS), AAL06337  Qinetal., 2002
PLDE2 (1039 AS), QIM9IW8 Salanoubat et al., 2000
Arachis hypogaea PLD (793 AS), AAP50498 Xu et al., 2001

Brassica oleracea var. capitata

PLDal (810 AS), AACT78487
PLDa2 (812 AS), AACT78486

Pannenberg et al., 1998
Pannenberg et al., 1998;
Kim et al., 1999

Craterostigma plantagineum

PLDal (807 AS), CAB43063
PLDa2 (807 AS), CAB43062

Frank et al., 2000
Frank et al., 2000

Cynara cardunculus

PLDo. (713 AS), CAE47482

Simoes et al., 2003

Gossypium hirsutum

PLDP1b (1162 AS), AAN05431
PLD&1a (854 AS), AAN05433
PLD&1b (849 AS), AAN05432

McHugh et al., 2002
McHugh et al., 2002
McHugh et al., 2002

Lycopersicon esculentum

PLDal (809 AS), AAG45485

PLDa2 (806 AS), AAG45486

PLDo3 (678 AS), AAG50297

PLDPB1 (847 AS), AAG45487
PLDPB2 (895 AS), AAG45488

Almquist et al., 2000;
Laxalt et al., 2001
Laxalt et al., 2001;
Whitaker et al., 2001
Laxalt et al., 2001
Laxalt et al., 2001
Laxalt et al., 2001

Mirabilis jalapa

PLD (578 AS), AAP03643

Gookin et al., 2003

Nicotiana tabacum

PLDa (808 AS), CAB06620

Lein et al., 1997 und 2001
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Fortsetzung Tabelle 2

Organismus

PLD-Typ, Accession-Nr.

Literaturangabe

Oryza sativa

RPLD1 a (812 AS), BAA11136

RPLD2 o (818 AS), BAA19466
RPLD3 a (832 AS), AAF78754
RPLD4 a (842 AS), AAF78755
RPLDS5 & (845 AS), AAF78756

Ueki et al., 1995 ;
Morioka et al., 1997
Morioka et al., 1997
McGee et al., 2003
McGee et al., 2003
McGee et al., 2003

Papaver somniferum =

PLDal (813 AS), AAL48261
PLDo2 (813 AS), AAL48262

Lerchner et al., 2004
Lerchner et al., 2004

Pimpinella brachycarpa

PLDa (808 AS), AAB70463

Chaetal., 1997

Ricinus communis

PLDa (808 AS), AAB04095

Wang et al., 1994

Vigna unguiculata

PLDa (809 AS), 004865

El Maarouf et al., 1999 ;
El Maarouf et al., 2000

Zea mays

PLDa (812 AS), BAA11135

Ueki et al., 1995

Cricetulus griseus

PLD (1036 AS), T18530

Klaus et al., 2000

Homo sapiens

PLD (1074 AS), AAB49031
PLD2 (933 AS), 014939

Hammond et al., 1995
Steed et al., 1998; Lopez et al.,
1998; Strausberyg et al., 2002

Mus musculus

PLD (1035 AS), T42093
PLD2 (933 AS), AAC24519

Colley et al., 1997
Colley et al., 1997;
Redina et al., 1998

Rattus norvegicus

PLD1la (1075 AS), BAA24076

PLD1b (1037 AS), BAA24077

PLD2 (933 AS), BAA24078

Yoshimura et al., 1996 ;
Nakashima et al., 1997
Yoshimura et al., 1996;
Nakashima et al., 1997
Yoshimura et al., 1996;
Nakashima et al., 1997

* im Rahmen dieser Arbeit aufgeklart

2.4 Struktur und Organisation der PLDs

Alle PLD-Isoenzyme weisen zwei konservierte HxKxxxxDxxxxxxGG/S-Sequenzen (Ponting
et al., 1996; Koonin, 1996; Morris et al., 1996) auf, die als HKD-Motive bezeichnet werden.
Diese sind fiir die katalytische Aktivitdt notwendig und definieren die PLD-Superfamilie. Sie
sind ebenso in bakteriellen Phospholipidsynthasen, bakteriellen Endonucleasen, in vom Pox-
Virus umhiillten Proteinen und im Maus-Toxin aus Yersinia pestis (Ponting et al., 1996)

vorhanden. PLD-Aktivitit aufweisende Mitglieder der PLD-Superfamilie besitzen vier
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konservierte Sequenzbereiche (I bis IV; Abbildung 4), von denen die Bereiche II und IV die
HKD-Motive enthalten (Sung et al., 1997). Die Funktion der Sequenzbereiche I und III ist
noch nicht genau bekannt, aber es wird angenommen, dass auch sie an der Katalyse beteiligt
sind. Dem IYIENQYFF-Motiv im konservierten Sequenzbereich III, das nur in den
eukaryotischen PLDs und in Cardiolipin- und Phosphatidylserinsynthasen zu finden ist,
wurde aufgrund der Vielzahl an aromatischen Aminoséduren in dieser Region eine mogliche
Rolle bei der Bindung des Cholinanteiles des Phosphatidylcholins zugedacht (Sung et al.,
1997). Diese Annahme resultiert zum einen aus Mutationsstudien von Sung et al. (1997) an
humaner PLD1, bei denen sich die Aminosdure Phe784 (Abbildung 4) als unentbehrlich fiir
den Erhalt der Aktivitdt erwies, und zum anderen aus Studien an Acetylcholinesterase, in
denen gezeigt werden konnte, dass die Cholin-Interaktion mit dem Enzym {iber eine
aromatische Region aus Phenylalaninen und Tyrosinen erfolgt (Harel et al., 1993; Gilson et

al., 1994).

Bol2 214 WEDIFDAITNAKHLIYITGWSVY (22)LKKKATEGVRVLLLVWDD 277 491 GLVSGKDNVIDRSIQDAYIHAIRRAKDFIYIENQYFL- 527
Psol 216 WEDIFDAISNAKHMIYITGWSVY (23)LKKKADEGVRVLMLVWDD 279 492 GLVSGKDNIIDRSIQDAY INAIRRAKDFIYIENQYFL- 528
Pso2 216 WEDIFDAISNAKHMIYITGWSVY (23)LKKKADEGVRVLMLVWDD 279 492 GLVSGKDNIIDRSIQDAY INAIRRAKDFIYIENQYFL- 528
Rco 211 WEDVFDAITNAKHLIYITGWSVY (23)LKKKASEGVRVLMLVWDD 274 487 GLVSGKDNIIDRSIQDAY IHAIRRAKNFIYIENQYFL- 523
Hsal 362 FEDVANAMEEANEEIFITDWWLS(20)LKRKAQQGVRIFIMLYKE 423 749 ADWSAGIKYHEESIHAAYVHVIENSRHY1YIENQFFIS 786

N #C

Bol2 332 HHQKIVVVDSEVPSQGGGSEMRRIMSFVGGIDLCDGRY 369 Bol2 661 YVHSKMMIVDDEYI1VGSANINQRSM 686
Psol 335 HHQKIVVTDSAMPSEGSQQ--RRIVSFVGGIDLCDGRY 370 Psol 662 YVHTKMMIVDDEYI11GSANINERSM 687
Pso2 335 HHQKIVVTDSAMPSAGSEQ--RRIVSFVGGIDLCDGRY 370 Pso2 662 YVHTKMMIVDDEY111GSANINERSM 687
Rco 330 HHQKIVVVDSAMPNGDSQR--RRIVSFVGGLDLCDGRY 365 Rco 657 YVHTKMMIVDDEYI11GSANINQRSM 682

Hsal 464 HHEKLVIIDQSVAFVGG------——————- IDLAYGRW 488 Hsal 894 YVHSKLLIADDNTVIIGSANINDRSM 919

Abbildung 4: Lokalisation der hoch-konservierten Sequenzbereiche der PLD-Superfamilie in
PLD2 aus WeiRkohl im Vergleich zu einer Auswahl anderer PLDs. Spezies-Kurzformen: Bol,
Brassica oleracea; Hsa, Homo sapiens; Pso, Papaver somniferum; Rco, Ricinus communis. Nummern
in der NCBI-Genbank siche Tabelle 2. Rot, Aminosduren der katalytischen Motive.

In den N-terminalen Sequenzen von Siuger-, Hefe- und Nematoden-PLDs sowie in den
pflanzlichen C-PLD-Isoenzymen sind weiterhin Phox-Homologie (PX)- und Pleckstrin-
Homologie (PH)-Doménen vorhanden, die weder in den mikrobiellen noch in den
pflanzlichen a-, B-, y- und 8-PLD-Isoenzymen vorkommen (Frohman et al., 1999; Qin et al.,
2002). Die letztgenannten pflanzlichen Isoenzyme besitzen dagegen, wie in Abbildung 4

gezeigt, eine hoch-konservierte C2-Domine (Qin et al., 2002), auf die im Folgenden noch
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ndher eingegangen werden soll. Die PX-Doméne ist gewohnlich in Interaktionen mit anderen
Proteinen oder mit 3-Phosphoinositiden involviert, wihrend die PH-Doméne an Membran-
Assoziationen beteiligt ist, in denen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) oder
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP;) eine Rolle spielen (Exton, 2002). Die PH-
Domine ist ein ca. 100 Aminosdure-Reste umfassendes Strukturmotiv, das in vielen
Signalmolekiilen wie Ser/Thr-spezifischen Proteinkinasen, Tyrosinkinasen, Isoformen der
Phospholipase C (PLC B, y und 9), in G-Nucleotid-Austauschfaktoren sowie in Proteinen des
Cytoskeletts zu finden ist (Krauss, 1997).

Die C2-Domine (Abbildung 4) ist ein Ca’"-Bindungsmotiv mit einer Linge von ungeféhr
130 Aminosdure-Resten und wurde zuerst fiir die Ca2+-abhéingigen Isoformen der
Proteinkinase C beschrieben (Coussens et al., 1996; Knopf et al., 1996; Ono et al., 1986a;
Ono et al., 1986b; Parker et al., 1996). Einzelne und multiple Kopien von C2-Doménen
konnten inzwischen in verschiedenen eukaryotischen Signalproteinen (z.B. Phosphoinositid-
spezifischen PLCs, Phosphatidylinositol 3-kinasen, cytosolischen PLA;s), die mit
Zellmembranen interagieren und intrazelluldre Prozesse vermitteln (z.B. Umbau von
Membranen, Bildung von sekundédren Botenstoffen, Aktivierung von GTPasen und Kontrolle
der Proteinphosphorylierung), identifiziert werden (Nalefski und Falke, 1996). Die 3-
dimensionalen Strukturen der C2-Dominen des neuronalen Proteins Synaptotagmin, der
Phospholipase = C3 und die der cytosolischen = PLA,  wurden  durch
Rontgenkristallstrukturanalyse und kernmagnetische Resonanz (NMR-Messungen) bestimmt
(Shao et al., 1996; Essen et al., 1996; Xu et al., 1998). Aufgrund der Anordnung der B-Stringe
werden zwei Faltungstopologien, Topologie I (in Synaptotagmin) und Topologie II (in PLC-
), unterschieden. Die C2-Doménen der pflanzlichen PLDs konnen aufgrund ihrer Sequenz-
Homologie zu PLC-§ dem Faltungstyp II zugeordnet werden. Die Ca**-Bindung erfolgt iiber
vier Aspartat- bzw. Glutamat-Reste, die in den zwischen den B-Faltbléttern liegenden Loop-
Regionen lokalisiert sind (Sutton et al., 1995, Shao et al., 1996). Es wird angenommen, dass
zwei in Asparagin bzw. Glutamin umgewandelte Aspartat- bzw. Glutamat-Reste in den
pflanzlichen PLDs vom a-Typ (multiples Alignment im Anhang A3) fiir die geringere
Affinitit zu Ca*"-Ionen im Vergleich zu PLDp verantwortlich sind (Zheng et al., 2000). Die
Ca’"-vermittelte Translokation I5slicher Proteine zu den Membranen und die daraus
resultierende Phospholipidbindung wird flir cytosolische PLA;, PLDa und PLD auf eine
durch Ca*-Bindung induzierte Konformationsinderung in der C2-Domine zuriickgefiihrt
(Scott et al., 1990; Zheng et al., 2000). Die Konformationsénderung fiihrt zu einer Exposition

von hydrophoben oder geladenen Resten, die eine Membranbindung entweder durch
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Eintauchen in die hydrophoben Membrankomponenten oder durch spezifische Bindung an die
Kopfgruppe der Phospholipide ermoglicht.

PLDs aus Sdugetieren, aus Hefen, aus Tetrahymena und einige pflanzliche PLDs bendtigen
PIP; fiir ihre Aktivitédt (Qin et al., 2002; Brown et al., 1993; Sciorra et al., 1999; Hodgkin et
al., 2000; Wang et al., 2001). In der Literatur werden Cluster basischer Aminosdure-Reste
(K/R)xxxxKx(K/R)(K/R) als Bindungsstellen fiir PIP, bei Gelsolin, Vilin und PLCS (Janmey
et al.,, 1992; Yu et al., 1992) und die Motive RxxxxKxRR und seine invertierte Sequenz
RKxRxxxxR als Bindungsstellen fiir PIP, bei pflanzlichen PLDBs (Qin et al., 1997)
beschrieben. Obwohl die PH-Doméne PIP, binden kann (Hodgkin et al., 2000), wird PIP,
wahrscheinlich an einer Region zwischen den konservierten Sequenzbereichen II und III
gebunden, die auch fiir die Aktivitdt erforderlich ist (Sciorra et al., 1999; Zheng et al., 2002).
Wiéhrend PIP; ebenso die Aktivitit stimulieren kann, haben andere Phospholipide einen
geringen bzw. gar keinen Effekt.

Wie in Tabelle 2 gezeigt, gibt es in verschiedenen Pflanzen multiple PLDs, die in finf
Gruppen eingeteilt werden (o, B, v, 0 und C; Qin et al., 2002). PLDa, bezeichnet als
konventionelle PLD, ist in Gegenwart millimolarer Ca**-Konzentrationen aktiv, wohingegen
die B- und y-Isoenzyme PIP,-abhidngig sind und ihre maximale Aktivitit bei mikromolaren
Ca’"-Konzentrationen erreichen (Qin et al., 2002). Das 8-Isoenzym wird durch Olsiure
aktiviert, das C-Isoenzym enthélt eine PX- und eine PH-Domdne, ist Ca” -unabhingig sowie
selektiv fiir PC (Qin et al., 2002). Im Gegensatz dazu gibt es nur zwei Sduger-pld-Gene, deren
Proteinprodukte (PLD1 und PLD2) alternativ gespleiit werden und eine Identitdt der
Aminoséduresequenzen von ungefahr 50 % zeigen (Wang et al., 2001; Colley et al., 1997). Die
PLD1 wird in vivo und in vitro durch Proteinkinase C (PKC) und kleine G-Proteine der Rho-
und Arf-Familien reguliert (Exton 1997, 1999 und 2002). PLD2 dagegen hat eine hohe
Grundaktivitdt und wird nicht durch PKC, Rho- oder Arf-Proteine in vitro beeinflusst
(Hammond et al., 1997; Colley et al., 1997; Lopez et al., 1998).

2.5 Katalysemechanismus und Raumstruktur der PLDs

Bereits 1970 postulierten Stanacev und Stuhne-Sekalec, dass die durch PLD-Enzyme
katalysierten Reaktionen iiber ein kovalentes Phosphatidyl-Enzym-Intermediat verlaufen.
Studien von Holbrook et al. (1991) zum Einbau von H,'®*O im Verlauf der Hydrolyse von
Distearoyl-phosphatidylcholin zeigten, dass wéhrend der Katalysereaktion der PLD aus
Streptomyces chromofuscus die P-O-Bindung und nicht die C-O-Bindung gespalten wird.

Andere Studien an PLD aus Weilkohl zeigten, dass die Konfiguration am chiralen
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Phosphoratom sowohl bei der Hydrolyse als auch bei der Transphosphatidylierung mit
verschiedenen radioaktiv markierten Substraten beibehalten wird (Bruzik und Tsai, 1982 und
1984; Jiang et al., 1984). Dies wurde von Raetz et al. (1997) durch radioaktive
Markierungsexperimente an Phosphatidylserinsynthase (PSS) aus E. coli bestitigt, die wie
alle zur PLD-Superfamilie gehoérenden Enzyme ein HKD-Motiv besitzt. Bei PSS aus Hefe
dagegen, die kein HKD-Motiv besitzt, wird eine Inversion der Konfiguration am
Phosphoratom beobachtet (Raetz et al., 1997). Deshalb wurde fiir alle ein HKD-Motiv
enthaltende Mitglieder der PLD-Superfamilie ein Ping-Pong-Mechanismus vorgeschlagen,
der tiber ein Phosphatidyl-Enzym-Intermediat verlduft. Studien an humaner PLD (Sung et al.,
1997) und Endonuclease Nuc (Gottlin et al., 1998) zur Identifizierung des an der Bindung des
Proteins am Phospholipid beteiligten Aminosiure-Restes zeigten, dass der Histidin-Rest des
HKD-Motives kovalent am Phospholipid gebunden und so das Phosphatidyl-Enzym-
Intermediat gebildet wird.

Stuckey und Dixon (1999) gelang es, mit der Endonuclease Nuc die erste Kristallstruktur
eines Mitgliedes der PLD-Superfamilie aufzukldren und das katalytische Zentrum zu
rekonstruieren. Da die Endonuclease Nuc nur iiber ein HKD-Motiv verfiigt, lagern sich zur
Bildung des katalytischen Zentrums zwei Molekiile sattelformig zu einem Dimer zusammen.
Neben den beiden Histidin-Resten (His94) sind auch die Lysin-Reste (Lys96) der HKD-
Motive und in der Néhe befindliche Asparagin-Reste (Asnl11) wesentlich an der Bindung des
Phosphates beteiligt. Die den Histidin-Resten benachbarten Glutamat-Reste (Glul22)
stabilisieren moglicherweise die ionischen Formen der Histidin-Reste. Daraus wurde
folgender Katalysemechanismus abgeleitet: Der Imidazol-Stickstoff des Histidin-Restes eines
der beiden HKD-Motive geht mit dem Phosphoratom des Substrates eine kovalente Bindung
unter Bildung eines phosphatidylierten Enzym-Intermediats ein, das im Verlaufe des
angenommenen Ping-Pong-Mechanismus gespalten wird und im Falle der Hydrolyse
Phosphatidsdure bzw. im Falle der Transphosphatidylierung ein modifiziertes Phospholipid
freisetzt. Wiahrend bei der Endonuclease beide Histidin-Reste gleichberechtigt zur Bildung
des Intermediats beitragen, fungiert bei der mikrobiellen PLD aus Streptomyces sp. Stamm
PMF (PLDpmr), deren Kristallstruktur im Jahre 2000 von Leiros et al. aufgeklart wurde
(Abbildung 5), ausschlieBlich der Histidin-Rest im N-terminalen HKD-Motiv als Nucleophil.
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Abbildung 5: Raumstruktur der PLD aus Streptomyces sp. Stamm PMF (PDB Accession-
Nr. 1V0S). N, N-Terminus; C, C-Terminus; griin, B-Faltblitter; gelb, a-Helices; rot, Histidin-Reste
der HKD-Motive; schwarz, Lysin-Reste der HKD-Motive; blau, Aspartat-Reste (177 und 455) der
HKD-Motive und am Katalysemechanismus beteiligte Aspartat-Reste (202 und 473).

Das aktive Zentrum der PLDpyr (Abbildung 6a) ist dhnlich dem der Endonuclease Nuc
(Leiros et al., 2004) aufgebaut. Der grofite Unterschied besteht darin, dass die zwei Aspartat-
Reste (Asp202 und Asp473), die im aktiven Zentrum der PLDpyr starke
Wasserstoftbriickenbindungen zu den zwei Histidinen ausbilden, in Endonuclease Nuc als
Glutamat-Reste vorliegen. Besonders interessant ist das aktive Zentrum der Phosphat-
inhibierten Struktur der PLDpyr (Abbildung 6b). His170 dreht sich in Anwesenheit von
Phosphat in Richtung des ,,Einganges* des aktiven Zentrums und iiberfithrt dadurch das
Seitenketten-Sauerstoffatom des negativ geladenen Asp473 in den ungebundenen Zustand.
His170 befindet sich demnach in einer ,duBleren und wahrscheinlich inaktiven

Konformation, wihrend im aktiven Zustand His170 weiter innen lokalisiert ist.
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Abbildung 6: Aktives Zentrum der PLD aus Streptomyces sp. Stamm PMF (Leiros et al., 2004).
a) Nativer Zustand. Zwei Wassermolekiile (OW1 und OW?2) besetzen die Bindungsstellen des
Phosphatanteils des Substrates b) Phosphat-inhibierte PLDpy.

Die seit kurzem vorliegenden Kristallstrukturen der PLDpyr mit kurzkettigem Substrat oder
Produkt (Leiros et al., 2004) gestatten nidhere Einblicke in den Katalysemechanismus. Mit
diesen Kristallstrukturen konnte eindeutig bewiesen werden, dass den beiden Histidin-Resten
des aktiven Zentrums bei der Katalyse verschiedene Aufgaben zukommen (Abbildung 7).
Der Imidazol-Stickstoff des N-terminalen His170 greift das Phosphoratom des Phospholipid-
Substrates nucleophil an. Diesem nucleophilen Angriff folgt die Bildung eines penta-
koordinierten, instabilen Phosphat-Intermediates, bevor das C-terminale His448 als Sdure
fungiert, die den Sauerstoff des freigesetzten Cholins protoniert. Dies fiihrt zur Bildung eines
stabilen tetrahedralen Reaktionsintermediates mit einer kovalenten P-N-Bindung zum His170.
His448 ist nun in der Lage, dass Wassermolekiil zu deprotonieren und Phosphatidsdure

freizusetzen.
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Abbildung 7: Reaktionsmechanismus fir PLD aus Streptomyces sp. Stamm PMF mit
Phosphatidylcholin als Substrat (nach: Leiros et al., 2004). R, Diacylglycerol; R’, Cholin.

Leider ist noch keine dreidimensionale Struktur einer pflanzlichen PLD bekannt, obwohl die
Kristallisation einer PLDa aus Vigna unguiculata gelungen ist (Abergel et al., 2001). Da die
pflanzlichen PLDs wesentlich grofer als die mikrobiellen PLDs sind und der Grad der
Ubereinstimmung der Sequenzen gering ist (<20 %), konnen diese Ergebnisse der PLDpyr

nicht ohne weiteres auf die pflanzlichen PLDs iibertragen werden, obwohl zu erwarten ist,
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dass zumindest der Reaktionsmechanismus prinzipiell gleich verlduft. Diese Erwartung wird
gestiitzt durch eine erst kiirzlich verdéffentlichte, durch molekulare Modellierung basierend auf
der Struktur der PLDpmr, abgeleitete Struktur der katalytischen Region der Sduger-PLDI1
(Exton, 2004; Abbildung 8).

Abbildung 8: Modellierte katalytische Region der PLD1 (Exton, 2004). Die Strukturen im
Zentrum stellen die Histidin- und Lysin-Reste der HKD-Motive dar.

2.6 Zellulare Funktionen sowie Aktivierungs- und Regulationsmechanismen pflanzlicher
PLDs

2.6.1 Funktion der pflanzlichen PLDs in zellularen Prozessen

Eine Beteiligung der PLD an Signalwegen von Phytohormonen (Abscisinsdure, Ethylen),
beim verletzungsinduzierten Lipidabbau, bei der Pflanzen-Pathogen-Interaktion, bei der
Stress-induzierten Membranumgestaltung, bei den Prozessen der Seneszenz und Alterung und
der Membranlipid-Umgestaltung sowie der Proliferation in Pflanzen wird diskutiert (Wang,
2000; Abbildung 9). Die Funktion der PLD in diesen Prozessen wird nachfolgend im
Einzelnen dargestellt.

Durch verschiedene Methoden konnte nachgewiesen werden, dass die PLDa eine wichtige
Rolle bei der Weiterleitung des Abscisinsdure-Signals und der Ausprigung der Wirkung
spielt. So kann zum Beispiel die Stimulation der Seneszenz in Arabidopsis thaliana infolge
von Abscisinsdure-Gabe durch Unterdriickung der Expression des plda-Gens vermindert
werden (Fan et al.,, 1997). Es konnte weiterhin durch Nachweis einer erhohten PLDa-
Promotor-Aktivitit und mRNA-Menge (Fan et al., 1997; Ryu et al., 1995; Xu et al., 1997)

gezeigt werden, dass die Behandlung von Arabidopsis thaliana mit Abscisinséure zu einer
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erhohten PLDa-Genexpression fiihrt, die einen verstirkten Membranabbau, einen niedrigeren
Gehalt an Chlorophyll, eine reduzierte Photosyntheseleistung und einen héheren Verlust an
Ionen verursacht. Auch bei der Behandlung von Aleuronzellen des Endosperms der Gerste
mit Abscisinsdure (Ritchie und Gilroy, 1998) wurde eine erhdhte PLD-Aktivitidt gemessen.
Das macht eine Beteiligung der PLD an der Signalisierung der durch Abscisinsdure
regulierten Samenruhe und Samenkeimung wahrscheinlich. Dariiber hinaus ist die PLD auch
in die Signalkaskade eines zweiten Phytohormons, des Ethylens, einbezogen, das ebenfalls
bei der Stressantwort und der Regulation der Seneszenz eine Rolle spielt.

Der erste spezifische zelluldre Prozess, mit dem die PLD in Verbindung gebracht wurde, ist
der verletzungsinduzierte Lipidabbau, wie er beispielsweise bei der Zerkleinerung und
Homogenisierung von frischem Mohrengewebe (Hanahan und Chaikoff, 1947) beobachtet
wurde. Verwundungen und Verletzungen konnen Pflanzen durch Insektenfrall, Wind- und
Frosteinfliisse und Pathogenbefall zugefiigt werden. Eine Korrelation zwischen dem PLD-
Expressionsmuster und dem Befall von Oryza sativa-Blittern mit Xanthomonas oryzae weist
ebenfalls auf eine Beteiligung der PLD an Pflanzen-Pathogen-Interaktionen hin (Young et al.,
1996).

Ein erhohter Abbau von Membranphospholipiden spielt auch unter Stressbedingungen eine
Rolle, wie zum Beispiel nach Exposition mit Kilte, Trockenheit, y-Strahlung sowie
gasformigen Schadstoffen (z.B. SO;) oder in Folge von Nahrungsmangel (Willemot, 1983;
Voisine et al., 1993; Wang, 2000).

Da Membranen wihrend der Seneszenz und des Alterns ihre Integritt verlieren und dies mit
einer fortschreitenden Abnahme des Membranphospholipidgehaltes und einer korrelierenden
Erhohung des Gehaltes an freien Fettsduren und Sterolen verbunden ist (Thompson, 1988),
wird vermutet, dass der PLD-vermittelte Lipidabbau eine Rolle beim Membranabbau von sich
in der Seneszenz befindlichen Geweben und bei Alterungsprozessen von Samen spielt. Diese
Annahme wird gestiitzt durch den Nachweis einer erhohten PLD-Aktivitit und PA-Bildung in
Nelkenbliiten, Bohnenkotelydonen, Tomatenfriichten, Kohlblittern und Brokkolibliiten
(Thompson, 1988; Voisine et al., 1993; Samama und Pearce, 1993).

Aber auch in jungen, schnell wachsenden Geweben, wie denen des Sprossmeristems, des
Hypokotyls und der axialen Zonen der Knospenbildung, wo der Membranumgestaltung und
den Proliferationsprozessen eine grofle Bedeutung zukommt, wurde ein erhdhtes PLD-
Aktivititniveau beobachtet (Xu et al., 1997). Die Beschleunigung des Zellwachstums und der
Proliferation erfolgt vermutlich {iber die Erzeugung mitoseausldosender Signale und die

Synthese von Intermediaten fiir die Membranlipidsynthese und Membranumgestaltung.
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Weiterhin wurde ein erhohtes PLD-Expressionsniveau in den Verbindungsregionen zwischen
Haupt- und Seitenwurzeln und den Streckungs- und Differenzierungszonen der Wurzeln
beobachtet. Auch hier miissen die Zellen den Anderungen und/oder Schidigungen, die aus
Gewebeexpansionen und Zelldifferenzierungen resultieren, gewachsen sein.

Ein weiterer Prozess, der mit einem schnellen Membranumbau und einer Proliferation

verbunden ist, stellt die Keimung von Samen sowie das Keimlingswachstum dar.

2.6.2 Mogliche Aktivierungsmechanismen der pflanzlichen PLDs

In Abbildung 9 sind mogliche Aktivierungsmechanismen fiir pflanzliche PLDs dargestellt,

die hier kurz erortert werden sollen.

extrazellulares abiotische/biotische Stressfaktoren, Wachstums- und Entwicklungssignale
Signal (z. B. Abscisinsaure, Ethylen)
PLD-Aktivierungs- lokale Anderung der  Aktivierung G-Protein- cytosolischer Anstieg der Zerstérung der
mechanismen PIP-Konzentration  gekoppelter Rezeptoren  Ca?*-Konzentration Membran

PLD-Aktivierung

|

Kopfgruppe

PN PA — , Signalabschwachung
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] \
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! \ PA-regulierte Enzyme
n '\ (z.B. PLC, Proteinkinasen) weitere Metabolite
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Abbildung 9: Mdgliche Mechanismen der Aktivierung und Rolle pflanzlicher PLD im
Metabolismus und im Signalweg (nach: Pappan und Wang, 1999). DAG, Diacylglycerol; DAGPP,
Diacylglycerolpyrophosphat; PA, Phosphatidsdure; PIP, Phosphatidylinositphosphat; PLC,
Phospholipase C; PLD, Phospholipase D.

Extrazellulire Signale werden von Membranrezeptoren registriert und tiiber Kaskaden
gekoppelter Reaktionen ins Zellinnere weitergeleitet. Die Signaliibertragung durch G-Proteine
verlduft in enger Assoziation mit der inneren Seite der Zellmembran. Pflanzliche PLDs

werden aller Wahrscheinlichkeit nach durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert.
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Ca’"-Ionen als einem wichtigen second messenger in pflanzlichen Zellen wird eine
aktivierende und regulatorische Wirkung auf pflanzliche PLDs zugeschrieben. Die
Konzentration des freien Ca®" im Cytosol ist sehr niedrig und liegt bei 100 nM. Im
Extrazellulirbereich liegt die Ca’’-Konzentration dagegen im millimolaren Bereich. An der
Regulation sind die folgenden Prozesse beteiligt: die Freisetzung aus Ca>"-Speichern, der
Ca**-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum iiber verschiedene membranstindige Ca®"-Kanile
sowie der Riicktransport in die Ca®"-Speicher. Bei Offnung der Ca’"-Kanile steigt die
cytosolische Ca*"-Konzentration auf ca. 1 pM. Unter diesen Bedingungen arbeiten die Ca*'-
Transportsysteme sehr effizient. Bei einem Anstieg der Ca’>"-Konzentration auf 10 uM, z.B.
infolge einer Zellschidigung, wird ein fiir die Zelle kritscher Wert erreicht, und Ca®" wird mit
Hilfe von Ca®'-Transportern der inneren Mitochondrienmembran in die Mitochondrien
eingeschleust.

Ein weiteres wichtiges Regulationselement ist die Phosphatidsdure (PA), die durch PLD-
katalysierte Hydrolyse gebildet wird und metabolisch instabil ist, da sie der
Cytidindiphosphodiacylglycerol-Synthase  als  Substrat fiir die Herstellung von
Cytidindiphosphodiacylglycerol (CDP-DAG) dient. CDP-DAG ist ein wichtiger
Ausgangsstoff fiir die Synthese der sauren Phospholipide (Kent, 1995). Die dafiir benétigten
Kopfgruppen werden entweder neu synthetisiert, oder es wird die bei der PLD-katalysierten
Hydrolyse freigesetzte Kopfgruppe  wiederverwendet. Die  PLD-katalysierte
Transphosphatidylierung konnte bisher in Pflanzen nicht direkt nachgewiesen werden. Die
regulatorische Wirkung von PA in Pflanzenzellen beruht zum einen darauf, dass PA in
Membranen bei Anwesenheit von Ca**-Ionen bevorzugt hexagonale Phasen bildet (Cullis et
al., 1986), deren Einlagerung in intakte Membranen eine Destabilisierung der Bilayerstruktur
bewirkt und zu einer Erhdhung der negativen Ladung fiihrt, in deren Folge noch mehr Ca** in
die Zellen eindringen kann. Zum anderen kann durch Dephosphorylierung mit Hilfe einer
Phosphohydrolase Diacylglycerol (DAG) aus PA gebildet werden. DAG ist ein wichtiger
second messenger, der primér iiber die Stimulierung der Proteinkinase C wirkt. Durch die
PLA; kann PA des Weiteren zu Lysophospholipiden und freien Fettsduren umgesetzt werden,
die anschlieBend iiber den Octadecanoid-Weg zu biologisch aktiven Molekiilen, wie z.B.
Jasmonséure, metabolisiert werden (Munnik et al., 1998). Jasmonsdure und ihre Methylester
sind hormondhnliche Signalsubstanzen, die unter anderem wie auch die Abscisinsdure die
Seneszenz auslosen.

Weiterhin aktiviert das durch die PLD-katalysierte Hydrolyse freigesetzte PA auch die
Phosphatidylinositol-5-phosphat-Kinase, die PKC sowie die PLC, die von besonderer
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regulatorischer Bedeutung fiir die Spaltung von Inosit-haltigen Phospholipiden ist und die
Freisetzung von DAG und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs;) aus Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) katalysiert. PIP, wird aus Phosphatidylinositol (PI) durch die
Phosphorylierung des Inosit-Restes in 4 und 5’-Stellung mittels spezifischer Kinasen gebildet.
PIP, kann auch durch die Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat-Kinase weiter zu
Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat, einem membranstindigen Botenstoff, phosphoryliert
werden. Die beiden second messenger IP; und DAG l6sen weitere spezifische
Reaktionsketten aus. IP3 aktiviert die Freisetzung von Ca®’, wihrend DAG, wie bereits oben
erwahnt, primédr iiber die Stimulierung der PKC wirkt. Aus DAG kann durch die
Diacylglycerolkinase wiederum PA  gebildet werden. Durch die Bildung von
Diacylglycerolpyrophosphat infolge der Phosphorylierung von PA kommt es hingegen zu
einer Abschwéchung der Signalgebung (Munnik et al., 1998).
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3.1 Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

Ammoniumsulfat

Ampicillin, Natriumsalz
L-Arabinose
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Caseinhydrolysat
Chloramphenicol

Chloroform
Coomassie-Brillant-Blau G 250
dNTP-Mix

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsiure
Gene Ruler™ 1kb DNA Leiter
D-Glucose

Glycerin (87 %, 100 %)
Glycin

Hefeextrakt

n-Hexan (>99 %)
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Kanamycin

Kupfersulfat (Pentahydrat)
Milchpulver
Natriumdodecylsulfat
2-Octanol (97 %)
Octyl-Sepharose CL-4B
Phenyl-Sepharose 6 Fast flow
Phosphatidyl-p-nitrophenol

Applichem GmbH, Darmstadt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Eurogentec Deutschland GmbH, Kdln
Applichem GmbH, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Applichem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck Biosciences, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck Biosciences, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Thermo Hybaid GmbH, Ulm

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Applichem GmbH, Darmstadt

Merck Biosciences, Darmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Oxoid Ltd., Basingstoke (England)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

synthetisiert von Dr. R. Schops, MLU
Halle-Wittenberg
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Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsdure)
p-Nitrophenol

Q-Sepharose Fast flow
Regenbogenmarker
Rinderserumalbumin
Trichloressigsdure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypton

Tween 20

3.2 Enzyme
Pfu-DNA-Polymerase (3 U/ul)
Restriktionsenzyme

Ban I, Ban II, Bgl I, BspM I, BstAP 1,

BstB I, Fsp I, Nco I, Nde I, Nsi I, Hind 111,

Sal I, Sap I, Sfc I, SnaB I, Tfi I
E. coli RNase H (2 U/pl)
RNaseOUT™ (40 U/ul)

Shrimp alkalische Phosphatase (1 U/ul)

SuperScript™III RT (200 U/ul)
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

T4-DNA-Ligase (200 U/ul; 1 WeissU/ul)

3.3 Antikorper
Anti-Kohl-PLD2-Antikorper
aus Kaninchen
Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper

aus Esel

3.4 Phospholipide
Soja-Phosphatidsdure
Soja-Phosphatidylcholin
Soja-Phosphatidylglycerol

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Pierce, Rockford (USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Applichem GmbH, Darmstadt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Promega Deutschland GmbH, Mannheim
New England Biolabs GmbH, Frankfurt (Main)

Promega Deutschland GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs GmbH, Frankfurt (Main)
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Comenius-Universitdt Bratislava (Dr. J. Rajcani)

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

Lipoid GmbH, Ludwigshafen
Lipoid GmbH, Ludwigshafen
Lipoid GmbH, Ludwigshafen
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3.5 Kits
ECL-Plus Western Blotting Detection Kit Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
LMW Calibration Kit for SDS Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

Electrophoresis

Micro BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce, Rockford (USA)

PolyATtract® System 1000 Promega Deutschland GmbH, Mannheim
PUREGENE® DNA Isolation Kit Gentra Systems, Minneapolis (USA)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen GmbH, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden

QuikChange™ Site-Directed Stratagene Europe, Amsterdam (Niederlande)

Mutagenesis Kit

QuikChange™Multi Site-Directed Stratagene Europe, Amsterdam (Niederlande)
Mutagenesis Kit

SequiTherm EXCEL II DNA Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf
Sequencing Kit-LC

TOPO TA Cloning Kit for Sequencing Invitrogen GmbH, Karlsruhe

3.6 Oligonucleotide

Die verwendeten Oligonucleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) bezogen.
In den nachfolgend aufgefiihrten Oligonucleotiden sind die zur Ausgangssequenz veridnderten
Basen gelb markiert, die dabei eingefiihrten Restriktionsschnittstellen unterstrichen bzw. die
entfernten Restriktionsschnittstellen durch Streichung des entsprechenden Restriktionsenzyms
dargestellt. Blau gekennzeichnet sind die Plasmide, die in Abweichung zum Wildtyp-Plasmid
als Template fiir die Mutagenese-PCR eingesetzt wurden. Bei den Oligonucleotiden fiir das
QuikChange-Mutagenese-Verfahren wurde nur der forward-Primer angegeben. Der reverse-

Primer ist entsprechend revers komplementir.

Primer fur die Sequenzbestimmung der Mohn-PLD-Isoenzyme

Start Mohn PLDfw 5" -ATG GCT CAG ATT YYT CTC CAY GGA ACT CTC CA-3~
MohngF3-1rv 57-ATT AGT AGA GAG AAA GAA GGA TAG AAC-3~
MohngF3-2rv 57 -GAG AAA GAA GGA TAT AAG TAC ATA ACC-3~
MohnPLD2F2rv 57-CGT ACA TCA TGT CCC AAG TCC-3~
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Primer fur die Klonierung der Mohn-PLD-Isoenzyme
QuikChange-Mutagenese-Verfahren

Ancol mohnfw 57-GAT TCT GAA ATT GCA ATG GGA GGT TAC-3~
A2ncol mohnfw 5°-CAG ATT TCT CTC CAC GGA ACT CTA CAT G-3~
Ahindlll mohnfw 57-GTT CTT TAG GAA ACT TGT GGA AAA C-3~

PCR-Verfahren

mohn ncofw 57 -CCG CGA ATT CGT CCC CAT GGC TCA GAT TT-3~

mohnlhindrv 57 -AGA GAG AAA GAA GGA AGC TTA CTA TGT TGT GAG AAT AGG-3~
mohn2hindrv 57 -AAG AAG GAT ATA AGT AAG CTT ACT ATG TAG TGA GAA TTG-37

Primer fur die Klonierung der Kohl-PLD2
QuikChange-Mutagenese-Verfahren

Ancopld2fw 57-CTC GTG GCC AGG TTC ATG GGT TCC GTA T-3°

mutncofw 5"-GAA GGA GAT ATA CCC ATG GCC CAG CA-3~

mutxbafw 57-CCT TAC AAC TTA ATA GAA TCT AGA ACC GGC TGC TAA
CAA AG-3~

PCR-Verfahren
pTWIN1 fw 5°-GTT TAA CTT TAA GAA GGC TCT TCC AAC ATG GC-3~
PTWINI rv 5°-GCG CAG GAA GAG CTC TAT TAA GTT GTA AGG ATT G-3~

Primer fur die Mutagenese der Kohl-PLD2

Enzymvarianten in den katalytischen Motiven
QuikChange-Mutagenese-Verfahren

T264Dfw

57-CTT AAA AAG AAA GCT GAC GAA GGC GTT AG-3~

H333Dfw

57-GCC ATG TTC ACG CAT GAT CAG AAG ATC GTA GTT G-3~
K335Rfw Sfe I (G/TRYAG)

57-GTT CAC GCA CCA CCA ACG TAT AGT AGT TGT GGA CAG C-3~
D340Efw Tfi I (G/AWTC)

57 -GAA GAT CGT AGT TGT GGA ATC CGA GGT GCC GAG CCA-3~
Q334Sfw Bst BI (TT/CGAA)

57-CCA TGT TCA CGC ACC ATT CGA AGA TCG TAG TTG TGG AC-3~
V339TE342AV343Mfw Band (G/GYRCC)

57-AGA AGA TCG TAG TTA CTG ACA GCG CGA TGC CGA GCC AAG-3~
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H663Dfw

57-CTT CAT GAT CTA CGT CGA

ZM K665R/S664Hfw
57 -CAT GAT CTA CGT CCA TTC

K665Rfw (ZM K665R/S664H)
5°-GAT CTA CGT CCA TTC GCG
S664Hfw (ZM K665R/S664H)
57-CAT GAT CTA CGT CCA CCA

D670Efw

57-TGA TGA TTG TTG AGG ATG

C-terminale Enzymvarianten

QuikChange-Mutagenese-Verfahren

A 812pRSET5afw

Sal I (GITCGAC)
CAG CAA AAT GAT
Bst BI (TT/CGAA)
GAA AAT GAT GAT
BstBI (TT/CGAA)
CAT GAT GAT TGT
BstBI (TT/CGAA)
CAA AAT GAT GAT

GAT TG-3~

TGT TGA C-37

TGA CG-3~

TGT TGA C-37

AGT ACA TTA TC-3~

Sna BI (TAC/GTA)

5°-CCT GCC TCC AAT CCT TAC

A 812pET-28b(+)fw
57 -CCT CCA ATC
A 808-812fw

5 -GAA ACA AAG
A 804-812fw

5" -CGT ATC CTC
A 801-812fw

5" -CGT ATC CTC
T812Afw (A 812)
57 -GCC TCC AAT
T812Cfw (A 812)
57 -TCC AAT CCT
T812Dfw (A 812)
5" -ATC CTT ACG
T812Ffw (A 812)
57 -GCC TCC AAT
T812Gfw (A 812)
57 -TCC AAT CCT
T812Kfw (A 812)
57 -TCC AAT CCT
T812Nfw (A 812)
5" -TCC AAT CCT

CTT

TAG

GGA

GGA

CCT

TAC

GAT

CCT

TAC

TAC

TAC

ACT

AAC

TAA

TAC

GTG

TAA

TAC

GGG

GAA

GAA

ACG

TAG

ACC

AAA

CAA

AGC

CTA

TAG

ATT

CTA

ATA

CTA

GTA GTA ATA GAA

Sna BI (TAC/GTA)
TAA TAG AAG CTT

GCT TGA TCC GGC-3~

GC-3~

BspAd (ACCTGCNNNN))

TCC CTT AAA TCC

TTA CAA CTT AAT AGA A-37

Bsp-MI (ACCTGCNNNN/)

GTA TAA TTC CTG

AGT AGA CTA C-3~

SaaBI (TAC/GTA)
GTA ATA GAA GCT
Sna-BI (TAC/GTA)
ATA GAA GCT TGA
Sna-BI (TAC/GTA)
AAG CT-3"

Sna-BI (TAC/GTA)
CTA ATA GAA GCT
Sna-BI (TAC/GTA)
ATA GAA GCT TGA
SaaBI (TAC/GTA)
ATA GAA GCT TGA
SaaBI (TAC/GTA)
ATA GAA GCT TGA

CCT CCA ATC CTT AC-3~

TGA TCC-3~

T-3°

TGA TCC-3~
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T812Rfw (A 812) Saa-BI (TAC/GTA)

57 -TCC AAT CCT TAC GCG TTA ATA GAA GCT TGA T-3~
T812Sfw (A 812) Saa-BI (TAC/GTA)

57 -GCC TCC AAT CCT TAC ATC TTA ATA GAA GCT TGA TCC-3~
T812Viw (A 812) SwaBl (TAC/GTA)

5 -TCC AAT CCT TAC GGT GTA ATA GAA GCT TGA T-3~
T812Yfw (A 812) SnaBE (TAC/GTA)

57 -GCC TCC AAT CCT TAC ATA CTA ATA GAA GCT TGA TCC-3~

PLD2+SpRSET5afw Hind-LH (A/AGCTT)
5 -CAA TCC TTA CAA CTT CTT AGC AGC TTG ATC CGG C-3~

PLD2+SpET-28b(+)fw Hind-HE (A/AGCTT)
5" -CAA TCC TTA CAA CTT CTT AGC AGC TTG CGG CGG-3~

Cystein-Enzymvarianten

QuikChange-Mutagenese-Verfahren

C181Sfw Ban I (GRGCY/C)

5" -GAG ACA GGG CTC CAA AGT TTC TTT-3~

ZM C307S/C310Sfw Bst API (GCANNNN/NTGC)

5 -TAG CGA AGT GCA TTC TGT GCT GTC TCC ACG TAA CCC T-3~
C307Sfw (ZM C307S/C3108) Bst4LRI (GCANNNN/NTGC)

5" -GAA GTG CAT TCT GTG TTG TGT CCA CGT AAC CCT-3~
C310Sfw (ZM C307S/C3108) Bst4RI (GCANNNN/NTGC)

57 -GCG AAG TGC ATT GTG TGT TGT CTC CAC GTA AC-3~
C741Sfw Asid (ATGCA/T)

57-CTC GAG CTT GGA ATC CAT TGA GAA AGT TA-3~

MultiQuikChange-Mutagenese-Verfahren

C85S Fsp I(TGC/GCA)

5”-P-CCT TCC ACA TCT ACT CTG CGC ACA TGG CTT CAG-3~
C212S Bgl I (A/GATCT)

5" -P-CTC ACA GAT CTT GGG AGG ATA TT-3~

C365S

5" -P-GTA TTG ATC TCT CCG ACG GAC GTT-3~

C625S

57-P-GAC GTT CTT CTC CCT TGG AAA C-3~
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Enzymvariante V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/G349Q/S350Q/A351/A352/M356V

QuikChange-Mutagenese-Verfahren

V339T/E342A/V343Mfw

Band (G/IGYRCC)

57-AGA AGA TCG TAG TTA CTG ACA GCG CGA TGC CGA GCC AAG-3~

A351/352fw (V339T/E342A/V343M)
5" -CCA AGG AGG AGG GTC GAG GAG GAT CAT GAG C-3~

Q346E/G348S/G349Q/S350Q/M356Viw (V339T/E342A/V343M/A351/A352)

57-GAG GTG CCG AGC GAA GGA AGC CAA CAG AGG AGG ATC GTG AGC TTT GTC

GGA-3~

Sequenzierungsprimer

M13fw
M13rv
T7promotor
T7terminator
pBAD22fwseq
pBAD22rvseq
SspDnaBinteinfw
Mxelnteinrv
PLD2midfw
Sonde2rv
Mohnseqfw

Mohnseqrv

3.7 Plasmide

pBAD22
pCR4-TOPO
pET-28b(+)
Kohlpld2pRSET5a
pUBSS520

pTWIN I

57 -1RD800-TGT
57 -1RD800-CAG
57 -1RD800-CGA
57 -1RD800-GCT
57 -1RD800-CTG
57 -1RD800-GGC
57 -1RD800-ACT
57 -1RD800-GGC
57 -1RD800-GTT
5" -1RD800-TTA
57 -1RD800-CAA
57 -1RD800-TGC

AAA
GAA
AAT
AGT
TTT
TGA
GGG
ACG
CAG
CCA
CTT
GGT

ACG
ACA
TAA
TAT
CTC
AAA
ACT
ATG
GAC
CCY
GAG
CGA

ACG
GCT
TAC
TGC
CAT
TCT
CCA
TCG
GTT
TGC
AGA
TGA

GCC
ATG
GAC
TCA
ACC
TCT
TCG
GCG
GGA
TTT
GCT
TGT

AGT-3~
ACC-3~

TCA C-3~

GCG GTG G-37
CGT T-37
CT-37

TTT CT-37
ATG-3"
CAC-3~

CTC CAT CTC TGC TC-3~

TTC TGA-3~
TGT C-37

Amp', Beckwith Lab., Boston (USA)

Kan', Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Kan', Merck Biosciences, Darmstadt
Amp', Dr. I. Schiffner (Schéffner et al., 2002)
Kan', Dr. I. Schiffner (Schiffner et al., 2002)

Amp', New England Biolabs GmbH, Frankfurt (Main)
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3.8 Bakterienstamme

E. coli BL21(DE3) (Merck Biosciences)

E. coli ER 2566 (NEB)

E. coli Rosetta(DE3)

(Merck Biosciences)

E. coli Rosetta(DE3)pLysS

(Merck Biosciences)

E. coli TOP 10 (Invitrogen)

E. coli XL1-Blue (Stratagene)

E. coli XL10-Gold ultrakompetent
(Stratagene)

3.9 Kulturmedien

Luria Bertani (LB)-Flissigmedium:

F ompT hsdSp (rgm'g) gal dem (DE3)

F X fhuA?2 [lon] ompT lacZ:: T7 gene 1 gal
sulA11 A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-
73::miniTnl0)(TetS) endAl [dcm]

F ompT hsdSp (rs'mp’) gal dem lacY]
(DE3) pRARE (Cm")

F ompT hsdSp (rsmg’) gal dem lacY]
(DE3) pLysSRARE (Cm®)

FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80 lacZ AM15
AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (str") endA1 nupG

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 reldl
lac [F’ proAB lacl*ZAM15 Tnl0 (tet")]

Tet® A(mcrd)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAllac Hte
[F" proAB lacl?ZAM15 Tnl0 (tet®) Amy Cm"]

LB-Fliissigmedium enthélt pro Liter 10 g NaCl, 10 g Trypton und 5 g Hefeextrakt.

2 x YeastTrypton (2 x YT)-Fliussigmedium:

2 x YT-Fliissigmedium enthilt pro Liter 10 g NaCl, 20 g Trypton und 10 g Hefeextrakt.

LB-Agarplatten:

LB-Agarplatten bestehen aus LB-Fliissigmedium, dem 20 g Agar pro Liter zugesetzt wurde.
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Den Medien wurden die entsprechenden Antibiotika zugesetzt (Ampicillin 50 bis 100 pg/ml
[Amp], Choramphenicol 25 pug/ml [Cm], Kanamycin 10 bis 50 ug/ml [Kan]).

SOC-Medium:
SOC-Medium enthélt pro Liter 10 g Caseinhydrolysat, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 12,5 ml
1 M MgCl,-Losung, 12,5 ml 1 M MgSO4-Lsung und 20 ml 20% (w/v) Glucoseldsung.

3.10 Pflanzenmaterialien
Die Schlafmohnsamen der Sorte Papaver somniferum L. Vahovecky wurden von Dr.
L. Bezakova (Pharmazeutische Fakultit der Comenius-Universitit Bratislava) zur Verfligung

gestellt.
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4 Methoden

4.1 Keimung der Schlafmohnsamen

In einer Petrischale wurden Samen der Sorte Papaver somniferum L. Vahovecky auf zuvor
mit Leitungswasser angefeuchtetem Filterpapier zur Keimung gebracht. Die Petrischalen
wurden 4 Tage bei 25°C im Dunkeln aufbewahrt. Die 4 Tage alten Keimlinge wurden mit
einer Pinzette vom Endosperm separiert und als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung der

genomischen DNA sowie der Gesamt-RNA/mRNA verwendet.
4.2 Praparation von Nucleinsauren

4.2.1 Isolierung von mRNA aus Schlafmohn

Die Isolierung der mRNA erfolgte direkt aus 4 Tage alten Keimlingen mit dem PolyATtract®
System 1000. Dazu wurden 100 mg 4 Tage alte Schlafmohnkeimlinge der Sorte Papaver
somniferum L. Vahovecky mittels Morser und Pistill mit wenig Seesand und fliissigem
Stickstoff homogenisiert. Das dabei entstandene Gewebepulver wurde nach Anleitung des
Kit-Herstellers weiter aufgearbeitet. Die mRNA wurde mit 800 pl RNase-freiem Wasser
eluiert und nachfolgend durch Ethanolpréizipitation konzentriert (4.2.3).

4.2.2 DNA-Préparation

4.2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Schlafmohn

Fiir die Isolierung der genomischen DNA wurden 1000 mg 4 Tage alte Schlafmohnkeimlinge
der Sorte Papaver somniferum L. Vahovecky als Ausgangsmaterial mittels Mdrser und Pistill,
Seesand sowie fliissigem Stickstoff homogenisiert. Die Isolierung erfolgte mit dem

PUREGENE® DNA Isolation Kit nach Anleitung des Herstellers.

4.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmide aus der Bakterienkultur erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep
Kit nach Anleitung des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde 2 x mit 40 pl Puffer EB (10 mM
Tris/HCI, pH 8,5) eluiert.
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4.2.2.3 DNA-Isolierung aus dem Agarosegel
Zur Isolierung der DNA wurde diese mit einem Skalpell aus dem Agarosegel (4.2.5)

ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aus dem Agarosegelstiick nach
Anleitung des Herstellers extrahiert. Die DNA wurde 2 x mit 30 pul Puffer EB (10 mM
Tris/HCI, pH 8,5) eluiert.

4.2.3 Ethanolprazipitation der Nucleinsauren

Zur Nucleinsdureprobe wurde 1/10 Volumen 3 M Natriumacetatpuffer, pH 5,2, zugegeben,
gut gemischt und mit dem 2,5-fachen Volumen 100 %igem FEthanol gefillt. Der
Féllungsansatz wurde bei -80°C (RNA) oder Raumtemperatur (DNA) 10 min bis 2 h (in
Abhingigkeit von der Menge der zu fdllenden Nucleinsdure) inkubiert und anschlieBend
zentrifugiert. Durch nachfolgendes Waschen mit einem Volumen 70 %igem Ethanol wurde
das mitgefillte Salz groBtenteils entfernt. Das Nucleinsdurepellet wurde 2 min an der Luft
(RNA) bzw. unter Vakuum (SpeedVac-Savant; LifeScience-International GmbH, Frankfurt
am Main; DNA) getrocknet und entsprechend dem weiteren Verwendungszweck im

jeweiligen Puffer gelost.
4.2.4 Konzentrations- und GroéfRenbestimmung von Nucleinsduren

4.2.4.1 Konzentrationsbestimmung der Nucleinsauren

Die Konzentration von Nucleinsdurelosungen (>25 pg/ml) wurde photometrisch in einem
Ultrospec 3000 Spektrophotometer (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) bei
260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Ein Absorptionswert ODyg0nm von 1 entspricht
50 pg/ml  doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml einzelstringiger DNA und 33 pg/ml
einzelstringiger RNA (Sambrook et al., 2001). Die Reinheit der Nucleinsdurelosung wurde
durch Bestimmung des Verhiltnisses ODj6onm/ODasonm-Wert — gepriift.  Geringere
Konzentrationen koénnen im  Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel anhand des

Molekulargewichtsmarkers abgeschétzt werden.

4.2.4.2 Grolienbestimmung der Nucleinsauren

Die GroBenbestimmung der  Nucleinsduren erfolgte mit  Hilfe eines

Molekulargewichtsstandards (Gene Ruler™ 1kb DNA Leiter) im Agarosegel (4.2.5).
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4.2.5 Agarosegelelektrophorese

Fiir die Agarosegelelektrophorese wurden 0,5 bis 2 % ige (w/v) Gele verwendet. Den DNA-
Losungen wurde Probenpuffer zugegeben (10 x DNA-Probenpuffer: 50 % [v/v] 20 x TAE,
49,75 % [v/v] Glycerin, 0,25 % [w/v] Bromphenolblau). Die Elektrophorese wurde bei
5 V/em Elektrodenabstand mit TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA, pH 8§,0)
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die DNA in einer Ethidiumbromidlésung (1,5 pg/ml in
TAE) angefarbt und nach Spiilen mit Wasser mittels UV-Licht ausgewertet.

4.3 cDNA-Synthese

1 pl genspezifischer cDNA-Synthese-Primer (2 pmol; MohngF3-1rv fiir pld] bzw. MohngF3-
2rv fir pld2; 3.6), 11 ul mRNA (bis zu 500 ng) und 1 ul ANTP-Mix (10 mM) wurden zur
Auflésung von Sekundirstrukturen 5 min bei 65°C inkubiert. Nach Abkiihlen auf Eis wurden
folgende Reagenzien in angegebener Reihenfolge zupipettiert: 4 ul 5 x Erst-Strang-Puffer,
1 ul 0,1 M DTT, 1 ul RNaseOUT™ (40 U/ul) und 2 pl SuperScript™IIl RT (200 U/ul). Der
Reaktionsansatz wurde 1h bei 55°C inkubiert und anschlieBend durch 15-mintitige
Inkubation bei 70°C inaktiviert. Fiir die nachfolgende Amplifizierung mittels PCR war es
erforderlich, die zur cDNA komplementire mRNA durch RNase H zu entfernen. Dazu
wurden dem inaktivierten cDNA-Synthese-Ansatz 1 ul (2 U) E. coli RNase H-Losung
zugegeben und 20 min bei 37°C inkubiert.

4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung des unbekannten Sequenzbereiches der cDNA bzw. der genomischen
DNA und zur Einfilhrung von Restriktionsschnittstellen fiir nachfolgende Klonierungen

wurde die Polymerasekettenreaktion angewendet.

1. PCR-Ansatz zur Bestimmung der Nucleotidsequenz der mRNA (jeweils 50 pl-Ansatz pro
Isoenzym): 5 ul 10 x Pfu-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer

1 pul ANTP-Mix (10 mM)

1 ul Start Mohn PLDfw (10 pmol)

1 ul MohngF3-1rv bzw. MohngF3-2rv (jeweils 10 pmol)

2 ul cDNA (cDNA der Mohn-pld1 bzw. der Mohn-pld2; 4.3)

1 ul Pfu-DNA-Polymerase

39 ul steriles, deionisiertes Wasser
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2. PCR-Ansatz zur Bestimmung der Nucleotidsequenz der genomischen DNA (8 x 50 pl-

Ansitze fiir Gradienten-PCR):

5 ul 10 x Pfu-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer
1 ul ANTP-Mix (10 mM)

1 pl Start Mohn PLDfw (10 pmol)

1 ul MohnPLD2F2rv (10 pmol)

0,5 pl genomische DNA (2,3 pg/ul; 4.2.2.1)

1 ul Pfu-DNA-Polymerase

40,5 pl steriles, deionisiertes Wasser

Cycle-Profil fiir 1. und 2. PCR-Ansatz: Denaturierung
Denaturierung
Annealing
Synthese
Synthese

Pause

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C
4°C

3 min
1 min
1l min » 40 Zyklen
6 min

6 min

Die Gradienten-PCR wurde bei folgenden Annealing-Temperaturen durchgefiihrt: 50,0°C,
51,3°C, 53,5°C, 56,6°C, 61,2°C, 64,5°C, 66,7°C und 68,0°C. Zur Auswertung der PCRs

wurde jeweils 1/10 des Volumens des Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel aufgetragen.

3. PCR-Ansatz zur Einfilhrung von Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung von

Mohnpldl sowie Mohnpld?2 in den Vektor pET-28b(+) (50 pl-Ansatz):

5 ul 10 x Pfu-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer
1 ul ANTP-Mix (10 mM)
1 ul mohn ncofw (10 pmol)

1 ul mohnlhindrv bzw. mohn2hindrv (jeweils 10 pmol)
1 ul pld1pCR4-TOPO bzw. pld2pCR4-TOPO (Ancol/A2ncol/AhindIII; 40 ng)

1 ul Pfu-DNA-Polymerase

40 pl steriles, deionisiertes Wasser
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Cycle-Profil: Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 92°C 1 min
Annealing 55°C 1 min » 30 Zyklen
Synthese 72°C 6 min
Synthese 72°C 6 min
Pause 4°C

4. PCR-Ansatz zur Einfilhrung von Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung von

Kohlpld2 in den pTWIN1-Vektor (50 pl-Ansatz):

5 ul 10 x Tag-DNA-Polymerase-Reaktionspuffer
2,5 ul ANTP-Mix (10 mM)

1 pl pTWINIfw (50 pmol)

I ul pTWINIrv (50 pmol)

1 pl Kohlpld2pRSETS5a (3.7; 40 ng)

1 ul Tag-DNA-Polymerase

38,5 ul steriles, deionisiertes Wasser

Cycle-Profil: Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 92°C 1 min
Annealing 45°C 1 min » 30 Zyklen
Synthese 72°C 5 min
Synthese 72°C 5 min
Pause 4°C

4.5 Subklonierung von PCR-Produkten in den pCR4-TOPO-Vektor

Um die bei der Verwendung der Pfu-DNA-Polymerase entstandenen PCR-Produkte in den
pCR4-TOPO-Vektor ligieren zu kdnnen, war das Anfiigen von 3’-A-Uberhiingen an die
glatten DNA-Enden durch 7ag-DNA-Polymerase notwendig. FEin typischer Tag-
Reaktionsansatz (10 pl) enthielt: 5 pl gereinigtes PCR-Produkt, 3 ul steriles, deionisiertes
Wasser, 1 pl 10 x Tag-Reaktionspuffer, 0,5 pl dNTPs (10 mM) und 0,5 ul 7ag-DNA-
Polymerase. Nach einer 15-miniitigen Reaktion bei 72°C erfolgte die Subklonierung dieser
modifizierten PCR-Produkte in den pCR4-TOPO-Vektor mit dem TOPO TA Cloning Kit for

Sequencing nach den Angaben des Herstellers.
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4.6 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese ermoglicht den gezielten Austausch, die gezielte Einfiihrung
(Insertion), oder die Entfernung (Deletion) von Aminoséduren. Es werden zwei Primer
(Oligonucleotide; 3.6) benétigt, ein forward-Primer und ein reverse-Primer, die beide die
gewiinschte Mutation enthalten. Zur Erleichterung des Screenings ist es von Vorteil, in die
proteincodierende DNA-Sequenz eine Restriktionsschnittstelle einzufligen bzw. eine

vorhandene zu entfernen.

4.6.1 QuikChange-Mutagenese

Der QuikChange'Site-Directed Mutagenesis Kit wurde fiir die ortsgerichtete Mutagenese
einzelner bzw. benachbarter Aminosduren verwendet und nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Fiir die Mutagenese-PCR mit dem Primerpaar 5'-GAG GTG CCG AGC GAA
GGA AGC CAA CAG AGG AGG ATC GTG AGC TTT GTC GGA-3" (Primerbezeichnung
Q346E/G348S/G349Q/S350Q/M356V) wurde aufgrund der Linge der Primer das Protokoll
fiir eine Zwei-Stufen-PCR von Wang et al. (1999) verwendet.

4.6.2 MultiQuikChange-Mutagenese

Um den gleichzeitigen Austausch zweier nicht unmittelbar benachbarter Aminosduren zu
ermoglichen, wurde die Mutagenese nach Angaben des Herstellers mit dem

QuikChange™Multi Site-Directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt.

4.7 Verdau mittels Restriktionsendonucleasen

Der Restriktionsverdau wurde zum einen fiir die Analyse der nach Subklonierung, Klonierung
sowie Mutagenese erhaltenen Kolonien und zum anderen fiir Insert- sowie
Vektorpriparationen in Vorbereitung der Klonierung verwendet. In einem 10 pul Ansatz
(1 pl 10 x Reaktionspuffer; 0,2 bis 1 pg Plasmid; 1 bis 10 U Restriktionsenzym; 0,1 ul BSA
[100 pg/ml], Zugabe abhéngig vom Enzym) wurden die aus den Kolonien isolierten Plasmide
(4.2.2.2) mit den entsprechenden Restriktionsendonucleasen 1 bis 2 h bei der vom Hersteller
angegebenen Temperatur verdaut und agarosegelelektrophoretisch analysiert.

Die Insert- und Vektorprdparationen wurden in einem 100 pl-Ansatz (10 pl
10 x Reaktionspuffer; 10 bis 40 ug PCR-Produkt, Plasmid bzw. Leervektor; 30 bis 60 U
Restriktionsenzym; 10 ul BSA [100 pg/ml], bei Xba I erforderlich) mit den entsprechenden
Restriktionsendonucleasen 12 bis 20h bei 37°C verdaut. AnschlieBend wurden die

Restriktionsenzyme durch 20-miniitige Inkubation bei 65°C inaktiviert. Die Fragmente
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wurden mittels Agarosegel getrennt und die gewlinschten Fragmente, das p/d-Gen sowie der

linearisierte Vektor aus dem Gel isoliert (4.2.2.3).

4.8 Dephosphorylierung

Um eine Selbstligation des Vektors zu vermeiden, wurde die mit den entsprechenden
Restriktionsendonucleasen verdaute Vektor-DNA an den 5°-Enden durch eine einstiindige
Inkubation mit Shrimp alkalischer Phosphatase (1 U fiir 100 pl-Ansatz) bei 37°C
dephosphoryliert. Durch eine nachfolgende 20-miniitige Inkubation bei 65°C erfolgte die

Inaktivierung der alkalischen Phosphatase.

4.9 Ligation

Die Ligation des pld-Gens in den mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen Vektor
erfolgte in einem 20 pl-Ansatz (2 ul 10 x Reaktionspuffer; 2,5 mM ATP; 2 U [Weiss] T4-
DNA-Ligase; 100 ng Insert und Vektor im molaren Verhéltnis 5: 1) fiir 2 Stunden bei 25°C.
Der gesamte Ligationsansatz wurde in chemisch kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen

transformiert.
4.10 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

4.10.1 Transformation in chemisch kompetente E. coli-Zellen

100 ul chemisch kompetente E. coli-Zellen (XL1-Blue; ER 2566) wurden mit der zu
transformierenden DNA (20 pl-Ligationsansatz oder 4 ng Plasmid-DNA) gemischt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien fiir 40 Sekunden bei 42°C
(Hitzeschock) inkubiert und 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 250 ul SOC-Medium
wurden diese 1 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf

einem selektiven Medium ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.10.2 Transformation in elektrokompetente E. coli-Zellen

50 ul elektrokompetente E. coli-Zellen (BL21(DE3); Rosetta(DE3); Rosetta(DE3)pLysS;
XL1-Blue) wurden mit 4 ng Plasmid-DNA gemischt. Die Transformation erfolgte mittels
Elektroporation im Gene Pulser II (BioRad, Miinchen). Nach Zugabe von 250 ul SOC-
Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C schiittelnd inkubiert und auf einem selektiven

Medium ausplattiert sowie iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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4.11 Anzucht der E. coli-Stdmme zur Plasmidpréaparation

5 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (Amp bzw. Kan) wurden mit einer
einzelnen Bakterienkolonie von einer LB-Agar-Platte (mit Antibiotikum) beimpft und fiir

12 h bei 37°C, 180 rpm inkubiert.

4.12 Sequenzierung von Plasmiden

Die Sequenzierung erfolgte mit dem SequiTherm EXCEL II DNA Sequencing Kit-LC nach
dem Didesoxy-Verfahren (Sanger et al., 1977) unter Verwendung eines Li-Cor DNA
Sequencer 4000 (MWG Biotech, Ebersberg). Fiir die Sequenzierungsreaktionen wurden
jeweils 200 fmol Plasmid-DNA sowie am 5'-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD 800
markierte Primer (2 pmol/ul; Sequenzierungsprimer 3.6) genutzt.

Zur Bestimmung der Nucleotidsequenzen der in den pCR4-TOPO-Vektor subklonierten
Mohn-PLD-Fragmente der genomischen DNA bzw. der c¢cDNA wurden mindestens
5 Plasmide pro Fragment mit den Sequenzierungsprimern M13fw sowie M13rv sequenziert.
Zu der den kompletten Genbereich umfassenden Sequenzpriifung wurden filir die
Expressionskonstrukte Mohnpld IpET-28b(+) bzw. Mohnpld2pET-28b(+) pro Plasmid 4 Teil-
sequenzierungen mit den Sequenzierungsprimern T7promotor, Mohnseqfw, und

T7terminator durchgefiihrt.

1 kb . .

—o
pld-Gen

<«

Mohnpld IpET-28b(+)/Mohnpld2pET-28b(+)

Die Expressionskonstrukte Kohlp/d2pBAD22, Kohlp/d2pET-28b(+) wurden in 4 bzw. das
Expressionskonstrukt Kohlp/d2pTWIN I in 5 Teilsequenzierungen tberpriift (T7promotor,
PLD2midfw, Sonde2rv, T7terminator, SspDnaBinteinfw, Mxelnteinrv, pBAD22fwseq,
pBAD22rvseq).

. . 1 kb
— TN
-« -«
Kohlpld2pBAD22
1 kb
| Sa—— —> —>
-« -«—
Kohlpld2pET-28b(+)
1 kb
¢—o —> —> —>
L pldGen
<« «—

Kohlpld2pTWIN I
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Zur Kontrolle der Kohl-PLD2-Enzymvarianten wurde ebenfalls der gesamte Genbereich in 4

Teilsequenzierungen (T7promotor, PLD2midfw, Sonde2rv, T7terminator) pro Plasmid

sequenziert.
1 kb
— o — —>
T ——
«— -«
Kohlpld2pRSET5a
1 kb
——o —> —>
- «—

Kohlpld2pET-28b(+)

Die Gelelektrophorese wurde, wie in der Sequenzierbroschiire von MWG Biotech angegeben,
durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet (5 x TBE: 0,45 M Tris/HCI, 0,45 M
Borsédure, 20 mM EDTA, pH 8,0).

Die priméren Sequenzierungsdaten wurden mit BaselmagIR (Version 4, 1997) ausgewertet.
Des Weiteren wurden fiir die Auswertung der Sequenzdaten die Programme MACAW
(Version 2.0.5 Win32i, 1995), Gene Runner (Version 3.04, 1994), BioEdit (Version 5.0.6,
2001 und Version 6.0.7, 2004) sowie die GenBank des National Center for Biotechnology

Information (Washington, DC; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) genutzt.

4.13 Expression

4.13.1 Expression der Konstrukte im pRSET5a-Vektor

Die Expression der Kohl-PLD2 sowie der Kohl-PLD2-Varianten erfolgte nach dem von
Schiffner etablierten Expressionsprotokoll (Schiffner, 2001). Zur Expression der im
pRSET5a-Vektor erzeugten Kohl-PLD2-Varianten sowie der Kohl-PLD2 im E. coli-Stamm
BL21(DE3)+pUBS 520 wurden 500 ml 2 x YT-Medium (50 pg/ml Amp und 25 pg/ml Kan)
mit 10 ml einer Ubernachtkultur (LB-Medium; 50 pg/ml Amp und 25 pg/ml Kan) inokuliert
und bei 15°C mit 180 rpm 3 bis 4 Tage lang geschiittelt, bis eine ODgponm von ca. 8 bis 10
erreicht wurde. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (5000xg, 10 min) und bis zur

weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

4.13.2 Expression der Konstrukte im pET-28b(+)-Vektor
Zur Produktion der rekombinanten Mohn-PLD1, Mohn-PLD2, Kohl-PLD2 sowie von einigen
Kohl-PLD2-Varianten wurden 200 ml LB-Medium (25 pg/ml Cm und 10 pg/ml Kan) mit

4ml einer Ubernachtkultur (mit gleicher Medienzusammensetzung) von E. coli

Rosetta(DE3)pLysS-Zellen, die die entsprechenden sich im pET-28b(+)-Vektor befindlichen
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Expressionskonstrukte enthielten, inokuliert und bei 37°C mit 180 rpm geschiittelt. Bei einer
ODgoonm von 1 wurde die Expression mit 25 uM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
induziert. Nach Induktion wurde flir 4 h bei 25°C mit 180 rpm geschiittelt. Im Anschluss
wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (5000xg, 10 min) und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20°C gelagert.
4.14 Proteinreinigung

4.14.1 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde in 40 ml Zelllysepuffer (30 mM Pipes, pH 6,2, 10 mM EDTA)
resuspendiert (Ultraturrax T25 von Janke & Kunkel IKA-Labortechnik) und nach Zugabe von
Lysozym (1,5 mg/g Zellen) fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte der
Zellaufschluss mit einem Homogenisator (GAULIN Homogenisator von APV, Liibeck, 2
Passagen, 1200 bar). Nach Entfernen der unldslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation
(30000xg, 20 min) wurde der Uberstand (Rohextrakt) aliquotiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert.

4.14.2 Calcium-vermittelte hydrophobe Interaktionschromatographie

Bei der Calcium-vermittelten hydrophoben Interaktionschromatographie wird die PLD in
Gegenwart von Ca®"-Ionen an Octyl-Sepharose gebunden und durch Entfernen der Ca**-Ionen
selektiv eluiert (Lambrecht et al., 1992).

Die zu reinigende Proteinlosung (Rohextrakt oder mittels Q-Sepharose bzw. Phenyl-
Sepharose teilgereinigte Proteinlosung), jeweils in 30 mM Pipes, pH 6,2 vorliegend, wurde
mit einer 1 M CaCl,-Stammlosung auf eine Endkonzentration von 50 mM CaCl, (Kohl-
PLD2/Kohl-PLD2-Varianten) bzw. von 200mM CaCl, (Mohn-PLD1/Mohn-PLD?2)
eingestellt und gegebenenfalls bei 5000xg 10 min zentrifugiert. Die Proteinlosung wurde mit
einer Flussrate von 0,5 ml/min auf eine Octyl-Sepharose-Saule (20 ml Octyl-Sepharose CL-
4B, Saulendimensionen: 300 mm x 15 mm), die mit einer LC-Anlage, bestechend aus
Peristaltik-Pumpe P-1, Detektor Uvicord SII, Schreiber REC 102 und Fraktionssammler Frac-
100 (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) verbunden war, aufgetragen. Die Saule
wurde zuvor mit 30 mM Pipes, pH 6,2, 50 mM bzw. 200 mM CaCl, dquilibriert. Nach
Waschen der Séule mit demselben Puffer wurde die PLD anschlieBend mit 5 mM Pipes, pH
6,2, 0,1 mM EDTA eluiert. In den Fraktionen wurde zum einen die Proteinkonzentration

(Bradford-Assay; 4.15.2) und zum anderen die hydrolytische PLD-Aktivitit (4.18.1.1)
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bestimmt. In den Peakfraktionen wurde die Reinheit des erhaltenen Proteins elektrophoretisch

(SDS-PAGE; 4.16) iiberprift.

4.14.3 Anionenaustauschchromatographie

4.14.3.1 Q-Sepharose mit 15 mM Tris/HCI, pH 7,5

Die zu reinigende Proteinldsung (Octyl-Sepharose teilgereinigt, dialysiert und umgepuffert in
15 mM Tris/HCI, pH 7,5) wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf eine Q-Sepharose-
Séule (20 ml Q-Sepharose, Sédulendimensionen: 300 mm x 15 mm) aufgetragen, die zuvor mit
15 mM Tris/HCI, pH 7,5 dquilibriert worden war. Nach Waschen der Séule mit demselben
Puffer wurde anschlieBend die PLD mit einem NaCl-Stufengradienten 15 mM Tris/HCI,
pH 7,5, 0,2 M sowie 0,3 M NaCl eluiert. Die Fraktionen wurden, wie unter Punkt 4.14.2

beschrieben, analysiert.

4.14.3.2 Q-Sepharose mit 15 mM Pipes, pH 7,5

Die zu reinigende Proteinlosung (Rohextrakt in 15 mM Pipes eingestellt auf pH 7,5 und
filtriert [0,45 um Filter, Roth]) wurde mit einer Flussrate von 0,8 ml/min auf eine Q-
Sepharose-Saule (20 ml Q-Sepharose, Sédulendimensionen: 60 mm x 35 mm) aufgetragen, die
zuvor mit 15 mM Pipes, pH 7,5, dquilibriert worden war. Nach Waschen der Séule mit
demselben Puffer wurde anschlieBend die PLD mit einem NaCl-Stufengradienten 15 mM
Pipes, pH 7,5, 0,15 M sowie 0,2 M NaCl eluiert. Die Analyse der Fraktionen erfolgte wie
unter Punkt 4.14.2 beschrieben.

4.14.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharose

Bei der hydrophoben Interaktionschromatographie adsorbieren die unpolaren
Oberflichenregionen eines Proteins bei hohen Salzkonzentrationen an die schwach
hydrophoben Liganden der stationdren Phase.

Die zu reinigende Proteinlosung (Rohextrakt) in 30 mM Pipes, pH 6,2, vorliegend wurde mit
einer 0,8 M (NH4),SO4-Stammlosung auf eine Endkonzentration von 0,4 M (NH4),SO4
eingestellt und filtriert (0,45 um Filter, Roth). Die Proteinlosung wurde mit einer Flussrate
von 0,6 ml/min auf eine Phenyl-Sepharose-Sdule (20 ml  Phenyl-Sepharose,
Sdulendimensionen: 300 mm x 15 mm) aufgetragen, die vorher mit 30 mM Pipes, pH 6,2,
0,4 M (NH4),SOj4 équilibriert worden war. Nach Waschen der Sdule mit demselben Puffer
wurde anschlieBend die PLD mit 30 mM Pipes, pH 6,2, eluiert. Die Fraktionen wurden, wie
unter Punkt 4.14.2 beschrieben, analysiert.
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4.14.5 Konzentrierung und Dialyse

Die Proteinlésungen wurden mittels Viva-Spin-Concentratoren (5 kDa Cut-off; Vivascience
AG, Hannover) bzw. Microcon-Concentratoren (Microcon YM-50; 50 kDa Cut-off; Millipore
Corporation, Bedford [USA]) konzentriert. Um die Puffer- und Salzkonzentrationen im
Ansatz zu senken, wurde die Proteinlosung gegen den entsprechend benétigten Puffer

dialysiert (Dialyseschlauch: 8 kDa Cut-off; Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg).

4.14.6 Ammoniumsulfatfallung

Die Proteinlosungen (Rohextrakte ,,inaktiver in Rosetta(DE3)pLysS exprimierter Kohl-
PLD2-Varianten) wurden 1:1 mit einer 0,8 M (NH4),SO4-Stammlésung versetzt und fiir 1 h
auf Eis stehen gelassen. Nach 15-miniitiger Zentrifugation bei 21000xg wurde der Uberstand

2 x 2 h gegen 5 mM Pipes, pH 6,2, dialysiert (1 ml Proteinldsung pro 600 ml Puffer).

4.15 Bestimmung der Proteinkonzentration

4.15.1 Bicinchoninsdure-Assay (BCA-Assay)

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der bis zur Homogenitét gereinigten Enzyme
wurde der Micro BCA Protein Assay Reagent Kit verwendet. Diese Methode beruht auf dem
sensitiven colorimetrischen Nachweis eines BCA/Cu'-Farbkomplexes, der durch die
reduzierende Wirkung von Proteinen auf Cu*"-Ionen und anschlieBende Inkubation mit
Bicinchoninsdure entsteht (Smith et al., 1985), bei einer Wellenlige von 550 nm. Als

Referenzprotein wurde BSA im Konzentrationsbereich 0 bis 40 ug/ml genutzt.

4.15.2 Bradford-Assay
Dieser Assay basiert auf der Methode nach Bradford (1976), bei der Proteine durch

Coomassie-Brillant-Blau-Einlagerung colorimetrisch bei einer Wellenldnge von 590 nm
nachgewiesen werden. Fiir den Bradford-Test im Mikrotiterplattenmalstab wurden 50 pl
Proteinlosung und 200 ul Bradford-Reagenz eingesetzt. Als Referenzprotein wurde BSA im
Konzentrationsbereich 0 bis 100 pg/ml verwendet. Da sich der Bradford-Assay gegeniiber
den anderen Proteinbestimmungsmethoden als am wenigsten aufwendig erwies und der
Einfluss storender Substanzen geringer ist, wurde dieser Assay fiir die Bestimmung der

Proteinkonzentrationen im Verlauf der Proteinreinigung genutzt.
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4.15.3 Proteinbestimmung mittels Western-Blot

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration derjenigen Kohl-PLD2-Varianten, die nicht bis
zur Homogenitdt gereinigt werden konnten, wurden die Proteine mittels SDS-PAGE
gelelektrophoretisch getrennt. Als Standard in der SDS-PAGE wurden Kohl-PLD2-Proben
definierter Proteinkonzentration auf das Gel aufgetragen. Nach dem sich anschlieBenden
Proteinblotting und der Immundetektion mit Anti-Kohl-PLD2-Antikdrpern (3.3) erfolgte die

Quantifizierung der Proteinbanden mit dem Programm Aida (Version 2.00, 1997).

4.16 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese wurde, wie in der Literatur beschrieben (Laemmli, 1970), in einer
Mighty Small II SE250/SE260 Elektrophoresekammer (Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg) durchgefiihrt. Es wurden 10 %ige Trenngele verwendet. Anschliefend
wurden die Proteinbanden durch Silber- (Blum et al. 1987) oder Coomassie-Brilliant-Blau-
Féarbung (Féarbe-Losung: 0,5 g Coomassie-Brillant-Blau G 250, 42,5 % [v/v] Ethanol, 5 %
[v/v] Methanol, 10 % [v/v] Essigsdure; Entfarbungslosung: 7 % [v/v] Essigséure, 20 % [v/V]
Ethanol) detektiert.

4.17 Western-Blot-Technik

Nach SDS-PAGE wurde das Gel in einem Transfer-Puffer (50 mM Borat/NaOH, pH 9,0,
20 % [v/v] Methanol bzw. 25 mM Tris/HCI, pH 8,3, 150 mM Glycin, 10 % [v/v] Methanol)
dquilibriert. Unter Verwendung einer Fast Blot-Apparatur (Biometra GmbH, Gottingen)
wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Hybond ECL Nitrocellulose
Membran (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) transferiert. Das Blotten erfolgte
in 50 mM Borat/NaOH, pH 9,0, 20 % (v/v) Methanol bei 5 mA/cm® fir 4h oder in
25 mM Tris/HCI, pH 8,3, 150 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol bei 2,7 mA/cm® fiir 2 h
45 min.
Vor der Reaktion mit den Antikérpern wurde die Blotmembran iiber Nacht bei 4°C mit 4 %
Milchpulver in PBS-Puffer (PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4, 2 mM
KH,POs4, pH 7,4) blockiert. AnschlieBend wurde die Membran in folgenden Losungen bei
Raumtemperatur leicht schiittelnd inkubiert:

¢ Anti-Kohl-PLD2-Antikdrper aus Kaninchen (1:400 verdiinnt in PBS-Puffer mit

4 % Milchpulver), 120 min

e PBS mit 0,05 % Tween 20, 3 x 10 min

e PBS mit 2 % Milchpulver, 20 min

¢ Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper aus Esel (1:10000 verdiinnt in PBS-Puffer mit
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2 % Milchpulver), 80 min
e PBS mit 0,05 % Tween 20, 3 x 10 min.
Mit Hilfe des gebundenen, Peroxidase-markierten Anti-Kaninchen-IgG-Antikérpers konnten
die Kohl-PLD2, die Kohl-PLD2-Varianten und die Mohn-PLD-Isoenzyme mittels ECL-Plus
Western Blotting Detection Kit nachgewiesen werden, da die Peroxidase die Oxidation von
Luminol katalysiert und so eine Chemilumineszenz ausgeldst wird. Das dabei entstehende
Licht wurde auf einen Rontgenfilm (HyperFilm-ECL von Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg; Entwickler/Fixierer von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)

iibertragen.
4.18 Aktivitatsbestimmung

4.18.1 Bestimmung der Hydrolyseaktivitat im micellaren System

Dieser Aktivitdtsbestimmung liegt der von D‘Arrigo et al. (1995) etablierte PLD-Test
zugrunde. Das aus Phosphatidyl-p-nitrophenol (PpNP) freigesetzte p-Nitrophenol (pNP) wird
durch Messung der Absorptionsinderung bei geeigneter Wellenldnge photometrisch
detektiert, entweder kontinuierlich bei 360 nm (pH 5,5) oder diskontinuierlich durch
Abstoppen der Reaktion mit 1 M Tris/HCI, pH 8,0, 0,1 M EDTA bei 405 nm.

4.18.1.1 Diskontinuierlicher Mikrotiterplattentest

Der diskontinuierliche Mikrotiterplattentest wurde zur Bestimmung der hydrolytischen
Aktivitdit bei den Expressionsstudien sowie bei der Verfolgung der Proteinreinigungen
verwendet. In einer Mikrotiterplatte wurden bei 30°C 170 ul Reaktionspuffer vorgelegt
(100 mM NaAcetat, pH 5,5, 50 mM CaCl, fiir Kohl-PLD2 bzw. Kohl-PLD2-Varianten oder
150 mM CaCl, fiir Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2) und 50 pl Enzymlésung zugegeben. Durch
Zugabe von 20 ul Substratstammlosung (10 mM PpNP, 10 % Triton X-100, 10 mM SDS)
wurde die Reaktion gestartet. Die Inkubationszeit bei 30°C wurde in Abhingigkeit von der zu
erwartenden Aktivitit der Enzymlosung zwischen 10 und 120 min gewéhlt. Durch Zugabe
von 60 pl Stopplosung (1 M Tris/HCI, pH 8,0, 0,1 M EDTA) wurde die Reaktion abgestoppt
und die Absorption wurde bei 405 nm gemessen (Microplatereader Dynatech MR7000,
Cheminst, Berlin). Die Menge an gebildetem pNP wurde mit Hilfe einer Eichkurve, fiir deren
Erstellung statt der Enzymlosung 50 pl pNP-Standardlosungen im Konzentrationsbereich 0
bis 1 mM verwendet wurden, berechnet. Eine Enzymeinheit (1 U) entspricht der Freisetzung

von einem pumol pNP pro Minute bei 30°C.
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4.18.1.2 Kontinuierlicher Kiivettentest

Der kontinuierliche Kiivettentest wurde fiir die Bestimmung der hydrolytischen Aktivitit bei
30°C der bis zur Homogenitdt gereinigten Enzyme (Kohl-PLD2, Kohl-PLD2-Varianten,
Mohn-PLD1 sowie Mohn-PLD2) verwendet. In einer reduzierten Glaskiivette (Lichtweg
1 cm) wurden 400 pl Reaktionspuffer (300 mM NaAcetat, pH 5,6, 120 mM CaCl,) und 50 pl
Substratstammldsung (10 mM PpNP, 10 % Triton X-100, 10 mM SDS) im Photometer auf
30°C (Photometer U-2000 Hitachi, Tokio [Japan]) vortemperiert. Zum Start der Hydrolyse
des PpNP wurden 50 pul Enzymlésung zugegeben und gut gemischt. Die durch die pNP-
Bildung hervorgerufene Absorptionsdnderung wurde {iber einen Zeitraum von 20 bis 40 min
(abhédngig von der enzymatischen Aktivitit) bei 360 nm kontinuierlich gemessen. Die pNP-
Konzentrationen wurden mit Hilfe einer entsprechenden Eichkurve, fiir deren Erstellung statt
der Enzymlosung 50 pul pNP-Standardlosungen im Konzentrationsbereich 0 bis 1 mM
verwendet wurden, berechnet. Eine Enzymeinheit (1 U) entspricht der Freisetzung von einem

umol pNP pro Minute bei 30°C.

4.18.1.3 Einfluss des pH-Wertes und der Ca®*-Konzentration im Reaktionspuffer auf die
Mohn-PLD1- und Mohn-PLD2-Hydrolyseaktivitat

Um die Abhingigkeit der PLD-Hydrolyseaktivitit vom pH-Wert und von der Ca®'-
Konzentration zu bestimmen, wurde der diskontinuierliche Mikrotiterplattentest (4.18.1.1)
modifiziert. In eine Mikrotiterplatte wurden 170 pl Reaktionspuffer (60 mM Tris/HCI, 20 mM
NaAcetat, 20 mM Glycin) vorgelegt, dessen pH-Wert im Bereich von 5,0 bis 8,5 mit
Essigsdure oder Natronlauge eingestellt wurde und dem 0, 10, 25, 45 bzw. 100 mM CacCl,
zugesetzt wurden. Nach Zugabe von 50 ul Mohn-PLD1 bzw. Mohn-PLD2 wurde die
Reaktion mit 20 pl Substratstammlosung (10 mM PpNP, 10 % Triton X-100, 10 mM SDS)
gestartet. Die Reaktion wurde nach 90 min durch Zugabe von 1 M Tris/HCI, pH 8,0, 0,1 M
EDTA abgestoppt und die Absorption bei 405 nm gemessen.

4.18.1.4 Einfluss der Ca®*-, Mg®*- und Zn®*-Konzentration im Reaktionspuffer auf die
Mohn-PLD1- und Mohn-PLD2-Hydrolyseaktivitat

Zur Bestimmung des Einflusses der Ca*'-, Mg®"- und Zn*"-Konzentration auf die PLD-
Hydrolyseaktivitdit wurde der diskontinuierliche Mikrotiterplattentest (4.18.1.1) verwendet.
Dazu wurden dem Reaktionspuffer (100 mM NaAcetat, pH 5,5) 0 bis 200 mM CacCl,, 0 bis
100 mM MgCl, bzw. 0 bis 50 mM ZnCl, zugesetzt.
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4.18.2 Bestimmung der Hydrolyseaktivitat und der Transphosphatidylierungsaktivitat
Im Zweiphasensystem

Die Bestimmung der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivitit erfolgte im
Zweiphasensystem n-Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer nach Hirche et al. (1997), mit Soja-
Phosphatidylcholin (SPC) als Substrat und Glycerol als Akzeptoralkohol. Detektiert wurde
die Bildung von Phosphatidsédure (Hydrolyse) bzw. die Bildung von Phosphatidylglycerol
(Transphosphatidylierung) mittels HPTLC (high performance thin layer chromatography;
4.18.2.1).

4.18.2.1 Kinetische Messungen

Die Umsetzung der Phospholipide wurde mittels HPTLC verfolgt. Als Standardsystem
wurden 620 pl organische Phase (n-Hexan, 0,23 mmol 2-Octanol, 1,3 umol [1 mg] SPC) und
80 ul wassrige Phase (300 mM NaAcetat, pH 5,6, 120 mM CaCl,, Enzym [0,05 bis 10 pg],
108 uM Glycerol [Akzeptoralkohol]) in 1,5 ml-Probefldschchen, die mit Butyl-Teflon-Septen
verschlossen wurden, verwendet. Die Ansitze wurden bei 30°C geschiittelt (300 min™',
Horizontalschiittler GLG 3006, GFL). Der Start der Reaktion erfolgte durch die Injektion der
wissrigen Phase in das die organische Phase enthaltende Probefldschchen. Zum Zeitpunkt 0
sowie nach 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 und 40 min nach dem Reaktionsstart wurde eine Probe
aus der organischen Phase entnommen, wobei der entsprechende Ansatz vor der
Probeentnahme fiir 30 s nicht geschiittelt wurde. Mit Hilfe eines TLC-Applicators AS 30
(Desaga, Wiesloch) wurden diese Proben auf HPTLC-Platten (Kieselgel 60, Merck
Biosciences, Darmstadt) aufgetragen. Die folgenden Parameter wurden fiir das Plattenformat
100 mm x 200 mm genutzt:

¢ 24 Bahnen; zentrierte Ausrichtung

o strichformige Auftragung; 3 mm Linge; 6 mm Abstand; Randabstand 28 mm

o 1 ul Auftragevolumen bei 3 s/pl.

Die organische Phase enthdlt den Hauptteil der Phospholipide (nahezu 100 %; Hirche, 1997).
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die aus der organischen Phase entnommene

Probe représentativ ist.
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4.18.2.2 Chromatographischer Prozess

Zur Quantifizierung der Phospholipide wurden die Proben auf 100 mm x 200 mm HPTLC-
Platten aufgetragen. Pro Seite wurden 6 Mischungen mit Standardkonzentrationen Soja-
Phosphatidsdure (SPA), SPC sowie Soja-Phosphatidylglycerol (SPG) aufgetragen
(Tabelle 3). Nach Auftragung der letzten Probe wurden die Platten fiir 30 min bei einer
relativen Luftfeuchte von 35% getrocknet. Die Entwicklung erfolgte in einer
Horizontalkammer (Camag, Muttenz) mit dem Laufmittel Chloroform-Methanol-Ammoniak
70 :40 : 10 (v/v/v). AnschlieBend wurden die Platten unter dem Abzug getrocknet und die
Phospholipide mit Kupfersulfat/Phosphorsdure angefarbt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Standardmischungen 1 bis 6 aus SPA, SPC und SPG in
Chloroform-Methanol 2: 1.
1 2 3 4 5 6
SPA, mM 1,12 084 056 0,28 0,07 140
SPC, mM 131 105 0,79 053 040 013
SPG, mM 0,13 026 066 105 131 0,53
2, mM 256 2,15 201 18 1,78 2,06

4.18.2.3 Farbung der Phospholipide

Die luftgetrockneten Platten wurden auf einer Glasplatte fiir 3 min bei 120°C (Thermoplate S,
Desaga, Wiesloch) belassen und nach Abkiihlen in eine Farbelosung von 15,64 % (w/v)
Kupfersulfat (Pentahydrat) in 8 % (v/v) Phosphorsdure getaucht. Danach wurden die Platten
wieder auf die Thermoplatte gelegt und auf 170°C erhitzt (Touchstone et al., 1983). Nach
dem Eintreten der Farbung wurden die Platten auf Raumtemperatur abgekiihlt und konnten

densitometrisch vermessen werden.

4.18.2.4 Densitometrische Quantifizierung

Die nach 4.18.2.3 gefdarbten Platten wurden mit Hilfe des Densitometers CD 60 (Desaga,
Wiesloch) im Extinktionsmodus unter Verwendung folgender Parameter vermessen:

e Spalt 0,2 mm x 4 mm

e Wellenldnge 390 nm, Remission

¢ Auflosung 0,1 mm, 8 Messungen pro Punkt.
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Die Konzentration der entsprechenden Phospholipide wurde unter Verwendung der
ermittelten Peakflachen der aufgetragenen Standards nach Kufner et al. (1979) mit Hilfe einer
Gleichung vom Typ Michaelis-Menten berechnet. Fiir die mathematische Behandlung,
insbesondere fiir lineare und nichtlineare Regressionen und die Ermittlung der
Standardabweichungen wurde das Programmpaket SigmaPlot (Scientific graphing software,

Version 2.01, 1994) genutzt.
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5 Ergebnisse und Diskussion
5.1 PLD-Isoenzyme aus Schlafmohn

5.1.1 Sequenzbestimmung zweier PLD-Isoenzyme aus Schlafmohn

Zur rekombinanten Produktion der Mohn-PLDs war es notwendig, zunidchst die
Nucleotidsequenz des codierenden Genbereiches zu ermitteln, da dies die Grundlage fiir die
Klonierung der Gene in einen geeigneten Expressionsvektor ist.

Ausgangspunkt fiir die Arbeiten war die Identifizierung von 2 PLD-Isoenzymen aus 4 Tage
alten Schlafmohnkeimlingen (Papaver somniferum L. Vahovecky), von denen die
Nucleotidsequenzen der mRNA und der genomischen DNA bis auf den 5’-Genbereich bereits
sequenziert waren (Lerchner, 2001; Abbildung 10). Diese zwei strukturell sehr dhnlichen
Mohn-pld-Gene waren mit pld1 und pld2 bezeichnet worden.

Genstruktur
der pld2 aus
Wei3kohl START STOPP
Intron 1 Intron 2
5 :L:—:i: 3
Exon 1 Exon 2 Exon 3

Mohn pldl
MRNA

.| |
Mohn pld1l 1918 bp
genom. DNA
Mohn pld2 2067 bp
mMRNA
Mohn pld2 1875 bp

Abbildung 10: Schematische Ubersicht der zu Beginn der Arbeit bereits aufgeklarten Sequenzen

der pldl bzw. pld2 aus Mohn (Lerchner, 2001) im Vergleich mit der pld2-Genstruktur aus
Weil3kohl.

Nachfolgend sollen die Ergebnisse und Schwierigkeiten bei den Untersuchungen zur
Sequenzbestimmung der kompletten Gene der Mohn-PLD-Isoenzyme zusammenfassend

dargestellt werden.

5.1.1.1 Bestimmung der vollstandigen Nucleotidsequenz der mRNA von pld1 und pld2

Um den unbekannten Sequenzbereich erschlielen zu konnen, wurde unter Verwendung von
RACE-Methoden (rapid amplification of cDNA ends) versucht, durch Addition eines RNA
bzw. DNA-Oligonucleotides mit bekannter Sequenz an das 5’-Ende der mRNA bzw. an das

3’-Ende der cDNA eine zweite Primer-Bindungsregion zu schaffen. Daflir wurden die Gene
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Racer-Methode (Gene Racer Kit, Invitrogen), die SMART-Methode (SMART RACE ¢cDNA
Amplification Kit, Clontech), die Terminale Transferase-Strategic (5'-RACE System,
Invitrogen), die GAGA-Strategie (Ligation eines DNA-Oligonucleotids) und die
Zyklisierungsstrategie (Inverse PCR) verwendet, die jedoch alle nicht zum gewiinschten
Erfolg fiihrten. Die Bestimmung der vollstindigen Nucleotidsequenzen gelang schlieBlich
durch die Anwendung folgender Strategie:

Zunichst wurde die mRNA aus 4 Tage alten Schlafmohnkeimlingen mit einer neuen Methode
(PolyATtract® System 1000; 4.2.1) isoliert. Unter Verwendung der genspezifischen reverse-
Primer MohngF3-1rv  bzw. MohngF3-2rv  und der Reversen Transkriptase
SuperScript™III RT wurde die mRNA in die entsprechende cDNA umgeschrieben (4.3). In
den sich anschlieBenden PCRs (4.4; 1. PCR-Ansatz) wurde zur Amplifizierung des
unbekannten Sequenzbereichs als forward-Primer der degenerierte Primer Start Mohn PLDfw
verwendet, der auf der Basis von Alignments mit den 3 bis dahin dem Mohn dhnlichsten pld-

Sequenzen von Ricinus communis, Zea mays und Nicotiana tabacum in der Region des Start-

Codons abgeleitet wurde (Abbildung 11).

S5tart Mohn PLDEw ATGGCTCAGATTY Y TCTCCAYGGAACTCTCCA

Hicotiana tabacum ALLALATGGCTCAGATTCTGCTCCATGGAACTCTCCATGTC
Ricinus commuanis AGARAATGECGCAGATATCTTTGCACGGAACTC TACAT GTA
Zea mays BGCCATGECTCAGATCTTGCTCCACGGCACGCTCCACGCC

Abbildung 11: Alignment der pld-Sequenzen von Ricinus communis (NCBI GenBank L33686),
Zea mays (NCBI GenBank D73410) und Nicotiana tabacum (NCBI GenBank Z84822) in der
Region des Start-Codons zum Design des degenerierten Primers Start Mohn PLDfw.

Als reverse-Primer dienten die schon bei der cDNA-Synthese zum Einsatz gekommenen
genspezifischen Primer. Unter Verwendung von Pfu-DNA-Polymerase wurde fiir beide

Isoenzyme ein ca. 2500 bp groles PCR-Produkt erhalten (Abbildung 12).

vl 203
Abbildung 12: Agarosegel der PCRs zur vollstandigen -
Nucleotidbestimmung der mRNA der Mohn-pld1 bzw. der Mohn-pld2. ﬂ
- 3000 bp
Bahn 1: PCR Mohn-pld?2 S 2000bp
w1500 bp
Bahn 2: PCR Mohn-pld1 1000 bp

Bahn 3: Gene Ruler™ 1kb DNA Leiter
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Die PCR-Produkte wurden in den pCR4-TOPO-Vektor subkloniert, und die Konstrukte in
E. coli TOP 10-Zellen transformiert (4.5). Die sich anschlieBende Sequenzierung bestétigte,
dass beide Konstrukte das noch fehlende PLD-Fragment am 5°-Ende des pldI- bzw. pld2-
Gens enthalten. Somit konnten fiir beide Isoenzyme die vollstindigen mRNA-Sequenzen vom
Start-Codon bis zum 3 -poly(A) identifiziert und in der Datenbank hinterlegt werden (NCBI-
Genbank Accession Nr. AF451979 und AF451980; Lerchner et al., 2001, aktualisiert 2004).

Die ermittelten vollstindigen mRNA-Nucleotidsequenzen von p/dl und pld2, bestehend aus
2679 bzw. 2601 Nucleotiden, sind zusammen mit den genomischen Nucleotidsequenzen
(5.1.1.2) im Anhang Al aufgefiihrt. Die Nucleotidsequenzen des pldI- und pld2-Gens sind
im codierenden Bereich zu 96,9 % identisch. Innerhalb dieser Nucleotidsequenzen konnte fiir
beide Isoenzyme ein offenes Leseraster von 813 Aminosduren gefunden werden

(Primérstrukturen im Anhang A2).

5.1.1.2 Bestimmung der vollstandigen Nucleotidsequenz der genomischen DNA von pld1l
und pld2

Die meisten eukaryotischen Gene sind mosaikartig aus codierenden Sequenzen
(exprimierende Sequenzen oder Exons) und intervenierenden Sequenzen (Introns) aufgebaut.
Der codierende Bereich eines eukaryotischen Gens ist daher nur ein Teil des gesamten Gens.
Sowohl Intron- als auch Exonsequenzen werden in RNA transkribiert. Die Intron-Sequenzen
jedoch werden aus der neusynthetisierten RNA durch den Vorgang des RNA-Spleiflens
entfernt.

Die Bestimmung der vollstdndigen Nucleotidsequenz der genomischen DNA von pldl und
pld2 wurde zunichst mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) mit degenerierten Primern, mit
der Konstruktion einer genomischen DNA-Bank (Genomic cloning and packagene lambda
packaging system, Promega), mittels Digoxigenin-RAGE/Supported-PCR und mittels
Southern Blotting versucht. Alle diese Methoden fiihrten jedoch nicht zum gewiinschten
Erfolg. Mit der folgenden Strategie gelang schliellich die Bestimmung der vollstdndigen
Nucleotidsequenzen:

Die genomische DNA wurde aus 4 Tage alten Schlafmohnkeimlingen isoliert (4.2.2.1) und
als Template in der Gradienten-PCR zur Amplifizierung des unbekannten Sequenzbereiches
eingesetzt (4.4; 2.PCR-Ansatz). Als forward-Primer wurde der degenerierte Primer
Start Mohn PLDfw und als reverse-Primer MohnPLD2F2rv ein genspezifischer reverse-
Primer aus dem zentralen Genbereich verwendet. Das entstehende PCR-Produkt sollte eine
GroBe zwischen 1800 und 2000 bp haben. In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass mit

zunehmender Annealing-Temperatur PCR-Produkte, die auf eine unspezifische Primer-
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Bindung zuriickzufiihren sind, nicht mehr gebildet werden. Bei einer Annealing-Temperatur
von 61,2°C (Bahn 5) entstand nur noch das vermeintlich richtige PCR-Produkt (ca. 1900 bp).
Dieses PCR-Produkt wurde in den pCR4-TOPO-Vektor subkloniert und die Konstrukte in
E. coli TOP 10-Zellen transformiert (4.5).

Abbildung 13: Agarosegel der Gradienten-PCR
zur Bestimmung der vollstandigen Nucleotid-
sequenz der genomischen DNA von Mohn-pld1

N i

und Mohn-pld2.
4000 bp | Bahn 1: Gene Ruler™ 1kb DNA Leiter
2000 bp g . . .
1500 bp Pl il s Bahnen 2 bis 9: Gradienten-PCR mit den
1000 bp ~ 77 Annealing-Temperaturen 68,0°C, 66,7°C, 64,5°C,

o 61,2°C, 56,6°C, 53,5°C, 51,3°C und 50,0°C

Durch Sequenzierung konnte bestétigt werden, dass in diesen Konstrukten das noch fehlende
PLD-Fragment vorhanden ist. Somit liegen fiir beide Isoenzyme die genomischen DNA-
Sequenzen vom Start- bis zum Stopp-Codon vor (NCBI-GenBank Accession Nr. AF451981
und AF451982; Lerchner et al., 2001, aktualisiert 2004).

Die ermittelten vollstindigen genomischen DNA-Sequenzen von pldl und pld2 bestehen aus
2829 bzw. 2828 Nucleotiden (Anhang Al). Fiir die genomische DNA beider Mohn-
Isoenzyme konnte im Gegensatz zu anderen pflanzlichen PLDs vom o-Typ, die meist 2

Introns besitzen (Abbildung 14), nur eine Intronstruktur (Intron 2 in Abbildung 14) ermittelt

werden.
START 1 kb STOPP
Mohn-pld1l L e —l
Mohn-pld2 - —— —
Arabidopsis-pld - = e T —
Kohl-pld2 - = —————— ) —
Ricinus-pld - T ————————————— S—
El 11 E2 12 E3

Abbildung 14: Vergleich der Exon/Intron-Struktur ausgewahlter pflanzlicher plda-Gene.
Dunkelblau: Exonstrukturen E1-E3, hellblau: Intronstrukturen I11-12.

Die Intronsequenzen der beiden Mohn-Isoenzyme bestehen aus 360 bp und sind wie auch die
Exonstrukturen in hohem MaBe dhnlich. Die Positionen des Introns im pldI- und pld2-Gen
sind vergleichbar (Anhang Al). Die Liange der Intronbereiche in den verschiedenen

pflanzlichen plda-Genen variiert stark in Abhéngigkeit von der Pflanzenart. Die Linge von



5 Ergebnisse und Diskussion 59

Intron 1 reicht von 88 (Kohl-pld2) bis 1442 bp (Rizinus-pld), die von Intron 2 von 84
(Arabidopsis-pld) bis 869 bp (Rizinus-pld).

5.1.1.3 Analyse der Primarstrukturen von PLD1 und PLD2

Fiir beide Isoenzyme wurde unter Verwendung des Programms BioEdit (Version 6.0.7, 2004)
ein offenes Leseraster von 813 Aminosduren gefunden (Primérstrukturen im Anhang, A2).
Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der beiden Mohn-PLD-Isoenzyme unterscheiden sich
in 11 Aminoséduren, sie sind somit zu 98,6 % identisch und zu 99,2 % &hnlich. Die aus den
Aminosduren abgeleiteten Massen betragen fiir PLD1 91,72 kDa und fiir PLD2 91,86 kDa.
Mittels  ProtParam  (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) wurden aus der

Primarstruktur die isoelektrischen Punkte berechnet, die bei 5,60 fiir PLD1 und 5,53 fiir PLD2

liegen.
Tabelle 4 zeigt den Vergleich der Aminosduresequenzen von PLD1 und PLD2 aus Mohn mit
einigen ausgewdhlten mikrobiellen, pflanzlichen und tierischen PLDs. Die mittels BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nth.gov/blast/bl2seq/bl2.html) bestimmten Identitdten und

Ahnlichkeiten sind fiir beide Mohn-PLD-Isoenzyme gleich. Aus Tabelle 4 lisst sich ein
hoher Verwandtschaftsgrad zu anderen pflanzlichen PLDs des o-Typs erkennen (71 bis
80 %), der durch die phylogenetische Analyse in Abbildung 15 und das multiple Alignment
im Anhang A3 noch unterstrichen wird. Somit sind die Mohn-PLD-Isoenzyme cindeutig den
o-Typ-PLDs zuzuordnen. Den héchsten Verwandtschaftsgrad zu den Mohn-PLD-Isoenzymen
besitzen die PLDs aus Zea mays und Nicotiana tabacum. Beim Vergleich der
phylogenetischen Daten der betrachteten a-Typ-PLDs (Abbildung 15) fallt auf, dass das
Verhiltnis der Ahnlichkeiten der PLDs zueinander und deren Einordnung im
phylogenetischen Stammbaum der gegenwirtigen Taxonomie der Pflanzenspecies entspricht.
Die Pflanzen aus denen die betrachteten o-Typ-PLDs stammen, gehdren innerhalb der
Abteilung der Samenpflanzen zur Unterabteilung Bedecktsamer (Magnoliophytina), wo sie
wie folgt eingeordnet sind (Jager et al., 2003):

e Zea mays:

2. Klasse Liliopsida (Einkeimbléttrige), 3. Unterklasse Commelinidae

e Papaver somniferum:

3. Klasse Rosopsida (Dreifurchenpollen-Zweikeimbléttrige), 1. Unterklasse basale Rosopsida
e Arabidopsis thaliana, Brassica oleracea und Ricinus communis:

3. Klasse Rosopsida (Dreifurchenpollen-Zweikeimblittrige), 2. Unterklasse Rosidae
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e Lycopersicon esculentum und Nicotiana tabacum:

3. Klasse Rosopsida (Dreifurchenpollen-Zweikeimblattrige), 3. Unterklasse Asteridae.

Tabelle 4: Vergleich der Aminosduresequenzen von PLD1 sowie PLD2 aus Schlafmohn mit der
von mikrobiellen, pflanzlichen und tierischen PLDs.

Species, PLD-Typ Nummer in der NCBI-Genbank Identitat Ahnlichkeit
(%) (%)
Streptomyces antibioticus, PLD Q53728 keine signifikante Ahnlichkeit
Streptomyces septatus, PLD BAB69062 keine signifikante Ahnlichkeit
Caenorhabditis elegans, PLD BAA97571 28 44
Drosophila melanogaster, PLD AAKO00727 28 45
Saccharomyces cerevisiag, PLD1 P36126 26 43
Arabidopsis thaliana, PLDal AAC49274 71 80
Arabidopsis thaliana, PLDa2 Q9SSQ9 77 86
Brassica oleracea, PLDa.2 AACT8486 78 87
Lycopersicon esculentum, PLDal AAG45485 78 87
Nicotiana tabacum, PLDa CAB06620 80 88
Ricinus communis, PLDa AAB04095 79 89
Zea mays, PLDa BAA11135 80 88
Arabidopsis thaliana, PLDp1 P93733 44 61
Gossypium hirsutum, PLDB1 AAN05431 43 61
Lycopersicon esculentum, PLDB1 AAG45487 43 60
Arabidopsis thaliana, PLDy1 Q9T053 44 61
Arabidopsis thaliana, PLD§ Q9C5Y0 44 59
Gossypium hirsutum, PLD81 AANO05432 44 58
Arabidopsis thaliana, PLDE1 AAL06337 26 37
Homo sapiens, PLD1 AAB49031 29 43
Rattus norvegicus, PLD1b BAA24077 24 36

Die Sequenzidentititen zu den pflanzlichen PLDs des -, y-, 8- und C-Typs sind mit 26 bis
44 % deutlich geringer. Die PLDs eukaryotischer, nicht-pflanzlicher Organismen weisen 24
bis 29 % Sequenzidentitit zu den PLDs aus Schlafmohn auf. Die mikrobiellen PLDs dagegen
besitzen weder zu den Mohn-PLD-Isoenzymen noch zu anderen pflanzlichen PLDs eine

signifikante Ahnlichkeit.
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Papso a2
Papso a1
R Abbildung 15: Phylogenetische Analyse
ictaa der PLD-Familie. Phylogramm, konstruiert
mittels BioEdit (Version 6.0.7, 2004) mit der
Lot Distanz-Methode ,,Fitch phylogenetic tree*
Riccoa (Fitch et al., 1987) auf der Grundlage eines
Oral a2 multiplen Alignments mittels Clustal W
Arath a (Thompson et al, 1994). Species-
Arath a2 Kurzformen: Arath, Arabidopsis thaliana;
Arath g1 Braol, Brassica oleracea;  Caenoele,
I cesupr | Caenorhabditis elegans, Drosomel,
Lyemstr | Drosophila melanogaster; Goshi, Gossypium
Arath by hirsutum; Homsap, Homo sapiens; Lyces,
Lycopersicon esculentum, Nicta, Nicotiana
G aff .
tabacum; Papso, Papaver somniferum;
Arath d Ratno, Rattus norvegicus, Ricco, Ricinus
ot COMMUNIS; Saccer, Saccharomyces
Arath cerevisiae, Zeama, Zea mays. Nummern in
Drosomel der NCBI-Genbank siehe Tabelle 2.
Homsap 1
Ratno 1b
Caancalc

Die Aminosdurezusammensetzung beider Isoenzyme ist im Anhang A4 dargestellt. Beide
PLDs enthalten die in den pflanzlichen a-Typ-PLDs hoch-konservierten 8 Cystein-Reste
(multiples Alignment im Anhang A3). Zudem sind die Mohn-PLDs in Besitz eines weiteren
Cystein-Restes in Position 144, wo sich interessanterweise bei den bisher sequenzierten o-
Typ-PLDs ein Serin-Rest befindet (Anhang A3). Die Mohn-PLDI1 verfiigt in Position 414
noch tiber einen zehnten Cystein-Rest.

Mit dem Programm SignalP (Bendtsen et al., 2004; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)

konnten ausgehend von den Primérstrukturen der Mohn-PLD-Isoenzyme keine Signalpeptide
fiir den Transport in den Zellkern, die Mitochondrien, Peroxisomen sowie Chloroplasten
vorhergesagt werden. Es wird daher vermutet, dass beide Mohn-PLD-Isoenzyme intrazellulér
vorkommen und damit die SH-Gruppen der Cystein-Reste in reduzierter Form vorliegen
(Fahey et al., 1977). Fiir die PLD2 aus Wei3kohl konnte das Vorliegen der Cystein-Reste in
reduzierter Form gezeigt werden (Hwang et al., 2001).

Aus der Aminosdurezusammensetzung beider Isoenzyme (Anhang A4) geht weiterhin
hervor, dass in beiden Mohn-PLD-Isoenzymen ein hoher Prozentsatz an hydrophoben
Aminosduren existiert (Ala, Val, Phe, Pro, Met, Ile und Leu: 38,5 % fiir PLD1 bzw. 39,98 %
fiir PLD2). Der hohe Anteil an hydrophoben Aminoséuren ist vermutlich notwendig, um die
Funktionen des Membranabbaus bzw. der Membranumgestaltung erfiillen zu konnen. Dabei
sind fiir eine tempordre Bindung an die Zellmembran oberflichenexponierte hydrophobe

Aminoséduren erforderlich. Glycin erh6ht innerhalb von Proteinstrukturen durch das Fehlen
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einer Seitenkette die lokale Flexibilitdt (Mount, 2001). Insofern ist es sehr interessant, dass
Glycin mit 8,00 % bzw. 7,87 % die hiufigste Aminosdure der Mohn-PLD1 sowie der Mohn-
PLD2 darstellt.

Wie alle PLD-Aktivitat zeigenden Mitglieder der PLD-Superfamilie (2.4, Abbildung 4)
besitzen beide Mohn-PLD-Isoenzyme vier konservierte Sequenzbereiche, inklusive der 2
HKD-Motive. Am N-Terminus beider Isoenzyme befindet sich die fiir die Ca®"-vermittelte
Phospholipidbindung verantwortliche C2-Doméne (multiples Alignment im Anhang A3). Die
C2-Doméne von PLD1 und PLD2 aus Mohn enthélt wie andere pflanzliche PLDs vom a-Typ
zwei konservierte saure Aminosdure-Reste (Glu42 und Asp101). In beiden Mohn-PLDs sind
zwei mogliche PIP,-Bindungsmotive vorhanden (multiples Alignment im Anhang A3). Sie
sind zum einen in der C2-Domine (KxxxxRxRK) und zum anderen in der Region zwischen
dem ersten und zweiten HKD-Motiv (RxRxxxxK) lokalisiert.

In den Aminosduresequenzen der Mohn-PLD1 und der Mohn-PLD2 wurden mit Prosite

(Hofmann et al., 1999; http://www.expasy.ch/prosite/) eine Asn-Glykosylierungsstelle, sechs

Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinase C sowie zwei Phosphorylierungsstellen fiir
Tyrosinkinase gefunden. Das weist auf eine Beteiligung der PLDs an Regulationsprozessen

hin.

5.1.2 Klonierung von Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2

Beide Mohn-PLD-Isoenzyme sollten in Analogie zur Kohl-PLD2 mit einem neu etablierten
Expressionssystem  (pET-28b(+)-Vektor, E. coli-Stamm  Rosetta(DE3)pLysS, 5.2.3.3)
exprimiert werden, da aufgrund der hohen Identitdt der Primérstrukturen von Mohn-PLD1,
Mohn-PLD2 und Kohl-PLD2 (Tabelle 4) die Vermutung nahe lag, dass sich die beiden
Mohn-PLD-Isoenzyme bei der heterologen Expression in E. coli dhnlich verhalten.

Um eine Klonierung in den Vektor pET-28b(+) mit den Restriktionsenzymen Nco I/Hind II1
zu ermoglichen, wurden zundchst zwei im pldl- und pld2-Gen befindliche Nco I-
Schnittstellen und eine Hind III- Schnittstelle in den Plasmiden pldipCR4-TOPO bzw.
pld2pCR4-TOPO (5.1.1.1) durch ortsgerichtete Mutagenese entfernt (Primer Ancol
mohn fw/rv, A2ncol fw/rv, AhindIIl fw/rv, 3.6). Die so verdnderten Konstrukte wurden durch
Sequenzierung iiberpriift. In einer sich anschlieBenden PCR (4.4; 3. PCR-Ansatz) wurden
durch die flankierenden Primer mohn ncofw und mohnlhindrv/mohn2hindrv (3.6) die fiir die
Klonierung erforderlichen Restriktionsschnittstellen angefiligt. Nach Isolierung der PCR-
Produkte aus einem Agarosegel und Restiktionsverdau mit Nco I und Hind III wurde das

pldI- bzw. das pld2-Gen in den mit Nco I und Hind Il linearisierten, dephosphorylierten
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Vektor pET-28b(+) ligiert (4.9) und in E. coli XLI1-Blue transformiert (4.10.1). Eine
Selektion positiver Klone erfolgte durch Restriktionsverdau der erhaltenen Plasmide mit
Ncol und Hind IIl und Analyse im Agarosegel. Die korrekte DNA-Sequenz der
Expressionskonstrukte  p/dIpET-28b(+) und pld2pET-28b(+) wurde durch DNA-
Sequenzierung bestatigt. Die Expressionskonstrukte (Abbildung 16) wurden nachfolgend in
den E. coli-Stamm Rosetta(DE3)pLysS transformiert.

HindIII 7515 fl origin Hindlll 7515

fl origin

Kan Resistenz Kan Resistenz

plidl-Gen pld2-Gen

mohnpldZpET-28h(+)
7691 bp

mohnpld1pET-28b(+)
7691 bp

%, T7 promotor

T T7 promotor Neol 5070

pBE322 origin pEER322 origin

Iacl Inc I

Abbildung 16: Expressionskonstrukte Mohnpld1pET-28b(+) und Mohnpld2pET-28b(+).

5.1.3 Expression von Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2

Mohn-PLD1 sowie Mohn-PLD2 konnten erfolgreich mit Hilfe der Expressionskonstrukte
pldIpET-28b(+) und pld2pET-28b(+) in E. coli 16slich im Cytosol exprimiert werden. Eine
Expression der beiden Isoenzyme in l6slicher Form wurde angestrebt, da es bisher nicht
gelungen ist, PLD aus Weilkohl aus inclusion bodies zuriickzufalten. Die Expression der
beiden Enzyme erfolgte in Analogie zur Kohl-PLD2 mit einem neu etablierten
Expressionssystem (5.2.3.3).

Zur Verfolgung des Expressionsverlaufes wurden entnommene Zellproben mit Zelllysepuffer
(B-PERII Bacterial Protein Extraction Reagent, Pierce) aufgeschlossen. Der I6sliche
Proteinanteil wurde auf PLD-Aktivitdt getestet und die exprimierte Mohn-PLD1 bzw. Mohn-
PLD2 mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Technik mit Anti-Kohl-PLD2-Antikérpern
nachgewiesen. Im SDS-PAGE-Gel (Abbildung 17, oben) sind die Expressionsbanden bei
einer GroBe von 91,8 kDa nur schwach zu erkennen, was bei einer 10slichen
Proteinexpression jedoch nicht ungewohnlich ist. Der entsprechende Western-Blot
(Abbildung 17, unten) mit Anti-Kohl-PLD2-Antikorpern zeigt, dass die Bande der beiden
Mohn-PLD-Isoenzyme mit zunehmender Induktionszeit deutlich zunimmt. In

Ubereinstimmung damit konnte auch fiir beide Mohn-PLD-Isoenzyme im Verlauf der
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Expression eine zunehmende hydrolytische PLD-Aktivitdt gemessen werden (Abbildung 18).
Verglichen mit Mohn-PLD2 wird Mohn-PLD1 in etwas geringeren Mengen exprimiert, was
sich auch in der hydrolytischen PLD-Aktivitit der Mohn-Isoenzyme widerspiegelt.
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Abbildung 17: Verlauf der Expression von Mohn-PLD1 (A) bzw. Mohn-PLD2 (B). SDS-PAGE-
Gel (oben) und Western-Blot (unten): Bahn 1: LMW-Marker; Bahn 2: Expression des Vektors pET-
28b(+) ohne pld-Gen (Negativkontrolle); Bahnen 3 bis 9: Expression der Mohn-PLD1 (A) bzw.
Expression der Mohn-PLD2 (B) 0, 45, 90, 135, 180, 225 und 270 min nach Induktion; Bahn 10:
0,5 pg Kohl-PLD2 (Positivkontrolle).
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Abbildung 18: Hydrolyseaktivitat von Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2 im Verlauf der Expression.
Expressionsstamm: Rosetta(DE3)pLysS; Induktion: 25 uM IPTG bei ODgoonn= 1; Kultivierungs-
temperatur 25°C. Die Enzymaktivititen wurden aus zwei unabhingigen Messungen mit dem
diskontinuierlichen Mikrotiterplattentest (4.18.1.1) bestimmt.

5.1.4 Reinigung von Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2

Zur Reinigung der I6slich exprimierten Mohn-PLDs wurden die E. coli-Zellen mit einem
Homogenisator aufgeschlossen (4.14.1). Die nach Entfernen der unloslichen Zellbestandteile
durch Zentrifugation erhaltenen Rohextrakte wurden zundchst einer hydrophoben
Interaktionschromatographie (HIC) an Phenyl-Sepharose unterworfen (4.14.4). Zur
Auftragung wurde eine geringe (NH4)>SO4-Konzentration (0,4 M) gewihlt, da unter diesen
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Bedingungen die Bindung der Mohn-PLD-Isoenzyme an das Saulenmaterial unter Erhalt ihrer
Aktivitit gewihrleistet ist und ein grof3er Teil der Fremdproteine nicht an das Sdulenmaterial

bindet (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Reinigungsprofil fir Mohn-PLD1 (A) und fur Mohn-PLD2 (B) an Phenyl-
Sepharose. Schwarz, Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay; rot, Aktivititsbestimmung mittels
PpNP-Assay; gestrichelt, (NH,),SO,-Gradient (oberes Niveau: 0,4 M, unteres Niveau: 0 M).

Der Reinheitsgrad betrug 15 fiir Mohn-PLD1 bzw. 14 fiir Mohn-PLD2. 90 % der eingesetzten
Aktivitdt konnten mit einem abnehmenden (NH4),SO4-Gradienten eluiert werden. Eine
Reinigung mittels Calcium-vermittelter hydrophober Interaktionschromatographie nach
Lambrecht et al. (1992) war im ersten Schritt nicht mdglich, da bei Zugabe von CaCl, eine
starke Coprézipitation der PLD mit anderen cytosolischen Proteinen zu verzeichnen war, in
deren Folge die Aktivitdt vollstindig verloren ging. Die fiir die Prizipitation verantwortlichen
Komponenten konnten mittels der beschriebenen HIC an Phenyl-Sepharose abgetrennt
werden.

Die mit Hilfe von Phenyl-Sepharose teilgereinigte Proteinlosung wurde anschliefend mittels
Calcium-vermittelter hydrophober Interaktionschromatographie gereinigt (4.14.2). Bei
Auftragung der teilgereinigten Proteinlosung in Gegenwart von 50, 100 oder 150 mM CacCl,
wurden weder Mohn-PLD1 noch Mohn-PLD2 am Siulenmaterial gebunden. Erst bei einer
Konzentration von 200 mM CaCls; ist es gelungen, Mohn-PLD1 sowie Mohn-PLD2 an Octyl-
Sepharose zu binden und diese durch Entfernen der Ca**-Ionen selektiv und konzentriert zu
eluieren. Abbildung 20 zeigt die Reinigungsprofile fiir Mohn-PLD1 (A) sowie Mohn-PLD2
(B) an Octyl-Sepharose mit 200 mM CaCl,. Bei der Reinigung von Mohn-PLD2 konnte eine
teilweise vorzeitige Elution dieses Enzyms aufgrund einer vermutlich schwécheren Bindung
an Octyl-Sepharose in Gegenwart von 200 mM CaCl, nicht unterbunden werden. Das
verursachte einen hoheren Aktivititsverlust (65 %) bei der Reinigung von Mohn-PLD2 an

Octyl-Sepharose im Vergleich zur Mohn-PLD1 (32 %).
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Abbildung 20: Reinigungsprofil fur Mohn-PLD1 (A) und fir Mohn-PLD2 (B) an Octyl-
Sepharose mit 200 mM CaCl,. Schwarz, Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay; rot,
Aktivitdtsbestimmung mittels PpNP-Assay; gestrichelt, CaCl,-Gradient (oberes Niveau: 200 mM,
unteres Niveau: 0 mM).

Das Prinzip der Calcium-vermittelten hydrophoben Interaktionschromatographie ist bis zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht verstanden. Es wird jedoch angenommen, dass die fiir die
Adsorption an die hydrophoben Liganden der stationdren Phase verantwortlichen unpolaren
Regionen des Enzyms durch eine Calcium-induzierte Konformationsianderung an der
Oberfliche des Proteins présentiert werden. Abgeleitet aus Erfahrungen mit
Reinigungversuchen von inaktiven Kohl-PLD2-Varianten (5.2.4.1 und 5.2.4.2) an Octyl-
Sepharose wird vermutet, dass das zu reinigende Enzym in seiner aktiven Konformation
vorliegen muss, um mit dem Sédulenmaterial interagieren zu koénnen. Da die Bindung der
Mohn-PLD-Isoenzyme an Octyl-Sepharose erst bei einer Konzentration von 200 mM CacCl,
erfolgreich war, ist anzunehmen, dass diese Enzyme eine in diesem Bereich liegende CaCl,-
Konzentration fiir ihre Aktivitit bendtigen. Dies konnte durch die Bestimmung der
Hydrolyseaktivitit in Abhingigkeit von der Ca*’-Konzentration bestitigt werden (5.1.5.3).
Worauf der Unterschied zwischen Mohn-PLD2 und Mohn-PLD1 im Bindungsvermogen an
Octyl-Sepharose zuriickzufiihren ist, bleibt jedoch wunklar. Die Annahme, dass eine
Abweichung im hydrophoben Charakter innerhalb einer spezifischen Region der Mohn-PLD2
verglichen mit Mohn-PLD1 der Grund sein konnte, wird durch die nahezu identischen
Hydrophobizititsprofile beider Enzyme (Anhang A5) nicht gestiitzt.

Aus 200 ml Expressionskultur konnten mit der in der Tabelle 5 zusammengefassten
Reinigungsprozedur 70 pg Mohn-PLD1 bzw. 50 ug Mohn-PLD2 in aktiver und

elektrophoretisch einheitlicher Form isoliert werden.
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Tabelle 5: Quantifizierung der Reinigungsprozedur fir Mohn-PLD1 sowie Mohn-PLD2. Die
Enzymaktivititen wurden aus zwei unabhingigen Messungen mit dem diskontinuierlichen
Mikrotiterplattentest (4.18.1.1) bestimmt.

Gesamtprotein  Gesamtaktivitdt  Spezifische Aktivitdt  Ausbeute  Reinheitsgrad

(mg) (umol min'™) (umol min mg™) (%)

Mohn-PLD1

Rohextrakt 86,838 0,0545 6,276 10™ 100 1
Phenyl-Sepharose 5,312 0,0490 9,224 10° 90 15
Octyl-Sepharose 0,070 0,0319 0,456 58 726
Mohn-PLD2

Rohextrakt 85,320 0,1038 1,217 10° 100 1
Phenyl-Sepharose 5,170 0,0942 0,0182 90 14
Octyl-Sepharose 0,050 0,0252 0,504 25 397

In Abbildung 21A ist die Zunahme der Reinheit der Proteinldsungen wéhrend des
Reinigungsprozesses  gelelektrophoretisch ~ dokumentiert.  Zusétzlich  wurde  der

Reinigungsverlauf mittels Western-Blot (Abbildung 21B) verfolgt.
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Abbildung 21: Reinigung der Mohn-PLD-Isoenzyme. SDS-PAGE-Gel (A) und Western-Blot (B):
Bahn 1: LMW-Marker; Bahn 2: Rohextrakt der Mohn-PLD1; Bahn 3: Mohn-PLD1 nach Phenyl-
Sepharose; Bahn 4: Mohn-PLD1 nach Octyl-Sepharose; Bahn 5: LMW-Marker; Bahn 6: Rohextrakt
der Mohn-PLD2; Bahn 7: Mohn-PLD2 nach Phenyl-Sepharose; Bahn 8: Mohn-PLD2 nach Octyl-
Sepharose.
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5.1.5 Biochemische Charakterisierung der Mohn-PLD-Isoenzyme

Die rekombinant gewonnenen Mohn-PLD-Isoenzyme bildeten die Grundlage fiir die weitere
biochemische Charakterisierung der beiden Isoenzyme, die im Rahmen dieser Arbeit vor
allem auf die Ermittlung ihrer Hydrolyse- sowie Transphosphatidylierungseigenschaften

gerichtet war.

5.1.5.1 Bestimmung der Hydrolyseaktivitat im micellaren System

Die Bestimmung der Hydrolyseaktivitit im micellaren System erfolgte mit einem
kontinuierlichen Kiivettentest (4.18.1.2), bei dem die durch die pNP-Bildung aus PpNP als
Substrat hervorgerufene Absorptionsdnderung kontinuierlich bei 360 nm gemessen wurde.
Der verwendete Reaktionspuffer wurde in Analogie zu dem der wéssrigen Phase in dem von
Hirche et al. (1997) etablierten Zweiphasensystem n-Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer gewéhlt,
um die Ergebnisse der verschiedenen Aktivitdtsassays besser miteinander vergleichen zu
konnen, da auch die Aktivitdtsmessungen fiir Kohl-PLD2 und die Kohl-PLD2-Varianten
unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden. In Abbildung 22 ist der zeitliche
Verlauf der durch die Mohn-PLD-Isoenzyme katalysierten pNP-Bildung dargestellt.

200 4«  Mohn-PLD1
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Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf der durch die Mohn-PLD-lIsoenzyme katalysierten pNP-
Bildung im micellaren System. Durchgezogene Linien; lineare Regression zur Ermittlung der

Initialgeschwindigkeiten. Die gezeigten Messdaten wurden aus drei unabhingigen Messungen
ermittelt.

Die ermittelten Initialgeschwindigkeiten von PLD1 und PLD2 betragen 5,03 + 0,52 bzw.
6,15+ 0,12 umol min"' mg'. Demnach besitzen beide Enzyme bei der Verwendung des
synthetischen Substrates PpNP eine vergleichbare hydrolytische Aktivitét, die im Vergleich
mit der hydrolytischen Aktivitit der Kohl-PLD2 (16,23 + 2,91 pmol min™' mg™, 5.2.5.2) um

den Faktor 3,2 bzw. 2,6 geringer ist.
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5.1.5.2 Bestimmung der Hydrolyseaktivitat in Abhangigkeit vom pH-Wert und der
Ca**-Konzentration

Die Bestimmung der Hydrolyseaktivitit der rekombinanten Mohn-PLD-Isoenzyme in
Abhingigkeit vom pH-Wert und der Ca**-Konzentration sollte zum einen Aufschluss iiber das
pH-Optimum sowie die optimale Ca*’-Konzentration geben. Zum anderen sollte gepriift
werden, ob eine in der Literatur kontrovers diskutierte Verschiebung des pH-Optimums
pflanzlicher a-Typ-PLDs in den sauren Bereich bei Erhéhung der Ca®’-Konzentration
(Allgyer et al., 1979; Abousalham et al., 1993) bzw. bei Absenkung der Ca*"-Konzentration
(Pappan und Wang, 1999) zu beobachten ist.

Die Aktivitidten der Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2 wurden im pH-Bereich von 5,0 bis 8,5 und
im Konzentrationsbereich von 20 bis 100 mM CacCl,, der fiir die a-Typ-PLDs als optimal gilt
(Wang, 2000), mit dem modifizierten diskontinuierlichen Mikrotiterplattentest (4.18.1.3)
unter Verwendung von PpNP als Substrat bestimmt. Die hochste Hydrolyseaktivitdt wurde fiir
beide Isoenzyme zwischen pH 5,5 und 6,0 in Gegenwart von 100 mM CaCl, gemessen

(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einfluss des pH-Wertes und der Ca**-Konzentration im Reaktionspuffer auf die
Mohn-PLD1- und Mohn-PLD2-Hydrolyseaktivitat. A, Mohn-PLDI1; B, Mohn-PLD2. Die
gezeigten Messdaten wurden aus zwei unabhéngigen Messungen ermittelt.

Fiir beide Mohn-PLDs konnte in Gegenwart von 10 und 25 mM CacCl, im untersuchten pH-
Bereich 5,0 bis 8,5 das Aktivititsoptimum noch nicht erreicht werden. Es wird daher
vermutet, dass die Mohn-PLDs unter sauren Bedingungen bei physiologischen Ca®'-
Konzentrationen aktiv sind. Beide Mohn-PLD-Isoenzyme zeigen eine Verschiebung des pH-

Optimums der Hydrolyseaktivitdt bei einer Verringerung der Ca’"-Konzentration in den
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sauren Bereich. Dieser Befund stimmt mit dem von Pappan und Wang (1999) fiir Rizinus-
PLD gefundenen Resultaten iiberein. Zudem konnten Pappan und Wang (1999) zeigen, dass
sich die Rizinus-PLDo-Aktivitdit im sauren Bereich durch Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat bzw. Phosphatidylinositol-4-phosphat stimulieren lie. Wie bereits unter Punkt
5.1.1.3 erwidhnt, besitzen die Mohn-PLDs zwei potentielle PIP,-Bindungsstellen. Bei
weiterfilhrenden Aktivititsstudien mit den Mohn-PLD-Isoenzymen wére es daher sehr
interessant, einen moglichen aktivierenden Effekt von PIP, bzw. PIP zu priifen. In engem
Zusammenhang damit steht der Befund von Zheng et al. (2000), der zeigt, dass PIP, an die
C2-Domine von pflanzlicher PLDo in Abwesenheit von Ca**-Ionen sehr gut gebunden,
jedoch bei Zugabe von Ca**-Ionen verdringt wird. Die PIP,-Bindung wird dabei
konzentrationsabhingig durch Ca**-Ionen (> 0,6 mM fiir den PLDa-C2-Komplex) inhibiert.
Die Erhhung der PLD-Aktivitit in vitro durch unphysiologische, millimolare Ca*'-

Konzentrationen resultiert wahrscheinlich aus den artifiziellen Aktivitits-Assay-Bedingungen.

5.1.5.3 Bestimmung der Hydrolyseaktivitit in Abhangigkeit von der Ca®*-, Mg®*- und

Zn%**-Konzentration

Durch die Bestimmung der Hydrolyseaktivitit der rekombinanten Mohn-PLD-Isoenzyme in
Abhingigkeit von der Ca”'-, Mg”"- und Zn*"-Konzentration sollte der von Oblozinsky et al.
(2003) beschriebene Metallioneneffekt gepriift werden. Bei Untersuchungen an einem aus
Mohnkeimlingen isolierten PLD-Isoenzym mit PpNP als Substrat konnte dabei eine um den
Faktor 4 hohere Aktivitit in Anwesenheit von Zn*"-Tonen (optimale Konzentration: 5 mM) im
Vergleich zur Aktivitit bei Anwesenheit von Ca*-Ionen (optimale Konzentration: 10 mM)
gemessen werden.

Die Hydrolyseaktivitit der beiden rekombinanten Mohn-PLD-Isoenzyme wurde im
micellaren System in Gegenwart von Ca®-, Mg*"- und Zn*"-Ionen mit PpNP als Substrat
bestimmt (4.18.1.4). Beide Mohn-PLD-Isoenzyme sind bei pH 5,5 in Abwesenheit von Ca”"-
Tonen inaktiv, wie bereits in Abbildung 23 gezeigt. Durch Zugabe von Ca*"-Ionen wurde die
Aktivitdt der Mohn-PLD-Isoenzyme deutlich erhdht und eine maximale Aktivitédt bei 200 mM
CaCl, erreicht (Abbildung 24). Im Vergleich dazu erreicht die rekombinante Kohl-PLD2 ihre
maximale Hydrolyseaktivitét bereits bei 45 mM CaCl, (Schaftner et al., 2002). Andere bisher
bekannte pflanzliche o-Typ-PLDs bendtigen CaCl,-Konzentrationen zwischen 20 und
100 mM (Wang, 2000) fiir ihre optimale katalytische Aktivitdt. Eine Aktivierung der
rekombinanten Mohn-PLD-Isoenzyme durch Mg>- oder Zn*"-Ionen konnte bei

Konzentrationen zwischen 0 und 100 mM bzw. 0 und 50 mM nicht festgestellt werden. Diese
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Ergebnisse liefern daher keinerlei Indiz dafiir, dass das von Oblozinsky et al. (2003)
beschriebene Zn”"-aktivierbare PLD-Isoenzym mit einer der beiden rekombinanten Mohn-

PLD-Isoenzyme identisch ist.
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Abbildung 24: Einfluss der Ca**-Konzentration im Reaktionspuffer auf die Mohn-PLD1- und
Mohn-PLD2-Hydrolyseaktivitdt. Die gezeigten Messdaten wurden aus zwei unabhingigen
Messungen ermittelt.

Der sehr hohe Ca**-Bedarf fiir das Erreichen einer optimalen Aktivitit spiegelt sich auch in
der Reinigung beider Mohn-PLD-Isoenzyme mittels Ca’’-vermittelter hydrophober
Interaktionschromatographie (5.1.4) wider, wo eine Bindung der beiden Enzyme erst bei
200 mM CaCl, erfolgreich war. Eine Erkldrung fiir den hoheren Ca**-Bedarf im Vergleich
mit anderen pflanzlichen PLDs kann nur in strukturellen Unterschieden innerhalb der C2-
Domine zu suchen sein. Die zwei fiir die Ca**-Bindung bei pflanzlichen PLDs des o-Typs
verantwortlichen sauren Aminosdure-Reste Glu42 und Aspl01 sind auch, wie in 5.1.1.3
bereits beschrieben, in der C2-Domidne von Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2 enthalten.
Moglicherweise ist der Aminosdure-Rest Glu42 jedoch so in einer Helix-Struktur involviert,
dass er fiir eine Bindung von Ca®" nicht zur Verfiigung steht und demzufolge die Ca*'-
Bindung nur iiber den sauren Aminosdure-Rest AsplO1 mit stark verminderter Affinitét
erfolgen kann. Die Griinde fiir diese Annahme ergeben sich aus dem Vergleich der
Sekundérstrukturvorhersagen fiir die Mohn-PLD-Isoenzyme mit der fiir die Kohl-PLD2 und
aus dem Vergleich der Hydrophobizititsprofile dieser Enzyme (Anhang AS5). Die
Sekundérstrukturen wurden flir die Mohn-PLD-Isoenzyme sowie fiir die Kohl-PLD2 mittels
PHD (predicting one-dimensional protein structure by profile based neural networks; Rost,

1996; http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein) mit einer durchschnittlichen Genauigkeit
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von > 82 % vorhergesagt (Anhang A2 bzw. A6). Der Vergleich der Hydrophobizitétsprofile
von Mohn-PLD1 und Kohl-PLD2 (Anhang A5) zeigt, dass die Region zwischen den
Aminoséduren 20 bis 40 bei Mohn-PLD1 stark hydrophil ist, wiahrend diese Region bei der
Kohl-PLD2 hydrophob ist. Dieser Befund wird durch eine in diesem Bereich fiir beide Mohn-
PLD-Isoenzyme vorhergesagte Helix-Struktur gestiitzt (Abbildung 25), da o-Helices im
Allgemeinen an der Oberfliche von Proteinen liegen und tendenziell nur jede dritte oder
vierte Aminosdure hydrophob ist (Mount, 2001). Diese helikale Struktur im Bereich der
Aminosdure Glu42 (Glu39 bei der Kohl-PLD2) wurde fiir das Weilkohl-Enzym nicht
vorhergesagt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: PHD-Sekundarstrukturvorhersage fur die Mohn-PLD1 bzw. die Kohl-PLD2 im
Aminosaurebereich 8 bis 60 bzw. 57. H, Helix; E, Faltblatt; L, Loop und andere Strukturelemente;
gelb markiert, in die Ca**-Bindung involvierte Aminosiure Glu42 bzw. Glu39; Bl und B2, P-
Faltblatter der C2-Doméne.

5.1.5.4 Bestimmung der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivitat im
Zweiphasensystem

Die Bestimmung der Hydrolyseaktivitit und der Transphosphatidylierungsaktivitit im
Zweiphasensystem n-Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer erfolgte nach Hirche et al. (1997) mit
SPC als Substrat und mit Glycerol als Akzeptoralkohol (4.18.2). Aus dem zeitlichen Verlauf
der PA-Bildung in Abwesenheit von Glycerol bzw. der PG- und PA-Bildung in Gegenwart
von Glycerol wurden die Initialgeschwindigkeiten fiir die Hydrolyse (vm), fiir die
Transphosphatidylierung (vr) und fiir die Hydrolyse als Konkurrenzreaktion (vyk) ermittelt.
Das Transphosphatidylierungspotential  (vr/vgk) wurde aus den Quotienten der
Transphosphatidylierungsaktivitdt (vr) und der hydrolytischen Konkurrenzreaktion (vik)
berechnet.

In Abbildung 26 ist der zeitliche Verlauf der durch die Mohn-PLD-Isoenzyme katalysierten
Hydrolyse in Abwesenheit von Glycerol dargestellt. Die ermittelten Initialgeschwindigkeiten
der Hydrolyse (vyg) von PLD1 und PLD2 betragen 1,26 + 0,02 bzw. 1,35 + 0,04 pmol min”'

mg"'. Beide Enzyme besitzen, wie auch bei der Verwendung des synthetischen Substrates
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PpNP im micellaren System (5.1.5.1) gezeigt, eine vergleichbare hydrolytische Aktivitit.
Vergleicht man die ermittelten Initialgeschwindigkeiten der Hydrolyse der Mohn-PLDs mit
der der Kohl-PLD2 (vy = 3,30 + 0,13 pmol min" mg™), sind diese dhnlich dem micellaren
System mit PpNP als Substrat (5.1.5.1) um den Faktor 2,6 bzw. 2,5 geringer.

|
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Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der durch die Mohn-PLD-lIsoenzyme katalysierten Bildung
von Phosphatidsdure im Zweiphasensystem in Abwesenheit von Glycerol. Durchgezogene Linien;
lineare Regression zur Ermittlung der Initialgeschwindigkeiten. Die gezeigten Messdaten wurden aus
zwei unabhingigen Messungen ermittelt.

Fiir das aus Mohnkeimlingen isolierte PLD-Isoenzym wurde von Oblozinsky et al. (2003) im
Zweiphasensystem Diethylether/Acetat-Puffer mit PC als Substrat eine Hydrolyseaktivitét
vi= 0,342 + 0,051 pmol min" mg"' gemessen. Ein direkter Vergleich der Daten ist jedoch
nicht zuldssig, da die Wahl der organischen Phase des Zweiphasensystems erhebliche
Anderungen der PLD-Aktivititen zur Folge hat (Hirche et al., 1997).

Abbildung 27 zeigt den =zeitlichen Verlauf der durch die rekombinanten Mohn-PLDs
katalysierten Transphosphatidylierung und Hydrolyse in Anwesenheit von Glycerol. Die
ermittelten Initialgeschwindigkeiten der Mohn-PLD-Isoenzyme fiir die
Transphosphatidylierung (vr) und die Hydrolyse (vmk) zeigen unerwartet signifikante
Unterschiede, die sich im Transphosphatidylierungspotential widerspiegeln. Fiir Mohn-PLD1
konnte eine 2,6-fach hohere Umesterungsrate im Vergleich zur Hydrolyserate gemessen
werden. Die Mohn-PLD2 dagegen hydrolysiert und transphosphatidyliert SPC gleichermal3en

gut, obwohl sie sich in nur 11 Aminosduren von Mohn-PLD1 unterscheidet.
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Abbildung 27: Zeitlicher Verlauf der Bildung von Phosphatidylglycerol und Phosphatidsaure
durch die Mohn-PLD-Isoenzyme im Zweiphasensystem. Durchgezogene bzw. gestrichelte Linien;
lineare Regression zur Ermittlung der Initialgeschwindigkeiten der PG- bzw. der PA-Bildung. Die
gezeigten Messdaten wurden aus zwei unabhéngigen Messungen ermittelt.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den berechneten Initialgeschwindigkeiten fiir Kohl-
PLD2 vr = 3,11 + 0,19 pmol min™ mg™ und vk = 1,55 + 0,24 pmol min™ mg™' sowie deren
Umesterungspotenz vr/vgg = 2,01 = 0,43, so ergeben sich die folgenden Aussagen: Die
Transphosphatidylierungsaktivitit der Mohn-PLD1 ist 2,6-fach geringer als die von Kohl-
PLD2. Dies stimmt mit den Hydrolyseaktivititsbestimmungen im micellaren und im
Zweiphasensystem iiberein (5.1.5.1 und Abbildung 26), und ldsst auf eine geringere
spezifische Aktivitdit des Mohn-Enzyms schlieBen. Durch eine verhdltnismdBig gering
ausgepréagte Hydrolysereaktion in Anwesenheit von Glycerol ergibt sich fiir Mohn-PLD1 ein
um den Faktor 1,3 verbessertes Transphosphatidylierungspotential im Vergleich zur Kohl-
PLD2.

In Bezug auf die reduzierte Transphosphatidylierungsaktivitdt der Mohn-PLD2 im Vergleich
zur Mohn-PLD1 wird vermutet, dass die bei den beiden Isoenzymen voneinander
abweichenden Aminosédure-Reste in Position 349 (Glu bzw. Ala) und 352 (Gln bzw. Glu)
innerhalb des ersten verlingerten HKD-Motives dabei eine Rolle spielen kdnnten.

Von Oblozinsky et al. (2003) wurde im Zweiphasensystem Diethylether/Acetat-Puffer mit PC
als Substrat und Glycerol als Akzeptoralkohol fiir das aus Mohnkeimlingen isolierte PLD-
Isoenzym eine Transphosphatidylierungsaktivitit vy = 4,86 + 0,05 umol min™ mg"' gemessen,
wohingegen unter diesen Bedingungen eine Hydrolyseaktivitit nicht detektiert werden
konnte. Durch die Differenz in der Zusammensetzung der organischen Phase ist ein Vergleich
mit den in dieser Arbeit ermittelten Aktivititen der rekombinanten Mohn-PLDs nicht
moglich. Es ldsst sich aber dennoch sagen, dass die von Oblozinsky et al. (2003) gemessene

hohe Transphosphatidylierungsaktivitit in den rekombinant gewonnenen Mohn-PLDs nicht
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beobachtet werden konnte. Es handelt sich bei dem von Oblozinsky et al. (2003) untersuchten
Enzym offenbar nicht um eines der beiden rekombinanten Mohn-PLD-Isoenzyme. Dafiir
sprechen auch die bereits unter Punkt 5.1.5.3 beschriebenen differierenden
Hydrolyseaktivititen in Abhingigkeit der Ca’’-, Mg*'- und Zn*'-Konzentration. Ein
experimenteller ~ Nachweis  mittels  tryptischen = Verdaus und  anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse ist bisher an der nicht reproduzierbaren Gewinnung dieses
Mohn-PLD-Enzyms aus Mohnkeimlingen nach Oblozinsky et al. (2003) gescheitert.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich aber ableiten, dass Differenzen im
Transphosphatidylierungspotential pflanzlicher PLDs auf geringfiigigen Aminosdure-
austauschen beruhen. Unter dem biosynthetischen Gesichtspunkt bedeutet das, dass die
gentechnische Modulation des Transphosphatidylierungpotentials von PLDs relativ einfach zu

bewerkstelligen sein sollte.
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5.2 Kohl-PLD2 und Kohl-PLD2-Enzymvarianten

5.2.1 Design von Kohl-PLD2-Enzymvarianten

Mit der Etablierung eines Verfahrens zur Gewinnung rekombinanter PLDs aus Wei3kohl
(Schiffner et al., 2002) war die Voraussetzung fiir Struktur-Funktionsstudien gegeben.
Aufbauend auf multiplen Alignments, Sekundérstrukturvorhersagen und
Hydrophobizititsvergleichen sollten mit Hilfe von Deletionen, Insertionen und gezielten
Aminoséureaustauschen Strukturelemente lokalisiert werden, die fiir die katalytische Aktivitat
der PLD, insbesondere fiir die Transphosphatidylierungsaktivitdt funktionsbestimmend sind.
Fiir die durchgefiihrten Mutationsstudien wurde die rekombinante PLD2 aus Weillkohl
verwendet, da sie der aus dem Weillkohl isolierten PLD entspricht (Schops et al., 2002).
Unter Beriicksichtigung der Sekundirstrukturvorhersage wurden die verschiedenen
Enzymvarianten der rekombinanten PLD2 aus Kohl vor allem auf der Grundlage von
Sequenzvergleichen mit ausgewihlten nicht-pflanzlichen Vertretern der PLD-Superfamilie
(E. coli-Phosphatidylserinsynthase, E. coli-Cardiolipinsynthase, humane PLD1 sowie den
PLDs aus Streptomyces antibioticus und Streptomyces species), etablierten pflanzlichen PLDs
(Nicotiana tabacum, Ricinus communis, Zea mays) sowie durch den Vergleich der PLD2-
Sequenz mit denen der beiden Mohn-PLD-Isoenzyme, die im Rahmen dieser Arbeit bestimmt
wurden, abgeleitet. Darauf aufbauend wurden die Bereiche des ersten und zweiten HKD-
Motives, der bei pflanzlichen PLDs hoch-konservierte C-Terminus sowie die 8 in
pflanzlichen PLDs ebenfalls hoch-konservierten Cystein-Reste fiir Mutationen ausgewahlt.
Von diesen Regionen wurde ein Einfluss auf die Aktivitdit insbesondere auf die

Transphosphatidylierungsaktivitit erwartet.

5.2.1.1 Modifizierung der HKD-Motive und der ihnen benachbarten Regionen

Wie bereits im Abschnitt 2.4 erwéhnt, haben pflanzliche PLD-Isoenzyme wie alle zur PLD-
Superfamilie gehdrenden Mitglieder zwei konservierte HKD-Motive, die fiir die katalytische
Aktivitdt verantwortlich gemacht werden. Die Notwendigkeit der HKD-Motive auch fiir die
katalytische Aktivitdt der pflanzlichen a-Typ-PLDs sollte durch die Punktmutationen H333D,
K335R und D340E im ersten HKD-Motiv und die Punktmutationen H663D, K665R und
D670E im zweiten HKD-Motiv bestétigt werden.

Die drei Enzymvarianten T264D, V339T/E342A/V343M und V339T/E342A/V343M/Q346E/
G348S/G349Q/S350Q/A351/A352/M356V, bei denen der Aminosdureaustausch in den
angrenzenden Regionen des ersten HKD-Motives der Kohl-PLD2 vorgenommen wurde,

wurden aufgrund sequentieller Besonderheiten der Mohn-PLDs im Vergleich mit etablierten
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pflanzlichen PLDs in Form eines multiplen Alignments abgeleitet (Abbildung 28). Dabei war
nur der Bereich des ersten HKD-Motives interessant, da dieser im Vergleich zum Bereich des
zweiten HKD-Motives nicht so hoch-konserviert ist (multiples Alignment im Anhang A3).
Diese Enzymvarianten wurden in der Annahme entwickelt, dass die rekombinanten Mohn-
PLDs iiber eine sehr ausgeprigte Transphosphatidylierungsaktivitit verfiigen, wie das von

Oblozinsky et al. (2003) fiir eine aus Mohnkeimlingen isolierte PLD beschrieben worden ist.

1. HKD-Motiv
Arath al 259 KKASEGV (65) HEQEIVVVESEMPSRGGSEM-RRIVS 354
Arath a2 260 KKASEGV (65) HEQMIVVVESEMPSGGSRS--RRIVS 354
Braol al 260 KKASEGV (65) HEQMIVVVESEMPSRGGSQM-RRIVS 355
Braol a2 261 KKATEGV (65) HEOQOEIVVVESEVPSQGGGSEMRRIMS 357
Crapl al 259 KKASEGV (65) HEOMI IVVESDLPSGGSDK--RRIVS 353
Crapl a2 259 KKANEGV (65) HEOMI IVVESDLPSGGSDK--RRIVS 353
Lyces al 260 KKASEGV (65) HEQMIIVVESALPSGESEK--RRILS 354
Nicta a 259 KKASEGV (65) HEOQMIVVVESELPSGESEK--RRIVS 353
Orysa al 263 KKASEGV (65) HEOQMIVVVEHELPNQGSQQ--RRIVS 357
Papso al 264 KKADEGV (65) HEOEIVVTESAMPSEGSQQ--RRIVS 358
Papso a2 264 KKADEGV (65) HEQMIVVTESAMPSAGSEQ--RRIVS 358
Pimbr a 259 KKADEGV (65) HEOMIVVVEBSEMPTSGSEN--RRVVS 353
Ricco a 259 KKASEGV (65) HEOQMIVVVESAMPNGDSQR--RRIVS 353
Vigun a 259 KKASEGV (65) HEOQMIVVVESALPGGGGSDK-RRIVS 354
Zeama a 263 RKASEGV (65) HEQM!VVVEHEMPNQGSQQ--RRIVS 357

Abbildung 28: Ausschnitt des multiplen Alignments (Anhang A3) mit Primérstrukturen
pflanzlicher PLDs im Bereich des 1. HKD-Motives. Blau, identische und dhnliche Aminosduren; rot
markiert, HKD des katalytischen Motives; schwarz, differierende Aminosiuren; gelb markiert,
Positionen der Aminosdurcaustausche T264D, V339T/E342A/V343M und V339T/E342A/V343M/
Q346E/G348S/G349Q/S350Q/A351/A352/M356V.  Species-Kurzformen:  Arath, Arabidopsis
thaliana; Braol, Brassica oleracea; Crapl, Craterostigma plantagineum; Lyces, Lycopersicon
esculentum; Nicta, Nicotiana tabacum; Orysa, Oryza sativa;, Papso, Papaver somniferum; Pimbr,
Pimpinella brachycarpa; Ricco, Ricinus communis; Vigun, Vigna unguiculata; Zeama, Zea mays.
Nummern in der NCBI-Genbank siehe Tabelle 2.

Aus dem Sequenzvergleich von Kohl-PLD2 und Streptomyces species-PLD wurden die
Enzymvarianten Q334S (Aminosdureaustausch innerhalb des ersten HKD-Motives) und
S664H (Aminosdureaustausch innerhalb des zweiten HKD-Motives) abgeleitet
(Abbildung 29).

1. HKD-Motiv 2. HKD-Motiv
Braol a2 332 HEQWIVVVES (321) SEVMIVED 671
Stran 214 NESHLLVVEG (265) LEHELVSVED 497
Strsp 169 NESEILVVEG (269) QEHELVSVES 456

Abbildung 29: Alignment der PLD-Primarstrukturen von Brassica oleracea, Streptomyces
antibioticus und Streptomyces species innerhalb des 1. und 2. HKD-Motives. Blau, identische und
dhnliche Aminosduren; rot markiert, HKD der katalytischen Motive; schwarz, differierende
Aminosduren; gelb markiert, Positionen der Aminosdureaustausche Q334S und S664H. Species-
Kurzformen: Braol, Brassica oleracea; Stran, Streptomyces antibioticus; Strsp, Streptomyces species.
Nummern in der NCBI-Genbank siehe Tabelle 2.
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Die Bereiche der beiden HKD-Motive sind die einzigen Regionen der Primérstrukturen
pflanzlicher und Streptomyceten-PLDs, die sich in Form eines Alignments miteinander
vergleichen lassen. Ansonsten ist der Grad der Ubereinstimmung zwischen diesen Sequenzen
sehr gering (<20 %). Dieser Vergleich ist von besonderem Interesse, da zum einen nur von
der PLD aus Streptomyces species eine Kristallstruktur vorhanden ist und zum anderen
Streptomyceten-PLDs priadestiniert fiir die Umesterung von Glycerophospholipiden zu sein
scheinen. Dies zeigen auch vergleichende Studien zwischen Kohl-PLD und Streptomyces
species-PLD von Hirche wund Ulbrich-Hofmann (2000), die zum Beispiel im
Zweiphasensystem Diethylether/Acetat-Puffer mit PC als Substrat und Glycerol als
Akzeptoralkohol eine Transphosphatidylierungsaktivitit vy = 1,12 pmol min" mg™ fiir Kohl-

PLD und vr= 32,5 pumol min" mg™ fiir Streptomyces species-PLD messen konnten.

5.2.1.2 Bedeutung des C-Terminus fur die Katalyse

Mutationsstudien an Sduger-PLDs wiesen auf eine wesentliche Bedeutung des C-terminalen
Bereiches, insbesondere der C-terminalen Aminosdure, bei der Stabilisierung der
funktionellen Konformation des aktiven Zentrums hin (Sung et al., 1999; Xie et al., 2000 und
Liu et al., 2001). Aufgrund der hohen Konservierung des C-Terminus innerhalb der tierischen
PLDs und auch innerhalb der pflanzlichen PLDs (multiples Alignment im Anhang A3) im
Gegensatz zu den mikrobiellen PLDs war es von Interesse, die Bedeutung des C-Terminus
pflanzlicher a-Typ-PLDs fiir deren Aktivitdt zundchst durch systematische Deletion des C-
Terminus sowie durch Anfiigen einer zusétzlichen Aminosdure zu {berpriifen. Daraus
ergaben sich die Deletionsmutanten A812, A808-812, A804-812 und A801-812 sowie die
Enzymvariante PLD2+S. Um Aufschluss iiber den Charakter der Wechselwirkungen des C-
Terminus mit dem aktiven Zentrum zu erhalten, wurde die C-terminale Aminosdure gegen
Gly, Ala, Val, Ser, Cys, Asp, Asn, Lys, Arg, Phe bzw. Tyr ausgetauscht (T812G, T812A,
T812V, T8128S, T812C, T812D, T812N, T812K, T812R, T812F und T812Y).

5.2.1.3 Bedeutung der Cystein-Reste flr die PLD-Aktivitat

Eine bisher in der Literatur kaum beachtete Gemeinsamkeit der pflanzlichen a-Typ-PLDs ist
die Présenz von 8 hoch-konservierten Cystein-Resten (multiples Alignment im Anhang A3).
Indem die einzelnen Cystein-Reste der Kohl-PLD2 (Abbildung 30) durch Serin-Reste
ausgetauscht wurden, sollte eine mogliche Bedeutung der Cystein-Reste fiir die enzymatische
Aktivitdt ermittelt werden. Der Austausch der Cystein- durch Serin-Reste wurde gewihlt, da
Serin dem Cystein strukturell sehr dhnlich ist und vorhandene Wasserstoffbriickennetzwerke

im Gegensatz zu einer Substitution durch Alanin nicht wesentlich beeintrdchtigt werden. Die
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daraus resultierenden Enzymvarianten sind C85S, C181S, C212S, C307S, C310S, C365S,
C625S und C7418S.

85 181 212 307 /310 365 625 741
C2-Domine 1. HKD-Motiv 2. HKD-Motiv
N s e ) s— C
FHI'YCAHMA EPHRCWEDI GIDLCDGRY LTFFCLGNR
QRQGCKVSL SEVHCVLCPRNP SSLECIEKV

Abbildung 30: Uberblick uber die Cystein-Reste der PLD2 aus Weikohl. Griin, Positionen der
Cystein-Reste; rot, den Cystein-Resten benachbarte, in den pflanzlichen o-Typ-PLDs konservierte
Aminosdure-Reste; schwarz, den Cystein-Resten benachbarte, in den pflanzlichen o-Typ-PLDs
differierende Aminoséure-Reste.

5.2.2 Mutagenese und Expression der Kohl-PLD2-Enzymvarianten

Als Matrize zur Einfiihrung der Mutationen diente in Abhédngigkeit vom gewahlten
Expressionssystem das Plasmid Kohlp/d2pRSETS5a (Wildtyp-Plasmid; 3.7) bzw. das Plasmid
Kohlpld2pET-28b(+) (Wildtyp-Plasmid; 5.2.3.3). Die Verwendung von den Wildtyp-
Plasmiden abweichenden Plasmiden ist unter Punkt 3.6 vermerkt. Die ortsgerichtete
Mutagenese wurde wie unter 4.6 beschriecben mit den unter 3.6 angegebenen
Oligonucleotiden durchgefiihrt. Alle erzeugten Varianten wurden durch Sequenzierung des
kompletten pld2-Gens tberpriift (4.12). Die PLD2-Enzymvarianten im pRSET5a-Vektor
wurden anschlieBend im E. coli-Stamm BL21(DE3)+pUBS520 in Analogie zum Wildtyp-
Enzym exprimiert (4.13.1; Schéffner et al., 2002), die PLD2-Enzymvarianten im pET-28b(+)-
Vektor im E. coli-Stamm Rosetta(DE3)pLysS entsprechend des neu etablierten
Expressionssystems (4.13.2; neues Expressionssystem unter 5.2.3.3). Die Wahl eines neuen
Expressionssystems (5.2.3) war nach unerwarteten Schwierigkeiten bei der Expression einiger
Kohl-PLD2-Enzymvarianten im E. coli-Stamm BL21(DE3)+pUBS520 notwendig geworden.
Aufgrund einer ungeniigenden Stabilitit des pld2-tragenden Plasmids kam es zum einen
immer wieder zu Problemen bei der Anzucht der Vor- und Hauptkulturen und zum anderen

zur Produktion von aktivem und inaktivem Protein ein- und derselben Enzymvariante.



5 Ergebnisse und Diskussion 80

5.2.3 Klonierungs- und Expressionsstudien von Kohl-PLD2 zur Etablierung eines neuen

Expressionssystems

5.2.3.1 Expression von Kohl-PLD2 mit dem pBAD22-Vektor

Der pBAD22-Vektor, konstruiert von Guzman et al. (1995), enthédlt den schwach
transkribierenden araBAD-Promotor des Arabinoseoperons und sein regulatorisches Gen
araC. Die Transkriptionsrichtung von araC verlduft entgegengesetzt zu der von araBAD.

Die Klonierung des Kohl-pld2-Gens in den pBAD22-Vektor erfolgte mit den
Restriktionsendonucleasen Nco I und Xba I. Zur Herstellung des Expressionskonstruktes
Kohlpld2pBAD22 wurde in dem Plasmid Kohlp/d2pRSET5a mittels ortsgerichteter
Mutagenese die sich im Gen befindliche Nco I-Schnittstelle entfernt und N-terminal die fiir
die Klonierung notwendige Nco I-Schnittstelle bzw. C-terminal die Xba I-Schnittstelle erzeugt
(Ancopld2 fw/rv, mutnco fw/rv, mutxba fw/rv, 3.6). Nach Sequenzierung des so verdnderten
Plasmids wurde es ebenso wie der pBAD22-Vektor mit den Restriktionsendonucleasen Nco 1
und Xba I verdaut. Das pld2-Gen wurde wie unter 4.9 beschrieben in den linearisierten,
dephosphorylierten pBAD22-Vektor ligiert und in E. coli XL1-Blue transformiert. Im
Anschluss an die Sequenzierung des so erhaltenen Expressionskonstruktes Kohlp/d2pBAD22
(Abbildung 31) wurde es in den E. coli-Stamm TOP 10 transformiert.

pBR3212 origin

ara BAD promotor Heal 1319

M13 origin kohlpld2pBAD22

6969 bp

Amp Resistenz

pld2-Gen

bal 3785

Abbildung 31: Expressionskonstrukt Kohlpld2pBAD22.

Fir die Expression des Konstruktes Kohlp/d2pBAD22 wurden die folgenden Parameter

variiert:

e Temperatur (25°C; 37°C)
¢ Induktorkonzentration (L-Arabinose: 0,00002 bis 0,2 %)
e Induktionszeitraum (0 bis 12 h)

e Repression mit D-Glucose (0,1 %ig).
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Die anderen Expressionsparameter wurden konstant gehalten (Expressionsstamm E. coli
TOP10; Kulturmedium: LB-Medium, 50 pg/ml Ampicillin; Induktionszeitpunkt ODgoonm:
0,6). Zur Kontrolle des Expressionsverlaufes wurden Proben entnommen und die Zellen mit
Zelllysepuffer (B-PERII Bacterial Protein Extraction Reagent, Pierce) aufgeschlossen. Der
16sliche Proteinanteil wurde mittels SDS-PAGE bzw. Western-Blot-Technik mit Anti-Kohl-
PLD2-Antikérpern analysiert und auf PLD-Aktivitdt getestet. Lediglich bei einer
Expressionstemperatur von 25°C und einer Induktion mit 0,2 % L-Arabinose wurde Kohl-
PLD2 in aktiver Form exprimiert. Da bei Zusatz von 0,1 % D-Glucose zum Medium unter
ansonsten gleichen Expressionsbedingungen kein Protein mit PLD-Aktivitidt nachgewiesen
werden konnte, ist die oben beschriebene Expression der Kohl-PLD2 vermutlich auf eine
Basalexpression zuriickzufithren. Auch alle anderen Expressionskulturen lieferten kein
Protein mit PLD-Hydrolyseaktivitit sowie keine erkennbaren Banden entsprechender Grof3e

im SDS-PAGE-Gel bzw. im Western-Blot.

5.2.3.2 Expression von Kohl-PLD2 mit dem pTWIN I-Vektor

Die Fusion eines hydrophoben, zur Bildung von inclusion bodies neigenden Proteins mit
einem hydrophilen Protein verhindert oftmals die Aggregation. Der pTWIN1-Vektor erlaubt
die translationale Fusion eines Intein-tags am N- und/oder C-Terminus des Zielproteins. An
jedes Intein ist zudem eine Chitin-Bindungsdomine fusioniert, die fiir eine Reinigung mittels
Affinitdtschromatographie genutzt werden kann. Das Ziel-Protein kann durch pH- bzw.
Temperaturdnderung  (N-terminales  Fusionsprotein) bzw. durch niedermolekulare
Thiolverbindungen (C-terminales Fusionsprotein) vom Intein abgespalten werden.

Zur Herstellung des Expressionskonstruktes Kohlp/d2pTWIN1 wurden die zwei fiir die
Klonierung erforderlichen Sap [-Restriktionsschnittstellen mittels PCR (4.4; 4. PCR-Ansatz)
mit dem Plasmid Kohlp/d2pRSET5a als Template unter Verwendung der flankierenden
Primer pTWINI fw und pTWINI rv angefiigt. Nach Isolierung des PCR-Produktes aus dem
Agarosegel und Restiktionsverdau mit Sap I wurde das pld2-Gen in den mit Sap [
linearisierten, dephosphorylierten Vektor pTWINI ligiert und in E. coli XL1-Blue
transformiert. Eine Selektion positiver Klone erfolgte durch Restriktionsverdau der erhaltenen
Plasmide mit Sap I unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass durch die Klonierung eine der
zwei Sap [-Schnittstellen eliminiert wurde. Bei Verwendung dieser Klonierungsstrategie ist
nur die translationale Fusion eines Intein-tags am N-Terminus der PLD mdglich. Die korrekte
DNA-Sequenz des Expressionskonstruktes Kohlpld2pTWINI (Abbildung 32) wurde durch
DNA-Sequenzierung bestétigt. Das Konstrukt wurde nachfolgend in die entsprechenden

E. coli-Stamme transformiert.
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Abbildung 32: Expressionskonstrukt Kohlpld2pTWIN1. CBD, Chitin-Bindungsdomine von
Bacillus circulans; Ssp intein, Intein von Synechocystis sp.

Die folgenden Parameter wurden bei der Uberexpression des Konstruktes Kohlpld2pTWIN1

variiert:

¢ Induktorkonzentration (IPTG: 25 bis 500 uM)

¢ Induktionszeitraum (0 bis 20 h)

e E. coli-Expressionsstamm (ER 2566; BL21(DE3); BL21(DE3)+pUBS520;
Rosetta(DE3)pLysS).

Die anderen Expressionsparameter wurden konstant gehalten (Kulturmedium: LB-Medium,
50 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin bei pUBS520, 25 ng/ml Chloramphenicol bei
pLysS; Induktionszeitpunkt ODgoonm: 0,6; Temperatur: 15°C). Zur Verfolgung des Verlaufes
der Expression wurden Zellproben entnommen und mittels SDS-PAGE bzw. Western-Blot-
Technik analysiert und auf PLD-Aktivitit getestet. Unabhingig vom Expressionsstamm
wurde in allen Expressionskulturen Kohl-PLD2 ohne N-terminales Intein in geringen Mengen
in l6slicher Form exprimiert. Das Fusionskonstrukt Intein-PLD2 konnte weder im SDS-
PAGE-Gel noch mittels Western-Blot detektiert werden. Das spricht fiir eine in-vivo-
Spaltung, deren optimale Bedingungen fiir das N-terminale Intein mit einem pH-Wert von 7
und einer Temperatur von 25°C vom Hersteller angegeben sind. Die gemessenen sehr

geringen PLD-Hydrolyseaktivititen lagen im Fehler der Methode.
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5.2.3.3 Expression von Kohl-PLD2 mit dem pET-28b(+)-Vektor und Lactose-Permease-

mutierten E. coli-Stdmmen

Die Expression in den Lactose-Permease-mutierten E. coli-Stimmen Rosetta(DE3) und
Rosetta(DE3)pLysS ermoglicht die Kontrolle des Expressionsniveaus durch die
Induktorkonzentration. Durch die lacY 1-Mutation wird der aktive Transport von Lactose in
die Zellen unterbunden. Aufgrund der so erhdhten Sensitivitdt dieser Stdmme gegeniiber
Lactose im Medium ist eine gleichmidBigere Aufnahme von IPTG in die Zellen einer
Population gegeben. Die Rosetta-E. coli-Stimme ermoglichen zudem die Expression von
eukaryotischen Proteinen, die selten in E. coli verwendete Codons enthalten (Brinkmann et
al., 1989; Seidel et al., 1992; Kane, 1995; Kurland et al., 1996), indem sie die tRNAs fiir die
Codons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC und GGA mittels eines kompatiblen, eine
Chloramphenicolresistenz vermittelnden Plasmid liefern. Diese Expressionsstimme werden
bevorzugt mit pET-Expressionsvektoren, konstruiert von Studier und Mofatt (1986), Studier
et al. (1990) sowie Rosenberg et al. (1987), verwendet (pET: plasmid for expression by T7
RNA polymerase). Bei der Wahl des pET-Expressionsvektors wurde auf eine Kanamycin-
Resistenz geachtet, da die Selektion mit Ampicillin in Expressionskulturen nicht so effizient
ist, weil die von den Zellen sekretierte P-Lactamase sowie der pH-Abfall wihrend des
Expressionsverlaufes zum Abbau des Ampicillins fiihren. In Kan-pET-Vektoren ist aulerdem
die Transkriptionsrichtung des Resistenzgens entgegengesetzt zum T7-Promotor, so dass bei
Induktion des T7-Promotors keine Erhhung des Kan-Gen-Produktes erfolgt. In den meisten
Amp-pET-Vektoren liegt das B-Lactamase-Gen downstream und in derselben Orientierung
wie der T7-Promotor.

Um das Kohl-p/d2-Gen iiber Nco I/Hind III-Schnittstellen in den pET-28b(+)-Vektor
klonieren zu konnen, wurde im Plasmid Kohlp/d2pRSET5a zunichst durch ortsgerichtete
Mutagenese die sich im Gen befindliche Nco I-Schnittstelle entfernt und N-terminal die fiir
die Klonierung notwendige Nco I-Schnittstelle erzeugt (Ancopld2 fw/rv, mutnco fw/rv, 3.6).
Nach Sequenzierung des so verdnderten Plasmids wurde es ebenso wie der pET-28b(+)-
Vektor mit den Restriktionsendonucleasen Nco I und Hind 11l verdaut. Nach Isolierung des
pld2-Gens sowie des linearisierten Vektors aus dem Agarosegel wurde der Vektor
dephosphoryliert und anschlieend die Insert-DNA in den Vektor, wie unter 4.9 beschrieben,
ligiert und in E. coli XL1-Blue transformiert. Das Expressionskonstrukt Kohlp/d2pET-28b(+)
(Abbildung 33) wurde nach Bestitigung der korrekten DNA-Sequenz durch Sequenzierung

in die entsprechenden E. coli-Expressionsstimme transformiert.
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Abbildung 33: Expressionskonstrukt Kohlpld2pET-28b(+).

Zur Optimierung der Uberexpression des Konstruktes Kohlpld2pET-28b(+) wurden folgende

Parameter variiert:

e Temperatur (25°C, 37°C)

¢ Induktorkonzentration (IPTG: 25 bis 500 uM)

¢ Induktionszeitraum (0 bis 6 h)

¢ Induktionszeitpunkt (ODggo: 0,5 bis 1)

¢ E. coli-Expressionsstamm (Rosetta(DE3); Rosetta(DE3)pLysS).

Das Kulturmedium (LB-Medium, 10 pg/ml Kan, 25pg/ml Cm) wurde fiir alle
Expressionsversuche gleich gewihlt. Zur Verfolgung des Expressionsverlaufes wurden
Zellproben mittels SDS-PAGE bzw. Western-Blot-Technik analysiert und auf hydrolytische
PLD-Aktivitét getestet.

In den bei 37°C angezogenen Expressionskulturen ist die PLD in Form von inclusion bodies
akkumuliert worden. Nach Schein et al. (1988) ist es moglich, durch eine
Temperaturerniedrigung die Ausbeute an 16slichen rekombinanten Proteinen zu verbessern.
Auch in diesem Fall konnte durch ein Absenken der Kultivierungstemperatur von 37°C auf
25°C die Kohl-PLD2 erfolgreich in 16slicher Form im Cytosol von Rosetta(DE3)-Zellen
exprimiert werden. Die Induktion der Expression erfolgte dabei mit 25 bzw. 50 uM IPTG,
aber auch ohne Induktion wurde Kohl-PLD2 gebildet. Eine weitere Erhohung der IPTG-
Konzentration fiihrte zu einer Bildung von inclusion bodies. Durch Verwendung des E. coli-
Stammes Rosetta(DE3)pLysS wurde versucht, die beobachtete Basalexpression
zuriickzudrdngen, da das in diesem Stamm vorhandene, die Chloramphenicolresistenz
vermittelnde Plasmid pLysS geringe Mengen an T7-Lysozym, einem natiirlichen Inhibitor der

T7-RNA-Polymerase (Mofatt et al., 1987; Studier, 1991) liefert. Abbildung 34A zeigt, dass
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sich die Basalexpression auch in diesem Stamm nur zum Teil unterdriicken lieB3. Eine IPTG-
Konzentration von 25 uM erwies sich als optimal fiir die Expression von Kohl-pld2-pET-
28b(+) in Rosetta(DE3)pLysS bei 25°C. Der Induktionszeitpunkt besitzt ebenfalls einen
Einfluss auf die Expression der Kohl-PLD2 (Abbildung 34B). Das PLD-Aktivitdtsmaximum
ist bei allen 3 gezeigten Expressionskulturen dhnlich, die hdchste Expressionsrate wird jedoch

bei den bei einer hoheren optischen Dichte induzierten Zellen schon nach 4 Stunden erreicht.
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Abbildung 34: Hydrolyseaktivitat der Kohl-PLD2 im Verlauf der Expression von Kohl-pld2-
pPET-28b(+) in Rosetta(DE3)pLysS bei 25°C. A: Einfluss der IPTG-Konzentration (Induktion bei
ODgoonm= 0,8); B: Einfluss des Induktionszeitpunktes (Induktion mit 25 uM IPTG). Die
Enzymaktivititen wurden aus zwei unabhingigen Messungen mit dem diskontinuierlichen
Mikrotiterplattentest (4.18.1.1) bestimmt.

Die optimierten Bedingungen fiir das neu etablierte Expressionssystem zur Expression von
Kohl-PLD2 in aktiver, 16slicher Form lassen sich folgendermallen zusammenfassen (4.13.2):

e Expressionsvektor: pET-28b(+)

e Expressionsstamm: Rosetta(DE3)pLysS

e Kulturmedium: LB-Medium, 10 pg/ml Kan, 25 pg/ml Cm

e Kultivierungstemperatur: 25°C

¢ Induktion: mit 25 uM IPTG bei ODgponm= 1 fiir einen Zeitraum von 4 h.

In Abbildung 35 ist der Verlauf der Expression der Kohl-PLD2 im neu etablierten
Expressionssystem anhand des SDS-PAGE-Geles (oben) bzw. des entsprechenden Western-

Blots (unten) gezeigt.
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Abbildung 35: Verlauf der Expression der Kohl-PLD2. SDS-PAGE-Gel (oben) und Western-Blot
(unten): Bahn 1: LMW-Marker; Bahn2: Expression des Vektors pET-28b(+) ohne pld-Gen
(Negativkontrolle); Bahnen 3 bis 9: Expression der Kohl-PLD2 0, 45, 90, 135, 180, 225 und 270 min
nach Induktion; Bahn 10: 0,5 ug Kohl-PLD2 (Positivkontrolle).

5.2.4 Reinigung von Kohl-PLD2 sowie der Kohl-PLD2-Enzymvarianten

In Abhingigkeit von der gewihlten Expressionsmethode und der Aktivitit des Enzyms
wurden fiir die Reinigung der Kohl-PLD2 und deren Varianten verschiedene Methoden

angewendet, die im Folgenden néher dargestellt werden.

5.2.4.1 Reinigung der in E. coli BL21(DE3)+pUBS520 exprimierten Enzyme

Nach Zellaufschluss (4.14.1) und Abtrennung der unldslichen Bestandteile wurden die Kohl-
PLD2 sowie die Kohl-PLD2-Enzymvarianten T264D, V339T/E342A/V343M, S664H,
T812A, T812C, T812N, T812S, T812V, C85S, C181S, C212S, C307S, C310S, C365S und
C741S mittels Calcium-vermittelter hydrophober Interaktionschromatographie (4.14.2) und
anschliefender Anionenaustauschchromatographie (4.14.3.1) bis zur Homogenitit gereinigt
(Standardreinigungsprotokoll). Die Proteinkonzentrationen wurden mittels BCA-Assay
(4.15.1) bestimmt.

Die Kohl-PLD2-Enzymvarianten K335R, D340E, Q334S, H663D, K665R, D670E, A808-
812, A804-812, A801-812, T812D, T812F, T812G, T812K, T812R und T812Y konnten
aufgrund ihrer Inaktivitit bzw. #uBerst geringen Aktivitit nicht mittels Ca’ -vermittelter
hydrophober Interaktionschromatographie gereinigt werden, da inaktive Enzymvarianten
nicht in der Lage sind, in Gegenwart von Ca’"-Ionen an Octyl-Sepharose zu binden, wie
bereits unter Punkt 5.1.4 diskutiert. In diesem Fall wurde der Rohextrakt fiir die
Aktivitatsbestimmungen verwendet. Um auch fiir diese Enzymvarianten eine spezifische
Aktivitdit angeben zu konnen, wurden die Proteinkonzentrationen im Rohextrakt mittels
Western-Blot bestimmt (4.15.3). In Abbildung 36 ist exemplarisch der Western-Blot fiir die
Kohl-PLD2-Enzymvariante A808-812 dargestellt.
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Abbildung 36: Western-Blot zur Proteinbestimmung der Kohl-PLD2-Variante A808-812.
Bahnen 1-3: Rohextrakt von A808-812; Bahn 4: Rohextrakt pPRSET5a (Negativkontrolle); Bahnen 5
bis 10: Kohl-PLD2-Standard 3 pg, 2 pg, 1,5 pg, 1 pg, 0,5 pg, 0,2 pg.

5.2.4.2 Reinigung der in E. coli Rosetta(DE3)pLysS exprimierten Enzyme
Fiir die Reinigung der im E. coli-Stamm Rosetta(DE3)pLysS exprimierten Kohl-PLD2 konnte

das unter 5.2.4.1 beschriebene Standardreinigungsprotokoll nicht zur Anwendung gebracht
werden, da bei der fiir die chromatographische Reinigung an Octyl-Sepharose erforderlichen
Zugabe von CaCl, zum Rohextrakt die PLD-Aktivitdt durch Coprézipitation der PLD mit
cytosolischen Fremdproteinen verloren ging. Es wurde deshalb versucht, durch
Anionenaustauschchromatographie (4.14.3.2) die fiir die starke Prézipitation bei der CaCl,-
Zugabe verantwortlichen Substanzen abzutrennen. Das Chromatogramm (Abbildung 37A)
zeigt, dass durch diesen Schritt ein wesentlicher Reinigungseffekt erzielt werden konnte. Die

aktiven Elutionsfraktionen wurden vereinigt, konzentriert und dialysiert (4.14.5).
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Abbildung 37: Reinigung von Kohl-PLD2 mittels Q-Sepharose (A) und Octyl-Sepharose (B).
Schwarz, Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay; rot, Aktivititsbestimmung mittels PpNP-Assay;
A: gestrichelt, NaCl-Gradient (unteres Niveau: 0 M, mittleres Niveau: 0,15 M, oberes Niveau: 0,2 M);
B: gestrichelt, CaCl,-Gradient (oberes Niveau: 50 mM, unteres Niveau: 0 mM).

Nach diesem Schritt konnte der teilgereinigten Proteinlosung CaCl, fiir die nachfolgende
Ca**-vermittelte hydrophobe Interaktionschromatographie zugegeben werden (4.14.2), ohne
dass durch Prézipitation bzw. Coprézipitation ein erheblicher Aktivititsverlust auftrat
(Tabelle 6). Das Reinigungsprofil der sich anschlieBenden hydrophoben Interaktions-

chromatographie in Abbildung 37B zeigt die erwartete selektive und konzentrierte Elution
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von Kohl-PLD2 nach Entfernung der Ca®"-Ionen. Abbildung 38 dokumentiert den Verlauf
der Reinigung in einem SDS-PAGE-Gel. Aus 200 ml Expressionskultur konnten mit der in
Tabelle 6 zusammengefassten Reinigungsprozedur 22 ug Kohl-PLD2 in aktiver und

elektrophoretisch einheitlicher Form isoliert werden.

Tabelle 6: Quantifizierung der Reinigungsprozedur fur Kohl-PLD2. Die Enzymaktivititen
wurden aus zwei unabhingigen Messungen mit dem diskontinuierlichen Mikrotiterplattentest
(4.18.1.1) bestimmt.

Gesamtprotein  Gesamtaktivitdt  Spezifische Aktivitdt  Ausbeute  Reinheitsgrad

(mg) (umol min™) (umol min™ mg™) (%)
Rohextrakt 97,370 0,5963 6,124 10° 100 1
Q-Sepharose 12,517 0,5502 0,0439 92 7
Konz./ Dialyse 8,589 0,4732 0,0551 79 9
CaCl,-Zugabe 7,135 0,4453 0,0624 75 10
Octyl-Sepharose 0,022 0,2971 13,5 50 2204
kDa
97 IRRe 28 3 A W5 1% 6 Abbildung 38: SDS-PAGE-Gel der Reinigung von
a Kohl-PLD2.
66 a jica | 43
seadl .. | Bahn 1: LMW-Marker
| | Bahn 2: Rohextrakt
w— B S : Bahn 3: nach Q-Sepharose

Bahn 4: nach Konzentrierung/Dialyse
Bahn 5: nach CaCl,-Zugabe
[ Bahn 6: nach Octyl-Sepharose

Die Kohl-PLD2-Enzymvarianten C625S und V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/G349Q/
S350Q/A351/A352/M356V  wurden in Analogie zu Kohl-PLD2 nach der obigen
Reinigungsprozedur gereinigt. Die Proteinkonzentrationen wurden mittels BCA-Assay
(4.15.1) bestimmt.

Da die Rohextrakte der inaktiven bzw. gering aktiven Kohl-PLD2-Enzymvarianten H333D,
A812 und PLD2+S, die ebenfalls in Rosetta(DE3)pLysS-Zellen zur Expression gebracht
wurden, aufgrund des oben beschriebenen Calcium-Coprézipitationseffektes nicht direkt fiir
die Aktivitditsmessungen, die in Anwesenheit von 120 mM CaCl, durchgefiihrt werden,
eingesetzt werden konnten, wurden die storenden Verunreinigungen mittels

Ammoniumsulfatfillung (4.14.6) erfolgreich abgetrennt. Nach Dialyse standen die
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Proteinlosungen sowohl fiir die Bestimmung der Aktivititen als auch der

Proteinkonzentrationen mittels Western-Blot (4.15.3) zur Verfiigung.
5.2.5 Biochemische Charakterisierung der Kohl-PLD2-Enzymvarianten

5.25.1 Bestimmung der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivitat im
Zweiphasensystem

Die Bestimmung der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivitit von Kohl-PLD2 und
der Kohl-PLD2-Varianten erfolgte nach Hirche et al. (1997) im Zweiphasensystem n-
Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer mit SPC als Substrat und mit Glycerol als Akzeptoralkohol
(4.18.2). Abbildung 39 zeigt exemplarisch die Verfolgung von Hydrolysereaktionen in
Abwesenheit von Glycerol (A) und von Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsreaktionen
in Anwesenheit von Glycerol (B) auf einer HPTLC-Platte fiir die durch die Kohl-PLD2

katalysierten Reaktionen.
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Abbildung 39: Verfolgung von Hydrolyse- und von Transphosphatidylierungsreaktionen auf
einer HPTLC-Platte. A: Hydrolyse in Abwesenheit von Glycerol, B: Hydrolyse und Trans-
phosphatidylierung in Anwesenheit von Glycerol. Doppelbestimmung mit Kohl-PLD2; Bahnen 1 bis
6: Standardmischungen 1 bis 6 (4.18.2.2); Bahnen 7 bis 24: Hydrolysereaktion (A) bzw. Hydrolyse-
und Transphosphatidylierungsreaktion (B) [7/ 8: 0 min; 9/10: 5 min; 11/12: 10 min; 13/14: 15 min;
15/16: 20 min; 17/18: 25 min; 19/20: 30 min; 21/22: 35 min; 23/24: 40 min].
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Anhand der Standardmischungen 1 bis 6 (4.18.2.2) wurden fir jede HPTLC-Platte
Eichfunktionen (densitometrisch bestimmte Peakflachen versus Phospholipidkonzentrationen)

zur Auswertung der Hydrolyse- bzw. Transphosphatidylierungsreaktionen erstellt

(Abbildung 40).
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Abbildung 40: Abhéngigkeit der densitometrisch bestimmten Peakfliche von der
Phospholipidkonzentration. Die Anpassung erfolgte entsprechend der Gleichung y = a x/(b+x).

Im Folgenden soll die Darstellung der mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse und deren
Diskussion gegliedert nach den verdanderten Regionen erfolgen, d.h. die Bereiche des ersten
und zweiten HKD-Motives (5.2.1.1; rot), der hoch-konservierte C-Terminus (5.2.1.2; blau)
und die 8 ebenfalls hoch-konservierten Cystein-Reste (5.2.1.3; griin) werden separat
betrachtet.

In Tabelle 7 (Bereiche der HKD-Motive), Tabelle 8 (C-Terminus) und Tabelle 9 (Cystein-
Reste) sind die ermittelten Initialgeschwindigkeiten = der  Hydrolyse-  und
Transphosphatidylierungsreaktionen der Kohl-PLD2-Varianten fiir die Hydrolyse in
Abwesenheit von Glycerol (vg), fiir die Transphosphatidylierung (vr) und fiir die Hydrolyse
als Konkurrenzreaktion (vgk) sowie das Transphosphatidylierungspotential (vr/vpk)

angegeben.

Bereiche des ersten und zweiten HKD-Motives

Der vollstindige Aktivititsverlust der Enzymvarianten H333D, K335R, D340E, H663D,
K665R und D670E (Tabelle 7) zeigt, dass beide HKD-Motive auch fiir die katalytische
Aktivitat der pflanzlichen a-Typ-PLDs erforderlich sind. Unter der Annahme, dass das aktive
Zentrum der Kohl-PLD2 dhnlich dem der PLD aus Streptomyces species (2.5) aufgebaut ist,
wurde in der Enzymvariante H333D durch die Substitution des Histidins durch Aspartat

wahrscheinlich der nucleophile Angriff des Imidazol-Stickstoffs am Phosphoratom des
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Phospholipid-Substrates unterbunden, bei der Enzymvariante H663D kann durch den
Austausch vermutlich die Funktion als Sédure bei der Protonierung des Sauerstoffs zur
Freisetzung der polaren Kopfgruppe nicht mehr gewédhrleistet werden. Die Lysin-Reste (335
und 665) und die Aspartat-Reste (340 und 670) der beiden HKD-Motive sind vermutlich an
der Stabilisierung der Konformation des aktiven Zentrums beteiligt. Trotz Erhalts der
positiven Ladung bei den Enzymvarianten K335R und K665R bzw. der negativen Ladung bei
den Enzymvarianten D340E und D670E kommt es wahrscheinlich in Folge der Anderung der

Orientierung und Distanz zum Proteinriickgrat zu einem vollstandigen Aktivitétsverlust.

Tabelle 7: Initialgeschwindigkeiten der Hydrolyse und Transphosphatidylierung fur die Kohl-
PLD2-Varianten im Bereich des ersten und zweiten HKD-Motives. Die gezeigten Messdaten
wurden aus zwei unabhingigen Messungen ermittelt.

Enzym Initialgeschwindigkeiten (pmol min™ mg™)

VH VT VHK v/ Vik
Kohl-PLD2 3,30+0,13 3,11+£0,19 155+0,24 2,01+£0,43
T264D 6,80 + 0,48 3,27+ 0,55 1,10+ 0,06 2,97 £ 0,66
H333D 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
Q334S 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00 -
K335R 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
D340E 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 -
V339T/E342A/V343M 3,561+0,38 3,19+0,13 0,90 £ 0,05 3,54 +0,34
V339T/E342A/V343M/Q346E/ | 4,19+ 0,32 4,57+ 0,35 1,36 £ 0,07 3,36 £ 0,43
(G348S/G349Q/S350Q/A351/
A352/M356V
H663D 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
S664H 8,77+ 1,04 3,71+£0,21 1,04 +£0,02 3,57 £0,27
K665R 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00 -
D670E 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -

Wie oben diskutiert, sind beide

Histidin-Reste (333 und 663) der HKD-Motive am

Katalysemechanismus beteiligt. Gestiitzt auf die Untersuchungen von Leiros et al. (2004) an
PLD aus Streptomyces species Stamm PMF wird vermutet, dass auch bei der Kohl-PLD2 der
Imidazol-Stickstoff des N-terminalen His333 fiir den nucleophilen Angriff am Phosphoratom
des Phospholipid-Substrates verantwortlich ist. Dass der richtigen Orientierung und Distanz
zu den an der Katalyse beteiligten Aminosdure-Resten des ersten HKD-Motives eine groBBere
Bedeutung zukommt als denen des zweiten HKD-Motives, wird durch die Enzymvarianten

Q334S und S664H nahe gelegt. Die substituierten Aminosdure-Reste sind zwischen dem
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Histidin-Rest und dem Lysin-Rest des ersten bzw. des zweiten HKD-Motives laut der
Sekundérstrukturvorhersage fiir Kohl-PLD2 (Anhang A6) jeweils in einer Loop-Region
lokalisiert. Auch in der verfiigbaren Kristallstruktur von Streptomyces species Stamm PMF
befinden sich die beiden Aminosiure-Reste in einer Loop-Region. Durch die beiden aus dem
Sequenzvergleich mit Streptomyceten-PLDs abgeleiteten Substitutionen Q334S und S664H
wurden vermutlich Anderungen der Struktur und Ladung erreicht, die sich bei der
Enzymvariante Q334S in einem vollstindigen Aktivitdtsverlust dulerten (Tabelle 7). Die
Enzymvariante S664H hingegen hat eine dem Wildtyp gegeniiber um den Faktor 2,6 erhdhte
Hydrolyseaktivitit bzw. um den Faktor 1,2 erhohte Transphosphatidylierungsaktivitit
(Tabelle 7). Die Hydrolyse in Konkurrenz zur Umesterung ist im Vergleich zum Wildtyp
herabgesetzt, das Transphosphatidylierungspotential ist dementsprechend erhoht.

Die Enzymvarianten T264D, V339T/E342A/V343M und V339T/E342A/V343M/Q346E/
(G348S/G349Q/S350Q/A351/A352/M356V, bei denen der Aminosdureaustausch aufgrund
sequentieller Besonderheiten der Mohn-PLDs im Vergleich mit etablierten pflanzlichen PLDs
und unter der Annahme einer sehr ausgepridgten Transphosphatidylierungsaktivitit der
rekombinanten Mohn-PLDs, wie bereits unter Punkt 5.2.1.1 beschrieben, vorgenommen
wurde, besitzen eine wildtypahnliche (V339T/E342A/V343M), eine 1,3-fach (V339T/E342A/
V343M/Q346E/G348S/G349Q/S350Q/A351/A352/M356V) bzw. eine 2-fach (T264D)
erhohte Hydrolyseaktivitdt in Abwesenheit von Glycerol (Tabelle 7). Bei der Umesterung
zeigen die Enzymvarianten T264D sowie V339T/E342A/V343M  wildtypédhnliche
Aktivititen, bei der Hydrolyse in Anwesenheit von Glycerol jedoch eine verminderte
Aktivitdit. Die Enzymvariante V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/G349Q/S350Q/A351/
A352/M356V weist hinsichtlich dieser Reaktion eine wildtypdhnliche Aktivitit auf, besitzt
aber bei der Umesterungreaktion eine um den Faktor 1,5 erhohte Aktivitét. So ist es bei allen
3 Enzymvarianten gelungen, das Transphosphatidylierungspotential geringfiigig zu erhdhen.
Das zeigt die Bedeutung der sich in unmittelbarer Nédhe des ersten HKD-Motives befindlichen
Aminosduren flir die Katalyse. Die Umgebung des ersten katalytischen Motives, wie im
multiplen Alignment im Anhang A3 zu schen, ist wesentlich schwécher konserviert als die
Umgebung des zweiten katalytischen Motives. Ogino et al. (2003) konnten anhand von
Mutationsstudien an PLD aus Streptomyces cinnamoneus zeigen, dass durch Substitution der
beiden Glycin-Reste des ersten verldngerten HKD-Motives (HxKxxxxDxxxxxxGG) durch
Serin-Reste die Transphosphatidylierungsaktivitit gesteigert werden kann. Interessant ist,
dass die rekombinanten Mohn-PLDs im ersten verlangerten HKD-Motiv anstelle des zweiten

Glycin-Restes schon iiber einen Serin-Rest verfligen. Diese Mutation zeigte bei der PLD aus
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Streptomyces cinnamoneus eine 16-fach hohere Transphosphatidylierungsaktivitit (Ogino et
al., 2003). Bei der Enzymvariante V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/G349Q/S350Q/
A351/A352/M356V, wo das gesamte erste verlingerte HKD-Motiv der rekombinanten Mohn-
PLD1 tibernommen wurde, konnte die Transphosphatidylierungsaktivitit, wie bereits oben

erwahnt, um den Faktor 1,5 erh6ht werden.

C-Terminus
Aus den Ergebnissen der Mutationen am C-Terminus (Tabelle 8) kann geschlussfolgert
werden, dass die konservierten C-terminalen Aminosduren pflanzlicher PLDs fiir die

enzymatische Aktivitit ebenfalls essentiell sind.

Tabelle 8: Initialgeschwindigkeiten der Hydrolyse und Transphosphatidylierung fur die Kohl-
PLD2-Varianten am hoch-konservierten C-Terminus. Die gezeigten Messdaten wurden aus zwei
unabhingigen Messungen ermittelt.

Enzym Initialgeschwindigkeiten (umol min™ mg™)
VH VT VHK v/ Vik

Kohl-PLD2 3,30+ 0,13 3,11+0,19 155+£0,24 2,01+0,43
A812 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
A808-812 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00 -
A804-812 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
A801-812 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00 -
T812D 0,00 £ 0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 -
T812K 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
T812R 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
T812F 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
T812Y 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
T812G 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
PLD2+S 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 -
T812N 2,47 £0,23 3,31+0,20 0,99 + 0,06 3,34 £ 0,40
T812S 2,19£0,11 2,89 £ 0,07 0,68 £ 0,02 4,25 +£0,23
T812C 1,88 £0,09 0,52 £0,02 0,13+£0,01 4,00 £ 0,46
T812A 0,93+£0,04 0,74 £0,02 0,28 £0,01 2,64 £0,17
T812V 8,64 £1,74 3,78+ 0,64 1,48 £0,10 2,55x£0,60

Schon die Entfernung der letzten Aminosdure Threonin in der Enzymvariante A812 fiihrte zu
einem vollstindigen Verlust der Aktivitit. Der C-Terminus scheint im Inneren des Proteins

verborgen zu sein. Dafiir spricht der vollstindige Aktivititsverlust bei der Einfiihrung von



5 Ergebnisse und Diskussion 94

geladenen Aminosduren (T812D, T812K und T812R), von aromatischen Aminosduren
(T812F und T812Y), der rdumlich kleineren Aminosdure Glycin (T812G) sowie einer
zusitzlichen Aminosdure (PLD2+S). Polare, ungeladene Aminosduren (T812N und T812S)
senken die hydrolytische Aktivitdt, wohingegen die Aktivitit in der Umesterungsreaktion
nicht so stark herabgesetzt wird. Daraus ergibt sich ein deutlich gesteigertes
Transphosphatidylierungspotential. Ein drastischer Aktivitdtsverlust ist allerdings bei der
Umesterung der Enzymvariante T812C zu verzeichnen. Die Einfilhrung der unpolaren,
aliphatischen Aminoséure Alanin (T812A) hatte eine drastische Senkung sowohl der
Hydrolyse- als auch der Transphosphatidylierungsaktivitdt zur Folge. Zu einer deutlichen
Steigerung der hydrolytischen Aktivitéit fiihrte die Einflihrung der unpolaren, aliphatischen
Aminosdure Valin als C-terminale Aminosédure (T812V). Die in der Umesterung gemessenen
Aktivitdten dagegen sind mit denen des Wildtyps, der Kohl-PLD2, vergleichbar.

Gestiitzt auf die oben genannten Ergebnisse kann angenommen werden, dass der C-Terminus
pflanzlicher o-Typ-PLDs eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der funktionellen
Konformation des aktiven Zentrums wahrscheinlich iiber hydrophobe Wechselwirkungen
spielt, wie bereits fiir die Sduger-PLDs von Liu et al. (2001) vorgeschlagen wurde. Durch die
deutliche Herabsetzung der hydrolytischen Aktivitit bei der Enzymvariante T812S ist ein
wichtiger Ansatzpunkt zur Steigerung des Transphosphatidylierungspotentials der PLD

gefunden worden.

Cystein-Reste

Der Austausch von einem Cystein-Rest gegen einen Serin-Rest fiihrte in keinem Fall zum
volligen Verlust der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivitit (Tabelle 9). Die
Aktivitdt der Enzymvarianten C85S und C307S ist jedoch stark vermindert. Das konnte mit
der Integration der Cystein-Reste 85 und 307 in jeweils einer B-Faltblattstruktur (laut
Sekundérstrukturvorhersage, Anhang A6) zusammenhingen. Die Cysteinvarianten C365S
und C741S zeigen sowohl in den Hydrolyse- als auch in Transphosphatidylierungsreaktionen
beide dem Wildtyp-Enzym gegeniiber verminderte Aktivititen. Da die PA-Bildung als
Resultat der Konkurrenzreaktion sehr gering ist, fithrt dies zu einem deutlich erhdhten
Umesterungspotential. Die Enzymvarianten C181S und C212S weisen ebenfalls ein dem
Wildtyp-Enzym gegeniiber erhdhtes Transphosphatidylierungspotential auf, das in diesem
Fall auf einer verminderten hydrolytischen Aktivitdt gegeniiber einer wildtypdhnlichen
Umesterungsaktivitit beruht. Eine Steigerung der Gesamtaktivitét, mit leichter Priaferenz fiir

die Umesterungsaktivitit, ist bei den Cysteinvarianten C310S und C625S gelungen. Es sind
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tiberraschenderweise die Cystein-Reste, die bezogen auf die Primérstruktur den beiden
katalytischen HKD-Motiven (333-340 sowie 663-670) am néchsten liegen und deren
Regionen zudem am stdrksten konserviert sind (Abbildung 28). Bei C625S konnte das

Transphosphatidylierungspotential um einen Faktor von 2,8 erhoht werden.

Tabelle 9: Initialgeschwindigkeiten der Hydrolyse und Transphosphatidylierung fiir die Kohl-
PLD2-Cysteinvarianten. Die gezeigten Messdaten wurden aus zwei unabhédngigen Messungen
ermittelt.

Enzym Initialgeschwindigkeiten (umol min™ mg™)
VH VT VHK vt/ Vhk

Kohl-PLD2 3,30£0,13 3,11+0,19 155+£0,24 2,01+0,43
C85S 0,08 £0,01 0,21+£0,01 0,04 £0,01 525+1,63
C181S 2,07+£0,10 2,25+0,15 0,68 £0,03 3,31+£0,37
C212S 2,61+£0,06 3,12+0,10 0,68 £ 0,02 459+0,28
C307S 0,14 £ 0,01 0,19+0,01 0,08 £0,01 2,38+0,43
C310S 4,58 £ 0,28 5,93£0,95 1,63+£0,04 3,64 £ 0,67
C365S 1,16 £0,04 1,17£0,10 0,24 £0,01 4,88 £ 0,63
C625S 6,77 £ 0,66 8,70 £ 0,63 1,54 £0,09 5,65 0,74
C741S 1,05+£0,02 2,02 £0,09 0,40£0,01 5,05%0,36

Aufgrund der durch den Austausch der Cystein-Reste gegen Serin-Reste erzielten
signifikanten Effekte, wird eine mogliche Rolle der Cystein-Reste bei der Substrat- bzw.
Akzeptorbindung in Betracht gezogen. Dies soll am Beispiel der verfiigbaren
Kristallstukturen der PLD aus Streptomyces species Stamm PMF (Leiros et al., 2004)
verdeutlicht werden, die wie die Kohl-PLD2 und die anderen Streptomyceten-PLDs in Besitz
von 8 Cystein-Resten ist. Diese sind in Loop-Regionen an der Oberfliche des Enzyms
lokalisiert und bilden im Gegensatz zu den in reduzierter Form vorliegenden Cystein-Resten
der Kohl-PLD2 (Hwang et al., 2001) vier Disulfidbriicken aus (Abbildung 41A). Abbildung
41B zeigt die Position dieser 4 Disulfidbriicken in der Kristallstruktur der PLDpyr mit dem
Substrat Dibutyrylphosphatidylcholin. Durch die Substratbindung kommt es zu lokalen
Anderungen der Struktur, die sich vor allen in den Loop-Regionen widerspiegeln. Die bisher
in der Literatur nicht diskutierte Bedeutung der Cystein-Reste der PLDs basiert vermutlich
auf der Stabilisierung der PLD-Struktur wihrend der durch die Substratbindung bzw. Bindung

des Wassers oder Akzeptoralkohols hervorgerufenen Konformationsédnderung des Enzyms.
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Abbildung 41: Die vier Disulfidbriicken der PLD aus Streptomyces sp. Stamm PMF. A: Struktur
ohne Substrat (PDB Accession-Nr. 1V0S); B: Struktur mit dem Substrat Dibutyrylphosphatidylcholin
(PDB Accession-Nr. 1VOW). N, N-Terminus; C, C-Terminus; griin, 3-Faltblatter; gelb, a-Helices; rot,
Histidin-Reste der HKD-Motive; blau, Aspartat-Reste; violett, Substrat Dibutyrylphosphatidylcholin;
schwarz, Disulfidbriicken; tiirkis, flexible Loops zur Einbettung des Enzyms in die Membran Pro126
bis His129/Met130 und Arg382 bis Gly389.
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5.2.5.2 Bestimmung der Hydrolyseaktivitat im micellaren System

Die Hydrolyseaktivititen der Kohl-PLD2-Enzymvarianten T264D, V339T/E342A/V343M,
V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/G349Q/S350Q/A351/A352/M356V, S664H, T8I12N,
T812S, T812V, CI181S, C212S, C310S und C625S wurden aufgrund ihrer wildtypahnlichen
bzw. erhohten hydrolytischen Aktivitit im Zweiphasensystem mit SPC als natiirlichem
Substrat zusétzlich zum Vergleich im micellaren System mit dem kiinstlichen Substrat PpNP
bestimmt. Die Bestimmung der Hydrolyseaktivitit erfolgte mit einem kontinuierlichen
Kiivettentest (4.18.1.2), bei dem die durch die pNP-Bildung hervorgerufene
Absorptionsdnderung kontinuierlich bei 360 nm gemessen wurde. Die berechneten
Initialgeschwindigkeiten der Hydrolysereaktionen der Kohl-PLD2 und der Kohl-PLD2-
Varianten sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Initialgeschwindigkeiten der Kohl-PLD2 und ausgewdahlter Kohl-PLD2-Varianten
der Hydrolyse von PpNP im micellaren System. Die gezeigten Messdaten wurden aus drei
unabhéngigen Messungen ermittelt.

Enzym Hydrolyse
(umol min™ mg™)

Kohl-PLD2 16,23 +£2,91
T264D 6,27 £ 0,46
V339T/E342A/NV/343M 10,93+ 0,60
V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/ 46,80 + 4,57
G349Q/S350Q/A351/A352/M 356V

S664H 34,69 2,25
T812N 7,92 10,29
T812S 3,94+0,34
T812V 47,98 + 3,51
C181S 3,73+£0,25
C212S 11,05+0,51
C310S 2752+2,14
C625S 17,77+£1,20

Die Hydrolyseaktivitidten der Enzymvarianten V339T/E342A/V343M/Q346E/G348S/G349Q)/
S350Q/A351/A352/M356V, S664H, T812N, T812V, C212S und C310S im micellaren
System mit dem synthetischen Substrat PpNP sind mit den im Zweiphasensystem bestimmten

Hydrolyseaktivitdten (v in Tabelle 7, 8 bzw. 9) vergleichbar.
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Die Kohl-PLD2-Enzymvarianten T264D, V339T/E342A/V343M, T812S, C181S und C625S
dagegen zeigen im Vergleich zum Wildtyp, eine stark verminderte hydrolytische Aktivitit im
PpNP-Assay verglichen mit den Aktivititen im Zweiphasensystem. Der Unterschied
zwischen den beiden verwendeten Substraten PpNP im wéssrig micellaren System und SPC
im Zweiphasensystem besteht in der Kopfgruppe. Die im PpNP enthaltene Kopfgruppe pNP
ist gegeniiber dem Cholin der Kopfgruppe des Substrates SPC strukturell groBer. Die
Unterschiede in den hydrolytischen Aktivititen im wissrig micellaren System und im
Zweiphasensystem konnten daher auf eine unterschiedliche Akzeptanz der Kopfgruppe des
Substrates bei dessen Bindung im aktiven Zentrum, bedingt durch die eingefiihrte Mutation
bzw. indirekt durch die Beteiligung der entfernten Aminosduren an der Substratbindung,
zurilickgefiihrt werden. Allerdings spielt bei den PLDs die supramolekulare Substratstruktur,
wie sie bei Phospholipiden sowohl in Micellen als auch im Zweiphasensystem vorhanden ist,
eine wichtige Rolle fiir die beobachtete Enzymaktivitdt (Hirche und Ulbrich-Hofmann, 1999).
Eine Interpretation der Aktivitdtsdaten hinsichlich der molekularen Substratstruktur ist daher
nur unter Vorbehalt moglich.

Insgesamt aber ldsst sich aus den Mutationsstudien der Kohl-PLD2 ableiten, dass die
untersuchten  Strukturbereiche = (HKD-Motive, = C-Terminus, Cystein-Reste)  auf
Aminosdureaustausche sehr sensibel reagieren. In Hinblick auf die weiterfiihrenden
Untersuchungen mit biotechnologischen Zielstellungen sind besonders die Mutationen
interessant, bei denen sich eine Aktivitdtserhohung, insbesondere eine Erhohung der

Transphosphatidylierungsaktivitdt, abzeichnet.
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6 Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit sollten durch Studien an den PLDs aus Schlafmohn (Papaver
somniferum L.) und Weillkohl (Brassica oleracea var. capitata) Strukturelemente identifiziert
werden, die fiir die hydrolytische Aktivitit bzw. die Transphosphatidylierungsaktivitit
verantwortlich sind. Damit sollte die Basis fiir ein gezieltes Proteindesign zur Erzeugung von
PLDs mit einer hohen Transphosphatidylierungsaktivitdt, geringer Hydrolyseaktivitit und
einem moglichst breiten Substrat-Spektrum geschaffen werden.

Dazu sollten zundchst die Nucleotidsequenzen der beiden pld-Gene aus Mohnkeimlingen, von
denen bisher ca. 2/3 bekannt waren (Lerchner, 2001), vollstindig aufgeklart und nachfolgend
die rekombinant in E. coli gewonnenen Isoenzyme hinsichtlich ihrer katalytischen
Eigenschaften charakterisiert werden. Die Ermittlung der vollstindigen Nucleotidsequenzen
der mRNA sowie der genomischen DNA aus 4 Tage alten Schlafmohnkeimlingen gelang
mittels PCR mit degeneriertem forward-Primer in der Region des Start-Codons und
genspezifischem reverse-Primer. Die mRNA-Nucleotidsequenzen von PLD1 und PLD2 sind
im codierenden Bereich zu 96,9 % identisch und weisen ein offenes Leseraster von 813
Aminosduren auf. In den genomischen DNA-Sequenzen von PLD1 und PLD2 konnte im
Gegensatz zu anderen pflanzlichen PLDs von a-Typ, die meist 2 Introns besitzen, nur eine
360 bp grofe Intronstruktur ermittelt werden.

Die Primérstrukturen der Mohn-PLD-Isoenzyme sind zu 98,6 % identisch sowie zu 99,2 %
dhnlich und weisen den hochsten Verwandtschaftsgrad zu den pflanzlichen o-Typ-PLDs aus
Zea mays und Nicotiana tabacum auf. Die aus der Primirstruktur der Mohn-PLD1 sowie
Mohn-PLD2 abgeleiteten Massen sind 91,72 kDa und 91,86 kDa, die berechneten
isoelektrischen Punkte 5,60 und 5,53. Wie die anderen PLD-Aktivitdt zeigenden Mitglieder
der PLD-Superfamilie besitzen die Mohn-PLD-Isoenzyme die bei allen pflanzlichen PLDs
vorkommenden konservierten Sequenzbereiche 1 bis IV, darunter die zwei katalytischen
HKD-Motive. Am N-Terminus beider Isoenzyme befindet sich die fiir die Ca®"-vermittelte
Phospholipidbindung verantwortliche C2-Domine. Da bei der Analyse der Primérstrukturen
beider Mohn-Enzyme keine Signalsequenzen gefunden wurden, ist ein intrazelluldres
Vorkommen beider Enzyme und damit ein Vorliegen der SH-Gruppen der Cystein-Reste in
reduzierter Form anzunehmen. Im Unterschied zu anderen pflanzlichen PLDs des a-Typs
besitzt Mohn-PLD1 zehn und Mohn-PLD2 neun Cystein-Reste. Bei der Suche funktioneller
Motive in den Aminosduresequenzen der Mohn-PLDI1 und Mohn-PLD2 konnten eine

Glykosylierungsstelle, sechs Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinase C und zwei
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Phosphorylierungsstellen fiir Tyrosinkinase, ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung der
PLD an Regulationsprozessen, gefunden werden.

Das Mohn-pldI- sowie das pld2-Gen wurden zur heterologen Genexpression in E. coli jeweils
in den Expressionsvektor pET-28b(+) kloniert. Mohn-PLD1 und Mohn-PLD2 konnten in
E. coli in 16slicher Form im Cytosol exprimiert werden. Nach Reinigung mittels hydrophober
Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharose und anschlieBender Calcium-vermittelter
hydrophober Interaktionschromatographie an Octyl-Sepharose konnten fiir die Mohn-PLDI1
58 % und fiir die Mohn-PLD2 25 % der eingesetzten Aktivitdt wiedergefunden werden. Die
beiden gereinigten Isoenzyme zeigen gegeniiber dem synthetischen Substrat PpNP eine
spezifische Hydrolyseaktivitit von 5,03+ 0,52 bzw. 6,15+ 0,12 pumol min' mg' und
gegeniiber dem Substrat SPC im n-Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer-System eine spezifische
Hydrolyseaktivitit von 1,26 0,02 bzw. 1,35+ 0,04 pmol min"' mg™. Beide Mohn-PLD-
Isoenzyme sind in Abwesenheit von Ca*"-Ionen inaktiv. Bei der Zugabe von Ca”"-Ionen
wurde eine maximale Aktivitit bei 200 mM CaCl, erreicht, wohingegen Mg>'- oder Zn*'-
Ionen keine Aktivierung bewirkten. Die pH-Optima der Mohn-PLD1 und Mohn-PLD?2 liegen
im pH-Bereich 5,5 bis 6,0 bei 100 mM CaCl,, wobei bei Absenkung der CaCl,-Konzentration
eine Verschiebung des pH-Optimums in den sauren Bereich erfolgt. Die Messungen der
Hydrolyse- und Transphosphatidylierungsaktivititen der beiden rekombinanten Isoenzyme
gegeniiber dem Substrat SPC im n-Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer-System mit Glycerol als
Akzeptoralkohol ergaben signifikante Unterschiede. Fiir die Mohn-PLD1 konnte eine 2,6-fach
hohere Umesterungsrate im Vergleich zur Hydrolyserate gemessen werden, wéhrend die
Mohn-PLD2 gleichermallen gut hydrolysiert und transphosphatidyliert.

Aufbauend auf multiplen Alignments, Sekundarstrukturvorhersagen und
Hydrophobizititsvergleichen wurden gezielt Aminosduren der HKD-Motive und benachbarter
Regionen sowie am C-Terminus der rekombinanten Kohl-PLD2 ausgetauscht, Aminoséuren
am C-Terminus entfernt bzw. eingefiigt und die 8 hoch-konservierten Cystein-Reste einzeln
durch  Serin-Reste  substituiert, um  Informationen  beziiglich der  Struktur-
Funktionsbeziehungen pflanzlicher PLDs zu erhalten. Alle 35 erzeugten Kohl-PLD2-
Enzymvarianten konnten nach Etablierung eines neuen Expressionssystems in 1oslicher Form
im Cytosol exprimiert werden. Die Reinigung der Kohl-PLD2 und der Kohl-PLD2-
Enzymvarianten erfolgte in Abhingigkeit von der gewédhlten Expressionsmethode und der
Aktivitit des Enzyms. Die Messungen der Hydrolyse- und Transphosphatidylierungs-
aktivitdten der Kohl-PLD2-Enzymvarianten im n-Hexan/2-Octanol/Acetat-Puffer-System mit

SPC als Substrat lassen die folgenden Interpretationen zu:
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1. Beide HKD-Motive sind notwendig fiir die katalytische Aktivitiat. Es wird angenommen,
dass der Imidazol-Stickstoff des N-terminalen His333 fiir den nucleophilen Angriff am
Phosphoratom des Phospholipid-Substrates verantwortlich ist.

2. Die Mutationen der C-terminalen Aminosdure Thr812 legen die Vermutung nahe, dass der
C-Terminus, der mit hoher Wahrscheinlichkeit im Inneren des Proteins verborgen ist, die
funktionelle Konformation des aktiven Zentrums iiber hydrophobe Wechselwirkungen
stabilisiert.

3. Die Cystein-Reste 181, 212, 365 und 741 sind vermutlich in die Bindung des Wassers bzw.
des Akzeptoralkohols involviert, da durch ihre Substitution die hydrolytische Aktivitit
deutlich gesenkt wurde. Die Cystein-Reste 310 und 625, die sich in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den beiden HKD-Motiven befinden, spielen dagegen sehr wahrscheinlich
eine Rolle bei der Substratbindung und der Bindung des Wassers bzw. des Akzeptoralkohols,
da durch ihre Substitution die Gesamtaktivitdt mit Priferenz der Transphosphatidylierungs-
aktivitét gesteigert werden konnte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Mohn-PLD-Isoenzyme in ausreichender
Menge und Reinheit flir weiterfiihrende Struktur- und Funktionsuntersuchungen bereitgestellt
werden konnen. Obwohl sich die rekombinanten Mohn-PLDs in nur 11 Aminosiuren
voneinander unterscheiden, wurden fiir die Hydrolyse und die Transphosphatidylierung im
Zweiphasensystem bei Anwesenheit von Glycerol stark differierende Aktivititen zwischen
beiden Isoenzymen gemessen. Als Strukturelemente, die einen signifikanten Einfluss auf die
hydrolytische Aktivitidt bzw. die Transphosphatidylierungsaktivitit haben, konnten mit der
vorliegenden Arbeit neben der Bestitigung der Bedeutung der HKD-Motive fiir den
Katalysemechanismus, der C-Terminus sowie die hoch-konservierten Cystein-Reste
identifiziert werden. Bei den erzeugten Kohl-PLD2-Enzymvarianten C212S, C365S, C625S,
C741S und T812S ist es gelungen, eine deutliche Steigerung des Transphosphatidylierungs-

potentials zu erreichen.
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Anhang

Al Genstruktur von pld1 und pld2 aus Schlafmohnkeimlingen

Gelb markiert, Sequenzunterschiede in der codierenden Region, die keine Anderung in der Aminosaure
bewirken; violett markiert, Sequenzunterschiede in der codierenden Region, die eine Anderung in der
Aminosaure bewirken; blau, Intronbereich; griin markiert, Start-Codon; rot markiert, Stopp-Codon.

mRNApl1d1 1 GCTCAGATTTCTCTCCATGGAACTCTACATGTTACGATCTTTGAAGCAAATTCAATT 60
mRNAp 1d2 1 GCTCAGATTTCTCTCCATGGAACTCTACATGTTACGATCTTTGAAGCGAATTCAATT 60
gDNApldl 1 GCTCAGATTTCTCTCCATGGAACTCTACATGTTACGATCTTTGAAGCAAATTCAATT 60
gDNApld2 1 GCTCAGATTTCTCTCCATGGAACTCTACATGTTACGATCTTTGAAGCGAATTCAATT 60

mRNApId1 61 TCTCATCCTGATAGGAAAACTGGTGGTGCTCCTAAGTTCTTTAGGAAGCTTGTGGAAAAC 120
mRNAp 1d2 61 TCTCATCCTGATAGGAAAACTGGTGGTGCTCCTAAGTTCTTTAGGAAGCTTGTGGAAAAC 120
gDNApldl 61 TCTCATCCTGATAGGAAAACTGGTGGTGCTCCTAAGTTCTTTAGGAAGCTTGTGGAAAAC 120
gDNApl1d2 61 TCTCATCCTGATAGGAAAACTGGTGGTGCTCCTAAGTTCTTTAGGAAGCTTGTGGAAAAC 120

mRNApl1d1 121 ATCGAGGAGACAGTTGGATTTGGCAAAGGAGCTAGTATGCTTTATGCCTCAGTTGATCTC 180
mRNAp1d2 121 ATCGAGGAGACAGTTGGATTTGGCAAAGGAGCTAGTATGCTTTATGCCTCAGTTGATCTC 180
gDNApldl 121 ATCGAGGAGACAGTTGGATTTGGCAAAGGAGCTAGTATGCTTTATGCCTCAGTTGATCTC 180
gDNApld2 121 ATCGAGGAGACAGTTGGATTTGGCAAAGGAGCTAGTATGCTTTATGCCTCAGTTGATCTC 180

mRNApld1 181 GATAAGGCTAGAGTTGGAAGGACCAGAATCATAAAAGATGAACCTGTCAACCCTAAGTGG 240
mRNAp 1d2 181 GATAAGGCTAGAGTTGGAAGGACCAGAATCATAAAAGATGAACCTGTCAACCCTAAGTGG 240
gDNApldl 181 GATAAGGCTAGAGTTGGAAGGACCAGAATCATAAAAGATGAACCTGTCAACCCTAAGTGG 240
gDNApld2 181 GATAAGGCTAGAGTTGGAAGGACCAGAATCATAAAAGATGAACCTGTCAACCCTAAGTGG 240

mRNApl1d1 241 TATGAGTCTTTTCACATCTACTGTGCCCATATGGCTGCTAATGTCATCTTCACTGTCAAA 300
mRNAp1d2 241 TACGAGTCTTTTCACATCTACTGTGCCCATATGGCTGCTAATGTCATCTTCACTGTCAAA 300
gDNApldl 241 TATGAGTCTTTTCACATCTACTGTGCCCATATGGCTGCTAATGTCATCTTCACTGTCAAA 300
gDNApld2 241 TACGAGTCTTTTCACATCTACTGTGCCCATATGGCTGCTAATGTCATCTTCACTGTCAAA 300

mRNApldl 301 GATGATAATCCCATTGGAGCAACTCTGATTGGAAGAGCTTATGTTCCTATTGACHAAGTT 360
mRNAp 1d2 301 GATGATAATCCCATTGGAGCAACTCTGATTGGAAGAGCTTATGTTCCTATTGACRBAAGTT 360
gDNApldl 301 GATGATAATCCCATTGGAGCAACTCTGATTGGAAGAGCTTATGTTCCTATTGACHAAGTT 360
gDNApld2 301 GATGATAATCCCATTGGAGCAACTCTGATTGGAAGAGCTTATGTTCCTATTGACBAAGTT 360

mRNApldl 361 CTAAGTGGGGAAGAAGTGGATGAATGGGTCGAGGTGGTAGATBAGGAGCGTAATCCTGTG 420
mRNAp 1d2 361 CTAAGTGGGGAAGAAGTGGATGAATGGGTCGAGGTGGTAGATBAGGAGCGTAATCCTGTG 420
gDNApldl 361 CTAAGTGGGGAAGAAGTGGATGAATGGGTCGAGGTGGTAGATBAGGAGCGTAATCCTGTG 420
gDNApl1d2 361 CTAAGTGGGGAAGAAGTGGATGAATGGGTCGAGGTGGTAGATBAGGAGCGTAATCCTGTG 420

mRNApldl 421 CAAGGTGGTTGTAAGATCCACGTGAAGCTGCAATATTTTGATGTTGGTCAAGACAAGAAT 480
mRNAp1d2 421 CAAGGTGGTTGTAAGATCCACGTGAAGCTGCAATATTTTGATGTTGGTCAAGACAAGAAT 480
gDNApldl 421 CAAGGTGGTTGTAAGATCCACGTGAAGCTGCAATATTTTGATGTTGGTCAAGACAAGAAT 480
gDNApld2 421 CAAGGTGGTTGTAAGATCCACGTGAAGCTGCAATATTTTGATGTTGGTCAAGACAAGAAT 480

mRNApldl 481 TGGGCTCGGGGAATTAGAAGCGCCAAATTTCCTGGAGTTCCTTACACATTCTTCACCCAG 540
mRNApld2 481 TGGGCTCGGGGAATTAGAAGCGCCAAATTTCCTGGAGTTCCTTACACATTCTTCACCCAG 540
gDNApldl 481 TGGGCTCGGGGAATTAGAAGCGCCAAATTTCCTGGAGTTCCTTACACATTCTTCACCCAG 540
gDNApld2 481 TGGGCTCGGGGAATTAGAAGCGCCAAATTTCCTGGAGTTCCTTACACATTCTTCACCCAG 540

mRNApl1d1l 541 AGAACAGGATGCAAAGTTTCTCTATATCAAGATGCTCACGTCCCAGATAACTTTATTCCC 600
mRNAp1d2 541 AGAACAGGATGCAAAGTTTCTCTATATCAAGATGCTCACGTCCCAGATAACTTTATTCCC 600
gDNApldl 541 AGAACAGGATGCAAAGTTTCTCTATATCAAGATGCTCACGTCCCAGATAACTTTATTCCC 600
gDNApld2 541 AGAACAGGATGCAAAGTTTCTCTATATCAAGATGCTCACGTCCCAGATAACTTTATTCCC 600

mRNApldl 601 AAAATCCCTCTTGCTGGAGGCAAGATTTACGAGCCTGCCAGATGTTGGGAGGATATATTT 660
mRNAp1d2 601 AAAATCCCTCTTGCTGGAGGCAAGATTTACGAGCCTGCCAGATGTTGGGAGGATATATTT 660
gDNApldl 601 AAAATCCCTCTTGCTGGAGGCAAGATTTACGAGCCTGCCAGATGTTGGGAGGATATATTT 660
gDNApld2 601 AAAATCCCTCTTGCTGGAGGCAAGATTTACGAGCCTGCCAGATGTTGGGAGGATATATTT 660
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mRNApl1d1
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApIdl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp 1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApl1d1
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp 1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApl1d1
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

661
661
661
661

721
721
721
721

781
781
781
781

841
841
841
841

901
901
901
901

961
961
961
961

1021
1021
1021
1021

1081
1081
1081
1081

1141
1141
1141
1141

1201
1201
1201
1201

1261
1261
1261
1261

1321
1321
1321
1321

1381
1381
1381
1381

1441
1441
1441
1441

GATGCAATCAGTAATGCGAAACACATGATTTACATTACTGGGTGGTCTGTGTACACTGAA
GATGCAATCAGTAATGCGAAACACATGATTTACATTACTGGATGGTCTGTGTACACTGAA
GATGCAATCAGTAATGCGAAACACATGATTTACATTACTGGGTGGTCTGTGTACACTGAA
GATGCAATCAGTAATGCGAAACACATGATTTACATTACTGGATGGTCTGTGTACACTGAA

GTCGTTTTGATAAGGGACTCTAGAAGGCAAAAACCTGGTGGGGACATCACTCTTGGAGAG
GTCGTTTTGATAAGGGACTCTAGAAGGCAAAAACCTGGTGGGGACATTACCCTTGGAGAG
GTCGTTTTGATAAGGGACTCTAGAAGGCAAAAACCTGGTGGGGACATCACTCTTGGAGAG
GTCGTTTTGATAAGGGACTCTAGAAGGCAAAAACCTGGTGGGGACATTACCCTTGGAGAG

TTGCTTAAGAAAAAGGCTGATGAAGGTGTTAGGGTCCTTATGCTTGTATGGGATGACAGA
TTGCTTAAGAAAAAGGCTGATGAAGGTGTTAGGGTCCTTATGCTTGTATGGGATGACAGA
TTGCTTAAGAAAAAGGCTGATGAAGGTGTTAGGGTCCTTATGCTTGTATGGGATGACAGA
TTGCTTAAGAAAAAGGCTGATGAAGGTGTTAGGGTCCTTATGCTTGTATGGGATGACAGA

ACCTCTGTGGGTTTATTGAAAAAAGATGGATTGATGGCTACCCATGACGAAGACACTTTT
ACCTCCGTGGGTTTATTGAAAAAAGATGGATTGATGGCTACTCATGACGAAGACACTTTT
ACCTCTGTGGGTTTATTGAAAAAAGATGGATTGATGGCTACCCATGACGAAGACACTTTT
ACCTCCGTGGGTTTATTGAAAAAAGATGGATTGATGGCTACTCATGACGAAGACACTTTT

AATTACTTCCAAGGTACACAGGTGAACTGTGTCTTGTGTCCCCGTAATCCTGATGATGGA
AATTACTTCCAAGGTACACAGGTGAACTGTGTCTTGTGTCCCCGTAACCCTGATGATGGA
AATTACTTCCAAGGTACACAGGTGAACTGTGTCTTGTGTCCCCGTAATCCTGATGATGGA
AATTACTTCCAAGGTACACAGGTGAACTGTGTCTTGTGTCCCCGTAACCCTGATGATGGA

GGCAGCTTCATTCAGGATTTACAGATCTCAACTATGTTCACTCATCACCAGAAGATTGTT
GGCAGCTTTATTCAGGATTTACAGATCTCAACTATGTTCACTCATCACCAGAAGATCGTG
GGCAGCTTCATTCAGGATTTACAGATCTCAACTATGTTCACTCATCACCAGAAGATTGTT
GGCAGCTTTATTCAGGATTTACAGATCTCAACTATGTTCACTCATCACCAGAAGATCGTG

GTCACGGATAGTGCAATGCCCAGTGHEAGGATCABAACAGAGGAGAATTGTGAGTTTTGTT
GTCACGGATAGTGCAATGCCCAGTGEAGGATC CAGAGGAGAATAGTGAGTTTTGTT
GTCACGGATAGTGCAATGCCCAGTGHEAGGATCABAACAGAGGAGAATTGTGAGTTTTGTT
GTCACGGATAGTGCAATGCCCAGTGEAGGATC CAGAGGAGAATAGTGAGTTTTGTT

GGGGGTATTGATCTCTGCGATGGAAGATATGATACTCAGTTCCATTCTCTTTTTAGAACC
GGGGGTATTGATCTCTGCGATGGAAGATATGATACTCAGTTCCATTCTCTTTTTAGAACC
GGGGGTATTGATCTCTGCGATGGAAGATATGATACTCAGTTCCATTCTCTTTTTAGAACC
GGGGGTATTGATCTCTGCGATGGAAGATATGATACTCAGTTCCATTCTCTTTTTAGAACC

TTGGATACTGCCCATCATGATGATTTCCATCAACCTAACTTCACTGGTGGTGCAATTACT
TTGGACACTGCTCACCATGATGATTTCCATCAACCTAACTTCACTGGTGGTGCAATTACT
TTGGATACTGCCCATCATGATGATTTCCATCAACCTAACTTCACTGGTGGTGCAATTACT
TTGGACACTGCTCACCATGATGATTTCCATCAACCTAACTTCACTGGTGGTGCAATTACT

AAAGGTGGGCCCAGGGAGCCTTGGCATGATATCCACTCCGTTTAGAAGGACCCATTGCT
AAAGGTGGGCCCAGGGAGCCTTGGCATGATATTCATTCTBGTCTAGAAGGACCCATTGCT
AAAGGTGGGCCCAGGGAGCCTTGGCATGATATCCACTCCGTTTAGAAGGACCCATTGCT
AAAGGTGGGCCCAGGGAGCCTTGGCATGATATTCATTCT@GTCTAGAAGGACCCATTGCT

TGGGATGTCCTTTTCAATTTTGAACAGAGGTGGAGGAAACAGGGTGGGAAAGACATTCTT
TGGGATGTACTTTTCAATTTTGAACAGAGGTGGAGGAAACAGGGTGGGAAAGACATTCTG
TGGGATGTCCTTTTCAATTTTGAACAGAGGTGGAGGAAACAGGGTGGGAAAGACATTCTT
TGGGATGTACTTTTCAATTTTGAACAGAGGTGGAGGAAACAGGGTGGGAAAGACATTCTG

GTCAACTTGAGAGAGCTTTCTGAGATTATTATTCCTCCCTCCCCCGTTACGTTCTCTGAA
GTCAACTTGAGAGAGCTTTCTGAGATAATTATTCCTCCCTCTCCTGTCACGTTCTCCGAA
GTCAACTTGAGAGAGCTTTCTGAGATTATTATTCCTCCCTCCCCCGTTACGTTCTCTGAA
GTCAACTTGAGAGAGCTTTCTGAGATAATTATTCCTCCCTCTCCTGTCACGTTCTCCGAA

GACCCAGAATCATGGAACGTTCAGTTGTTCAGATCCATTGATGGTGGGGCTGCTTTTGGA
GACCCAGAATCATGGAATGTTCAATTATTCAGATCCATTGATGGTGGTGCTGCCTTTGGA
GACCCAGAATCATGGAACGTTCAGTTGTTCAGATCCATTGATGGTGGGGCTGCTTTTGGA
GACCCAGAATCATGGAATGTTCAATTATTCAGATCCATTGATGGTGGTGCTGCCTTTGGA

TTCCCTGATTCACCTGAGGATGCAGCCAAAGCTGGGCTTGTTAGTGGAAAAGACAACATC
TTCCCTGATTCACCAGAGGATGCAGCCAAAGCTGGGCTTGTTAGTGGAAAAGACAACATC
TTCCCTGATTCACCTGAGGATGCAGCCAAAGCTGGGCTTGTTAGTGGAAAAGACAACATC
TTCCCTGATTCACCAGAGGATGCAGCCAAAGCTGGGCTTGTTAGTGGAAAAGACAACATC

720
720
720
720

780
780
780
780

840
840
840
840

900
900
900
900

960
960
960
960

1020
1020
1020
1020

1080
1080
1080
1080

1140
1140
1140
1140

1200
1200
1200
1200

1260
1260
1260
1260

1320
1320
1320
1320

1380
1380
1380
1380

1440
1440
1440
1440

1500
1500
1500
1500
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mRNApl1d1
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApIdl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp 1d2
gDNApldl
gDNAp1d2

mRNApl1d1
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp 1d2
gDNApldl
gDNAp1d2

mRNApld1
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApl1d1
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

1501
1501
1501
1501

1561
1561
1561
1561

1621
1621
1621
1621

1681
1681
1681
1681

1741
1741
1741
1741

1801
1801
1801
1801

1861
1861
1861
1861

1921
1921
1921
1921

1981
1981
1981
1981

2006
2006
2041
2041

2006
2006
2101
2100

2006
2006
2161
2160

2006
2006
2220
2220

2006
2006
2280
2280

ATCGACCGCAGCATTCAGGATGCTTATATTAATGCCATTCGAAGAGCAAAGGACTTCATT
ATCGACCGCAGCATTCAGGATGCTTATATTAATGCCATTCGAAGAGCAAAGGACTTCATT
ATCGACCGCAGCATTCAGGATGCTTATATTAATGCCATTCGAAGAGCAAAGGACTTCATT
ATCGACCGCAGCATTCAGGATGCTTATATTAATGCCATTCGAAGAGCAAAGGACTTCATT

TACATAGAAAATCAGTATTTCCTCGGAAGTTCATACGGTTGGAAAGCAGANIGGCATTAAG
TACATTGAAAATCAGTATTTTCTGGGAAGTTCATACGGTTGGAAAGCAGABGGCATTAAG
TACATAGAAAATCAGTATTTCCTCGGAAGTTCATACGGTTGGAAAGCAGANIGGCATTAAG
TACATTGAAAATCAGTATTTTCTGGGAAGTTCATACGGTTGGAAAGCAGABGGCATTAAG

CCTGAGGAAATAAACGCTCTGCATCTTATTCCCAAGGAACTCTCACTAAAAATTGTTAGC
CCAGAGGAAATAAATGCTCTGCATCTTATTCCCAAGGAACTCTCACTAAAAATTGTTAGC
CCTGAGGAAATAAACGCTCTGCATCTTATTCCCAAGGAACTCTCACTAAAAATTGTTAGC
CCAGAGGAAATAAATGCTCTGCATCTTATTCCCAAGGAACTCTCACTAAAAATTGTTAGC

AAGATTEBBIGCTGGTGAGAGGTTTACTGTCTATGTCGTTGTTCCGATGTGGCCAGAGGGT
AAGATTEIBGCTGGTGAGAGGTTTACTGTTTATGTTGTTGTTCCAATGTGGCCAGAGGGT
AAGATTEBBBIGCTGGTGAGAGGTTTACTGTCTATGTCGTTGTTCCGATGTGGCCAGAGGGT
AAGATTEIBGCTGGTGAGAGGTTTACTGTTTATGTTGTTGTTCCAATGTGGCCAGAGGGT

ATCCCAGAGAGTGCATCAGTTCAGGCGATATTAGATTGGCAGAGGAGGACTTGGGACATG
ATCCCAGAGAGTGCATCAGTTCAGGCGATATTAGATTGGCAGAGGAGGACTTGGGACATG
ATCCCAGAGAGTGCATCAGTTCAGGCGATATTAGATTGGCAGAGGAGGACTTGGGACATG
ATCCCAGAGAGTGCATCAGTTCAGGCGATATTAGATTGGCAGAGGAGGACTTGGGACATG

ATGTACGCTGACATCACTCAAGCTCTTAAAGCTAAAGGGRTTGTTGCTGACCCTAGGGAC
ATGTACGCTGACATCACTCAAGCTCTTAAAGCTAAAGGGETTGTAGCTGACCCTAGGGAC
ATGTACGCTGACATCACTCAAGCTCTTAAAGCTAAAGGGRTTGTTGCTGACCCTAGGGAC
ATGTACGCTGACATCACTCAAGCTCTTAAAGCTAAAGGGHTTGTAGCTGACCCTAGGGAC

TACTTGACATTCTTCTGTCTCGGTAATCGAGAGGTGAAGAAAGAAGGAGAGTATGTACCA
TATTTGACATTCTTCTGTCTCGGTAATCGAGAGGTGAAGAAAGAAGGAGAGTATGTACCA
TACTTGACATTCTTCTGTCTCGGTAATCGAGAGGTGAAGAAAGAAGGAGAGTATGTACCA
TATTTGACATTCTTCTGTCTCGGTAATCGAGAGGTGAAGAAAGAAGGAGAGTATGTACCA

TCAGAAACTCCAGACCCTGATACGGATTATAGTAGAGCTCAGGRGGCTCGACGATTCATG
TCAGAAACTCCAGACCCTGATACAGATTATAGTAGAGCTCAGGHGGCTCGACGATTCATG
TCAGAAACTCCAGACCCTGATACGGATTATAGTAGAGCTCAGGEBGGCTCGACGATTCATG
TCAGAAACTCCAGACCCTGATACAGATTATAGTAGAGCTCAGGHGGCTCGACGATTCATG

ATCTACGTTCACACCAAGATGATGAT === ———————mmm oo
ATCTACGTTCACACCAAGATGATGAT ——— === == ———m oo mmmemmm oo
ATCTACGTTCACACCAAGATGATGATAGGTACGTATGACGGCTTTAGTGATTTCGTTTAT
ATCTACGTTCACACCAAGATGATGATAGGTACGTATGACGGCTTTAGAGATTTCTTTTAT

TAGCTTGAATTAGCATTTTCTGAAATCTTTCTTCTTAGATTGGGAATATAGATTAGTGGT
TAGCTTGAATTAGCATCTTCTGAAATCTTTCTT-TTAGACTGGGAATATAGATTAGTGGT

TTAAATGTTAATTTACAACTTGATCTGGTAACTCTAGACGTGCATAGTTTGGTCTAAATC
TTAAATGTTAATTTAAAACTTGATCTGGTAACTCTAGACGTACATGGTTTGGTCTAAATC

AGGAGTCAAGACTCCAATGTTCTTCCCAAGTCTTAACA-GTTAACATGTTTAGAAAACTC
AGGAGTCATGAATCCAATTTTCTTCCCAAGTCTTAACACGTTTACTCATTTAGAAAACCC

TGTAAACTAGGTGTCATTGCCATTGCTGAGGTGTCCCAACCCCTGTCTTACATGTTAGTC
TGCAAACTAGGCGTCGTTGCTGTTGGTGAGGTGTCCCAACCCCTGCGTAACATGTTAGTC

AAAAAAATGGAACTTGTGCTTTGATGTTGTAGTTCAATCATGCCGGAAACTAAATACTCA
GACAAAATTGAACTTGTGCTTTGATGTTGTAGTTCAATCATGCCGGAAACTAAATACTCA

1560
1560
1560
1560

1620
1620
1620
1620

1680
1680
1680
1680

1740
1740
1740
1740

1800
1800
1800
1800

1860
1860
1860
1860

1920
1920
1920
1920

1980
1980
1980
1980

2006
2006
2040
2040

2006
2006
2100
2099

2006
2006
2160
2159

2006
2006
2219
2219

2006
2006
2279
2279

2006
2006
2339
2339
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mRNApl1d1
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApIdl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp 1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApl1d1
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApldl
mRNAp 1d2
gDNApldl
gDNAp1d2

mRNApl1d1
mRNAp1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

mRNApl1d1
mRNApl1d2
gDNApldl
gDNApl1d2

--------------------------- AGTTGACGATGAATACATAATCATTGGATCAGC
--------------------------- AGTTGATGATGAATACATAATCATTGGATCAGC
TGTTGGATTTATTTTGCCTGCTTTTACAGTTGACGATGAATACATAATCATTGGATCAGC
TTTTGGATTTATTTTGCCTGCTTTTACAGTTGATGATGAATACATAATCATTGGATCAGC

TAACATCAATGAGAGATCAATGAATGGTGCAAGGGATTCTGAAATTGCCATGGGAGGTTA
CAACATCAACGAGAGATCAATGAATGGTGCAAGAGATTCTGAAATTGCCATGGGAGGTTA
TAACATCAATGAGAGATCAATGAATGGTGCAAGGGATTCTGAAATTGCCATGGGAGGTTA
CAACATCAACGAGAGATCAATGAATGGTGCAAGAGATTCTGAAATTGCCATGGGAGGTTA

CCAACCTCATCACCTAGCTCACAGAGAACCAGCAACGGGTCAAATCCACGGATTCCGTAT
CCAACCTCATCACCTAGCTCACAGAGAACCAGCAACGGGTCAAATCCACGGATTCCGTAT
CCAACCTCATCACCTAGCTCACAGAGAACCAGCAACGGGTCAAATCCACGGATTCCGTAT
CCAACCTCATCACCTAGCTCACAGAGAACCAGCAACGGGTCAAATCCACGGATTCCGTAT

GGCATTATGGTATGAACATCTTGGCATGCTCGATGAAGTTTTCCTCCATCCTAACAGCGA
GGCATTATGGTATGAACATCTTGGCATGCTGGATGAAGTTTTCCTCCATCCCAACAGTGA
GGCATTATGGTATGAACATCTTGGCATGCTCGATGAAGTTTTCCTCCATCCTAACAGCGA
GGCATTATGGTATGAACATCTTGGCATGCTGGATGAAGTTTTCCTCCATCCCAACAGTGA

GGAATGTGTGCAAAAGGTGAACAGGATCGCTGATAAATACTGGGATCTTTACTCGAGTGA
GGAATGTGTGCAAAAGGTGAACAGGATCGCTGATAAATACTGGGATCTGTACTCGAGCGA
GGAATGTGTGCAAAAGGTGAACAGGATCGCTGATAAATACTGGGATCTTTACTCGAGTGA
GGAATGTGTGCAAAAGGTGAACAGGATCGCTGATAAATACTGGGATCTGTACTCGAGCGA

TTCTCTTGAACGTGATCTACCTGGACACCTCCTTAGGTACCCAATTGGAATCACTGAAAA
TTCTCTTGAACGTGATCTACCTGGACACCTCCTCAGGTACCCAATCGGAATCACTGAAAA
TTCTCTTGAACGTGATCTACCTGGACACCTCCTTAGGTACCCAATTGGAATCACTGAAAA
TTCTCTTGAACGTGATCTACCTGGACACCTCCTCAGGTACCCAATCGGAATCACTGAAAA

TGGAGATGTTACTGEBGTTGCCCGGTCATGAGTTCTTCCCCGACACTAAAGCTAGAGTACT
TGGAGATGTGACTGHGTTGCCAGGTCATGAGTTCTTCCCCGACACTAAAGCACGTGTTCT
TGGAGATGTTACTGBGTTGCCCGGTCATGAGTTCTTCCCCGACACTAAAGCTAGAGTACT
TGGAGATGTGACTGHGTTGCCAGGTCATGAGTTCTTCCCCGACACTAAAGCACGTGTTCT

TGGTGBCAAGTCTGATTACCTTCCTCCTATTCTCACAAC
TGGTGCECAAGTCGGATTACCTTCCTCCAATTCTCACTACA
TGGTGBCAAGTCTGATTACCTTCCTCCTATTCTCACAAC
TGGTCRCAAGTCGGATTACCTTCCTCCAATTCTCACTACA|

GTTCTATCCTTCTTTCT
GTTATGTACTTATATCC
GTTCTATCCTTCTTTCT
GTTATGTACTTATATCC

CTCTACTAATCGTACTCTTATATCATACACTAGTggtataatggtagtatcaataaaaat
TTCTTTCTCCCGTACTCTTATATCCAATAAAAGT - ——————— e
CTCTACTAAT —— — — e
TTCTTTCT Cmmm m — e e e

ctcttgccTGTAACTTTTGAGTGTTTTA---GGGTTTATGATCATAGATTGTTTATTTTA
———————— TGTAACTTTTGAGTGTTTTAttaGGTTTTCTGATCAGAGATTGTTTATTTTA

TTTAGTaatgaaattctgtgtttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
TTTAGT————— ==

2039
2039
2399
2399

2099
2099
2459
2459

2159
2159
2519
2519

2219
2219
2579
2579

2279
2279
2639
2639

2339
2339
2699
2699

2399
2399
2759
2759

2459
2459
2819
2819

2519
2493
2829
2828

2576
2545
2829
2828

2636
2595
2829
2828

2679
2601
2829
2828
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A2 Primarstruktur und Sekundarstrukturvorhersage fur die 2 PLD-Isoenzyme aus
Schlafmohn

Gelb markiert, Sequenzunterschiede; tirkis markiert, Cystein-Reste; rot, HXKxXxXDxxxxxxGSxN
(katalytische Motive); grau markiert, Asn-Glykosylierungsstelle NFTG; PHD
Sekundarstrukturvorhersage, profile network prediction Heidelberg fiir alle Reste mit einer

durchschnittlichen Genauigkeit von > 82 %; H, Helix; E, Faltblatt; L, Loop (andere Strukturelemente); .,
keine Vorhersage (Rel < 5); Rel, Wahrscheinlichkeitsfaktor (0 flir gering bzw. 9 fiir hoch).

PHDMohn1 [N. .[353.0.E3S5SSS. MUNNNNNNNNNNNE. .. _(EEGE- - - - - LLLLLLLLMEEEEEE]

Mohnl 1 MAQISLHGTLHVTIFEANSISHPDRKTGGAPKFFRKLVENIEETVGFGKGASMLYASVDL 60

Mohn2 1 MAQISLHGTLHVTIFEANSISHPDRKTGGAPKFFRKLVENIEETVGFGKGASMLYASVDL 60

PHDMohn2 [N. .EE.]. EE=SEEs . MUNNNNNNNNNNNE . . . (GEGE. . . . MEEEEEEE (EEEEEE
PHDMohnl ....... (EEEMNL L L L L L R EEEMEMMNEEEEEEEEMLLLLLNEEEEEEEENERES

Mohnl 61 DKARVGRTRIIKDEPVNPKWYESFHI1YCAHMAANVIFTVKDDNPIGATLIGRAYVPIDKY 120

Mohn2 61 DKARVGRTRIIKDEPVNPKWYESFHI1YCAHMAANVIFTVKDDNPIGATLIGRAYVPIDQV 120

PHDMohn2 ....... EEEJMLLLLL L[S EEEEE/MEEEEEEEERL L L L LMEEEEEEE|R.
PHDMohn1 [MEE. .EH.--.--. LLLLLLLLLLMEEEEEEERLLLLLLL |l | L1 L L L | A

Mohnl 121 LSGEEVDEWVEVVDQERNPVQGGCKIHVKLQYFDVGQDKNWARGIRSAKFPGVPYTFFTQ 180

Mohn2 121 LSGEEVDEWVEVVDEERNPVQGGCKIHVKLQYFDVGQDKNWARGIRSAKFPGVPYTFFTQ 180

PHDMohn2 [MER. .ER.[- - - - - LLLLLLLLLLMEEEEEEEML LLLL L A LLLLLLLL L
PHDMohnl [NENNSSSSS= WENNENNNE [NNNNNNNNNER _ _(EEEEEEEEE .- - FEE895. .- - .

Mohnl 181 RTGCKVSLYQDAHVPDNFIPKIPLAGGKIYEPARCWED IFDAISNAKHMIYITGWSVYTE 240

Mohn2 181 RTGCKVSLYQDAHVPDNFIPKIPLAGGKIYEPARCWED IFDAISNAKHMIYITGWSVYTE 240

PHDMohn2 [NNNNEEEEEE . MUNNNNNN . [NNNNNNNNENE. _ (GREGEEGEE. . EEEE. ... ..
PHDMohn1 [HEEEE . MNNNNNNNNE . (EEEEREE. 0. EEEEEEE . ... . .. L] MHHHH

Mohnl 241 VVLIRDSRRQKPGGDITLGELLKKKADEGVRVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLMATHDEDTF 300

Mohn2 241 VVLIRDSRRQKPGGDITLGELLKKKADEGVRVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLMATHDEDTF 300

(io]VIeTaTa AN FEE EEMLLLLLLLLLLMMHHHHHHHHES L WEEEEEEL L L LL L1 | WHHHH
PHDMohn1 [f[g- -(MWNSSSSS. MENNNNEE 5. .. .F@5595..... EEEEEMLLLLLLLLREEEEEER

Mohnl 301 NYFQGTQVNCVLCPRNPDDGGSFIQDLQISTMFTHHQKIVVTDSAMPSEGSQQRRIVSFV 360

Mohn2 301 NYFQGTQVNCVLCPRNPDDGGSFIQDLQISTMFTHHQKIVVTDSAMPSAGSEQRRIVSFV 360

PHDMohn2  [§§. . [NNN. E==E. . MUNNNNNE §5. .. F555. .. .. EEEEEMLLLLLLLLMMEEEEER
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PHDMohn1

Mohnl 361

Mohn2 361

PHDMohn2

L LD L L L L L L L L [ LLLLLLLLLLLLLLLLL L L L L [
GGIDLCDGRYDTQFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNETGGA I TKGGPREPWHD IHSCLEGPIA
GGIDLCDGRYDTQFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNETGGA I TKGGPREPWHD IHSRLEGPIA

LU CRUCL LU L L (LML LC LU L L L R—— NEE. ..
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Anhang 121

A3 Multiples Alignment der Primarstrukturen der Mohn-PLD-Isoenzyme mit
pflanzlichen PLDs des a-Typs mittels Clustal W

Blau, identische und &hnliche Aminosauren; schwarz, Sequenzunterschiede; gelb markiert, Cystein-Reste;
rot markiert, HXKxxxxDxxxxxxGSxN (katalytische Motive); griin, B-Faltblatter der C2-Doméne (Zheng
et al., 2000); CBL, Ca®-Bindeloop; violett markiert, fiir Ca®-Bindung verantwortliche saure
Aminosduren; dunkelgrin markiert, mogliche PIP,-Bindungsmotive KxxxXRXRK bzw. RXRxxxxK.
Species-Kurzformen: Arath, Arabidopsis thaliana; Braol, Brassica oleracea; Crapl, Craterostigma
plantagineum; Lyces, Lycopersicon esculentum; Nicta, Nicotiana tabacum; Orysa, Oryza sativa; Papso,
Papaver somniferum; Pimbr, Pimpinella brachycarpa; Ricco, Ricinus communis; Vigun, Vigna unguiculata;
Zeama, Zea mays.
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YITHAITRGPKI
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FIYIENQYFL
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EGIPESASVQ
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YEPAEKPDPD
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YEPAERPDAD
YEPAERPDPD
YEPSEQPEPD
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YEPSESPEPD
YEPSETPEPD
YQPEEQPEAD
YVPSETPDPD
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YEPAEKPEPD
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SDYLKAQEAR
SDYLRAQQAR
SNYMRAQEAR
SDY IRAQEAR
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Arath
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ASEGDITELP
ASEGNITELP
DGEGDVTEFP
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SSDGEVTELP
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TENGDVTALP
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GMLDETFLDP
GMLDETFLDP
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GMLDDVFQRP
GMLDEVFLHP
GMLDEVFLHP
GMLDDTLALP
GMLDESFLNP
GMLHDTFQRP
GMLEDVFQRP

GFEFFPDTKA
GCEFFPDTKA
GFEFFPDTKA
GFEFFPDSKA
GTEFFPDTKA
GAEFFPDTKA
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A4 Aminosaurezusammensetzung von PLD1 und PLD2 aus Schlafmohn

Aminosaure Mohn-PLD1 Mohn-PLD2

Alanin 53 (6,52 %) 53 (6,52 %)
Cystein 10 (1,23 %) 9 (1,11 %)
Asparaginsaure 64 (7,87 %) 63 (7,75 %)
Glutaminséure 49 (6,03 %) 52 (6,40 %)
Phenylalanin 37 (4,55 %) 37 (4,55 %)
Glycin 65 (8,00 %) 64 (7,87 %)
Histidin 27 (3,32 %) 27 (3,32 %)
Isoleucin 62 (7,63 %) 63 (7,75 %)
Lysin 44 (5,41 %) 43 (5,29 %)
Leucin 55 (6,77 %) 54 (6,64 %)
Methionin 18 (2,21 %) 19 (2,34 %)
Asparagin 27 (3,32 %) 27 (3,32 %)
Prolin 45 (5,54 %) 45 (5,54 %)
Glutamin 29 (3,57 %) 28 (3,44 %)
Arginin 45 (5,54 %) 46 (5,66 %)
Serin 45 (5,54 %) 45 (5,54 %)
Threonin 39 (4,80 %) 39 (4,80 %)
Valin 54 (6,64 %) 54 (6,64 %)
Tryptophan 16 (1,97 %) 16 (1,97 %)
Tyrosin 29 (3,57 %) 29 (3,57 %)
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A5 Vergleich der Hydrophobizitatsprofile

Vergleich der Hydrophobizititsprofile der Mohn-PLD-Isoenzyme

Scan-window size = 15
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A6 Primarstruktur und Sekundarstrukturvorhersage von Kohl-PLD2

Tirkis markiert, Cystein-Reste; rot, HxXKxxxxDxxxxxxGSxN (katalytische Motive); PHD
Sekundarstrukturvorhersage, profile network prediction Heidelberg fiir alle Reste mit einer
durchschnittlichen Genauigkeit von > 82 %; H, Helix; E, Faltblatt; L, Loop (andere Strukturelemente); .,
keine Vorhersage (Rel < 5); Rel, Wahrscheinlichkeitsfaktor (0 fiir gering bzw. 9 flir hoch).

Kohl-PLD2 1 MAQHLLHGTLHATIYEVDALHTGGLRSAGFLGKIISNVEETIGFGKGETQLYATIDLQKA 60

Kohl-PLD2 61 RVGRTRKITDEPKNPKWYESFHIYCAHMASDIIFTVKDDNPIGATLIGRAYVPVDEVING 120

L L | [ LLLLLLLLLLLNEEEEEEE]SSI | | LLLLLLLLLL L LLLL

Kohl-PLD2 121 EEVEKWVEILDDDRNPIHGESKIHVKLQYFAVEADRNWNMGVKSAKFPGVPYTFFSQRQG 180

LWEEEEML ML LLLLLLLLLLLLL LI | P HHHHHHHHHHSE E E E E . = EE

Kohl-PLD2 181 CKVSLYQGAHVPDNFVPKIPLAGGKNYEPHRCWED IFDAITNAKHLIYITGWSVYTEITL 240

EENLLLLLLL L SMHHHHHHHHHHLL LWEEEEEEML LLL L LJSSNL | PR | | P H

Kohl-PLD2 241 VRDSRRPKPGGDMTLGELLKKKATEGVRVLLLVWDDRTSVDVLKKDGLMATHDEDTENYF 300

N1 L LNEEEE1 | L L L L L S LLWEEEEELLLLLLLLLLLLNEEEEERS

Kohl-PLD2 301 NGSEVHCVLCPRNPDDGGSIVQNLQVSAMFTHHQKIVVVDSEVPSQGGGSEMRRIMSFVG 360

... NNNNNE .. . NN ....... LLLCLLCLLELLELLL L L L L ME. .§

Koh1-PLD2 361 GIDLCDGRYDTPFHSLFRTLDTVHHDDFHQPNFTGASITKGGPREPWQDIHSRLEGPIAW 420

HHHHHHHHHHH H LLLLLLLLLLLL L e EEEL L LLLLL

Kohl-PLD2 421 DVLYNFEQRWSKQGGKDILVKLRELSDI I I TPSPVMFQEDHDVWNVQLFRSIDGGAAAGF 480

L L | [ LLL L HHHHHHHHHHHHHH-E E E . [. ...

Koh1-PLD2 481 PDSPEVAAEAGLVSGKDNVIDRSIQDAY IHAIRRAKDFIYIENQYFLGSSFAWAADGITP 540
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L L | L [ HHHHHHHHHHHHA| L MEEEEEEELLLLLL | MHHHHHHHHHHHHHHHHH

Kohl-PLD2 541 EDINALHLIPKELSLKIVDKIEKGEKFRVYVVVPMWPEGIPESASVQAILDWQRRTLEMM 600

HHHHHHHHHHEL L L L | LLLLLLLLLLLLLLL L L H H

Kohl-PLD2 601 YKDVTQALRAQGLEEDPRNYLTFFCLGNREVKKEGEYEPAERPDPDTDYMRAQEARRFMI 660

EEJRNEEENEEEEEEL LT || || PR | | (R LLLLL LR HHHH

Kohl-PLD2 661 YVHSKMMIVDDEY I1VGSANINQRSMDGARDSE IAMGGYQPHHLSHRQPARGQVHGFRMS 720

HHHHHLL L JRL UL L L HHHHHHHHHHHHHHH IR HHHH LLL

Kohl-PLD2 721 LWYEHLGMLDETFLDPSSLECIEKVNRIADKYWDFYSSESLEHDLPGHLLRYPISVDNEG 780

| || L DL e LLLLLLLLLLL

Kohl-PLD2 781 NITELPGFEFFPDSKARILGNKVDYLPPILTT 812
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