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1 Einführung 
 

Ribonukleinsäuren sind essentielle Bestandteile aller lebenden Zellen. Ribosomale, 

messenger und transfer RNAs sind die primären Produkte der Genexpression und ha-

ben eine zentrale Rolle in der Proteinsynthese. Kleine RNA-Moleküle (small nuclear 

RNA, small nucleolar RNA), die RNA-Komponente der Telomerase und microRNAs 

bzw. small interfering RNAs sind an der RNA-Prozessierung, der DNA-Replikation, 

der endogenen Regulation der Genexpression bzw. an der Pathogenabwehr beteiligt. 

Ribonukleinsäuren können als Genom fungieren, sich replizieren und stellen die Basis 

für den evolutionären Erfolg der RNA-Viren dar.  

 Am zellulären RNA-Metabolismus sind ribonukleolytische Enzyme (RNasen) 

wesentlich beteiligt. Ribonukleasen katalysieren die Spaltung der 3’,5’-Phospho-

diesterbindungen im Ribose-Phosphat-Rückgrat der RNA-Moleküle. Obwohl die meis-

ten bekannten Ribonukleasen Proteine sind, ist in einigen gut charakterisierten RNasen 

wie z.B. den RNasen P und MRP ein RNA-Molekül die katalytische Einheit (Guerrier-

Takada et al., 1983; Piccinelli et al., 2005). Andere Ribonukleinsäuren, die Ribozyme, 

sind durch Ausbildung spezifischer Sekundärstrukturen ohne Beteiligung von Proteinen 

in der Lage, die Spaltung und Knüpfung neuer Polynukleotidketten zu katalysieren 

(Cech, 1993). Somit sind die RNasen eine der wenigen Enzymklassen, in der Verbin-

dungen zur evolutionär alten RNA-Welt erhalten geblieben sind.  

 Die verschiedenen RNA-Sorten der Zelle unterliegen nach ihrer Synthese durch 

RNA-Polymerasen posttranskriptionellen Modifizierungen. Dazu zählen Splicing und 

3’-Prozessierung von mRNAs sowie Funktionalisierung von rRNA-, tRNA-, snRNA- 

und snoRNA-Molekülen. Die prozessierenden Enzyme sind spezifische Exo- und En-

donkleasen, die mit RNA-bindenden Proteinen interagieren oder Proteinkomplexe bil-

den. Die Enzyme des rRNA-Stoffwechsels aus eukaryontischen Organismen und aus 

Prokaryonten sind funktionell und strukturell hoch konserviert (Ross, 1997; Lafontaine 

und Tollervey, 2001; Fromont-Racine et al., 2003; Deutscher, 2006). Messenger RNAs 

werden in allen Organismen transkriptionell und posttranskriptionell über Syntheserate, 

Stabilität, Qualitätskontrolle und Abbau reguliert (Caponigro und Parker, 1996; Hille-

ren und Parker, 1999; Tucker und Parker, 2000; Parker und Song, 2004; Gilmartin, 

2005; Deutscher, 2006; Valencia-Sanchez et al., 2006). Die Charakterisierung homolo-
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ger Enzyme, die an diesen Prozessen beteiligt sind, durch Analysen von Arabidopsis-

Mutanten und rekombinanter Proteine unterstreicht die Konserviertheit der Abbauwege 

für RNA auch in höheren Pflanzen. (Gutiérrez et al., 1999; Chekanova et al., 2002; 

Souret et al., 2004).  

 Weitere, im Zytoplasma und im Kern agierende Enzyme des zellulären RNA-

Stoffwechsels sind die Doppelstrang-spezifischen Endoribonukleasen, die an verschie-

denen Prozessen der RNA-Interferenz beteiligt sind. Die miRNA- bzw. siRNA-

Produkte der Spaltungsreaktionen vermitteln in Pflanzen posttranskriptionelles Gen-

Silencing über mRNA-Abbau, Translationsrepression oder Chromatin-Remodeling. Sie 

sind Elemente der pflanzlichen Virusabwehr, der Transposonkontrolle sowie der endo-

genen Regulation der Pflanzenentwicklung (Hamilton und Baulcombe, 1999; Wa-

terhouse et al., 2001; Chen, 2005; Henderson et al., 2006).  

  

Pflanzen exprimieren neben den Ribonukleasen dieses ‚klassischen’, zellulären RNA-

Metabolismus weitere RNasen. Frühe Untersuchungen bis in die 1980er Jahre zeigten, 

dass die Expression von RNasen und Nukleasen mit Entwicklungsprozessen wie Sa-

menkeimung, Samenreifung, Wurzelwachstum und Differenzierung oder Seneszenz 

korrelierte. Die Induktion von RNasen erfolgt auch als Antwort auf wechselnde Um-

weltbedingungen (Licht, Nährstoffe), abiotischen Stress (Verletzung, Wasserstress), 

Pathogen-Interaktionen oder Hormongabe (vgl. Übersichtsartikel: Wilson, 1975; Far-

kas, 1982; Wilson, 1982; Green, 1994). Auf der Basis der biochemischen Eigenschaf-

ten wurde eine Klassifizierung der Enzyme in drei Hauptgruppen vorgenommen: (i) 

Lösliche RNasen, die RNA endonukleolytisch mit Guanin-Präferenz spalten und 3’-

Nukleotide freisetzen, (ii) Partikel-gebundene Endonukleasen, die sowohl Einzelstrang-

DNA (ssDNA) als auch RNA mit einer Adenin-Präferenz spalten und 5’-Nukleotide als 

Produkte generieren, und (iii) Lösliche Exonukleasen, die ssDNA und RNA zu 5’-

Nukleotiden degradieren.  

 Allerdings ließen die biochemischen Eigenschaften, die Isoform-Muster, die 

Herkunft aus verschiedensten Pflanzenorganen und Geweben keinen verlässlichen 

Rückschluss auf die Anzahl, Verwandtschaft und gemeinsame Funktion der RNasen 

aus verschiedenen Organismen zu. Auch ließen sie sich bestimmten Zellkompartimen-

ten nicht eindeutig zuordnen. Besonders die Identifizierung und biochemische Charak-

terisierung induzierbarer RNasen wurde durch begrenzte Probenmengen oder Ausbeu-
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ten bei der Reinigung behindert. Deshalb stagnierten die experimentellen Untersuchun-

gen zu Ribonukleasen (Green, 1994).  

 Neue Impulse erhielt die RNase-Forschung in Pflanzen zu Beginn der 1990-er 

Jahre durch die Aufklärung der ersten Primärsequenzen gereinigter und biochemisch 

charakterisierter KlasseI RNasen. Sie zeigten Verwandtschaft zu den RNasen T2, Rh 

und M aus Pilzen sowie den pflanzlichen S-Genen (Ide et al., 1991; Jost et al., 1991). 

Mit der Etablierung der molekularbiologischen Methoden und der reversen Genetik 

auch für Pflanzen sowie der Weiterentwicklung zytologischer und biochemischer Me-

thoden waren neue experimentelle Werkzeuge verfügbar. Sie erlaubten und erlauben 

die Protein- und Genfamilien zu klassifizieren, evolutionäre Zusammenhänge aufzuklä-

ren sowie Expressionsmuster und die Regulation solcher entwicklungs- und stressab-

hängig exprimierter Ribonukleasen umfassend zu untersuchen.  

 Ziel der Untersuchungen, die in der vorgelegten Arbeit zusammengefasst wer-

den, war die molekulare und funktionelle Charakterisierung von KlasseI/T2-Typ RNa-

sen aus Lycopersicon esculentum1. Arbeiten zur biochemischen Charakterisierung ver-

schiedener Enzyme in Zellkulturen von Tomate wurden fortgeführt und um eigene Bei-

träge zur Enzymatik und besonders zum subzellulären Vorkommen und zum Protein-

targeting erweitert. Die Isolierung von cDNA-Sequenzen und genomischen Klonen, die 

Anwendung zellbiologischer und molekularer Untersuchungsmethoden, die Nutzung 

von Modellorganismen und die Generierung und Untersuchung trangener Tomaten-

pflanzen ermöglichte uns die zeitliche und räumliche Analyse der Expression von T2-

Typ RNasen in Pflanzen und damit Rückschlüsse auf ihre Funktion und Regulation in 

physiologischen Zelltod-Prozessen (Kap. 4), bei Verwundung (Kap. 5) und Phosphat-

mangel (Kap. 6).  

 

                                                 
1 Für diese Arbeit wird die alte Nomenklatur der Gattung Lycopersicon beibehalten. Seit kurzem wird 

Lycopersicon der monophyletischen Gattung Solanum zugeordnet (L. esculentum jetzt S. lycopersi-
cum) [vgl. http://soldb.cit.cornell.edu/about/solanum_nomenclature.pl]. 
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2 Die Superfamilie der T2-Typ RNasen  
 

T2-Typ RNasen sind saure Endoribonukleasen mit Spezifität für Einzelstrang-RNA, 

die 3’-phosphorylierte Nukleotide (EC 3.1.27.1) freisetzen. 

 Die Namensgebende RNaseT2 wurde aus Aspergillus oryzae isoliert (Kawata et 

al., 1988). Es folgte die Charakterisierung der homologen Enzyme RNaseRh aus Rhi-

zopus niveus  (Horiuchi et al., 1988) und RNaseM aus Aspergillus saitoi (Watanabe et 

al., 1990). Fast zeitgleich wurden die ersten pflanzlichen RNasen gefunden (McClure et 

al., 1989; Ide et al., 1991; Jost et al., 1991). Gemeinsames Kennzeichen der Primär-

strukturen der T2-Typ RNasen sind zwei hoch konservierte Peptide (conserved active 

site segments, CAS I und II, vgl. Abb. 1), in denen die katalytisch wichtigen Amino-

säuren enthalten sind (Irie, 1997). Die molekulare Masse der T2-Typ RNasen liegt im 

Bereich von etwa 22 - 26 kDa. Obwohl viele Enzyme glykosyliert sind, handelt es sich 

dabei um kein allgemeines Merkmal dieser Enzymfamilie (Deshpande und Shankar, 

2002).  

Ein Kennzeichen der Enzymkatalyse ist die Unspezifität in Bezug auf die zu 

spaltenden Basen. Auf der Grundlage chemischer Modifikationen, gerichteter Mutage-

nese und kinetischer Studien an RNaseRh (Ohgi et al., 1992; 1993; 1995) sowie ihrer 

Kristallstruktur (Kurihara et al., 1992; 1996) wurde von Irie und Mitarbeitern der in 

Abb. 1 dargestellte Mechanismus zur Hydrolyse der Nukleotidylbindung vorgeschlagen 

(Irie, 1997; Irie und Ohgi, 1998). Die Aminosäuren des aktiven Zentrums sind demnach 

His-46, His-104, Glu-105, Lys-108 und His-109, während Trp-49, Asp-51 und Tyr-57 

an der Bindung der Base (B1-Stelle) beteiligt sind. Sequenzvergleiche mit evolutionär 

entfernten Enzymen und die Analyse der verfügbaren Kristallstrukturen von T2-Typ 

RNasen beweisen, dass die katalytisch wirksamen Aminosäuren in allen Enzymen kon-

serviert sind.  
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Abb. 1: Hochkonservierte Peptide in den T2-Typ RNasen (CAS, conserved active site seg-

ments) und Prinzip der enzymatischen Katalyse der T2-Typ RNasen, dargestellt für 
die RNaseRh von Rhizopus niveus [nach Irie, 1999]. 

 

 Kristallisiert wurden bislang neben der RNaseRh ausschließlich pflanzliche 

RNasen: Momordica charantia RNaseMC1 (Nakagawa et al., 1999), Lycopersicon es-

culentum RNaseLE (Tanaka et al., 2000), Pyrus pyrifolia S3-RNase (Matsuura et al., 

2001),  Nicotiana alata SF11-RNase (Ida et al., 2001), Nicotiana glutinosa RNaseNW 

(Kawano et al., 2002) und Trichomaglin aus Trichosanthes lepiniana (Gan et al., 2004). 

Die T2-Typ RNasen gehören zum α + β Strukturtyp (Aravind und Koonin, 2001). Ne-

ben zwei konservierten Disulfidbrücken in allen RNasen, die von grundlegender Be-

deutung für den Erhalt der aktiven Konformation sind (Irie, 1999), bestehen deutliche 

Unterschiede hinsichtlich der Zahl und Lage weiterer S-S-Bindungen zwischen den 

Enzymen aus Pilzen, Tieren und den pflanzlichen RNase-Klassen (Tanaka et al., 2000; 

Gan et al., 2004).  

SSCS WTIHGLWPD FWsHEWsKHGT 

43                   51 101                      111 

CAS I CAS II 
1 222 

YPTK
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 Die T2-Typ RNasen sind ubiquitär in Viren, Eubakterien, Protisten, Pilzen, 

Pflanzen und Tieren verbreitet (Abb. 2). Die Aufklärung der Primärstruktur und der en-

zymatischen Aktivität von verschiedenen tierischen Enzymen und solchen aus Pilzen 

ist der Arbeitsgruppe um M. Irie und K. Ohgi zu verdanken (Literatur in Irie und Ohgi, 

2001; Kobayashi et al., 2003; Suzuki et al., 2005).  

 

 

 
 
 
Abb. 2: Das ubiquitäre Vorkommen der T2-Typ RNasen in allen Organismenreichen und die 

Verwandtschaft der S-like RNasen der Pflanzen.  
 Die Bezeichnungen hinter dem Artnamen sind die in der Literatur gebräuchlichen Be-

zeichnungen. Ein fehlender Zusatz kennzeichnet RNasen, die aus Datenbankeinträgen 
entnommen wurden und für die keine experimentellen Daten vorliegen.  
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 Die physiologische Funktion vieler nicht-pflanzlicher T2-Typ RNasen ist aller-

dings nicht untersucht worden oder ergab kein schlüssiges Bild. Vielfach wird ihnen 

eine Metabolisierung externer RNA-Quellen zugeschrieben wie z.B. bei den sekretier-

ten Enzymen aus Pilzen (Deshpande und Shankar, 2002) und der periplasmatischen 

RNase I aus Escherichia coli. Für E. coli ist diese Genfunktion nicht essentiell, da 

RNase I- Stämme mit deletiertem rna Gen lebensfähig sind und auch die Überexpressi-

on nicht toxisch ist (Nicholson, 1997). Für die sekretierte RNY1, die einzige T2-Typ 

RNase von Saccharomyces cerevisiae, wird eine Beteiligung an der Regulation der 

Membranpermeabilität oder Stabilität vermutet (MacIntosh et al., 2001). Das menschli-

che Genom enthält ebenfalls ein homologes Gen, RNASET2 (Trubia et al., 1997). Das 

Genprodukt ist ein sekretiertes Glykoprotein mit T2-Typ-RNase-Aktivität und Tumor- 

und Metastasen-suppremierender Wirkung (Acquati et al., 2005) 

 In den höheren Pflanzen erreicht die Superfamilie der T2-Typ RNasen ihre 

größte Vielfalt. Auf der Basis der Funktion wurden frühzeitig zwei Gruppen unter-

schieden, die S-RNasen und alle anderen T2-Typ RNasen, für die die Bezeichnung ‚S-

like RNasen’ eingeführt wurde (Taylor et al., 1993; Green, 1994). In den Primärse-

quenzen der S- und S-like RNasen sind neben den zwei CAS drei weitere Sequenzbe-

reiche konserviert (Ioerger et al., 1991; Green, 1994). Eine aktuellere Einteilung auf der 

Basis der Exon-Intron-Strukturen und der Sequenzhomologien der kodierenden Berei-

che pflanzlicher T2-Typ RNasen unterscheidet drei Klassen (Igic und Kohn, 2001):  

A) T2-Typ/S-like RNasen mit hochkonservierten Positionen von 2 bis 3 Introns,  

B) T2-Typ/S-like RNasen mit vielen konservierten Intronpositionen ( > 6) unter 

Einschluß der Positionen der anderen Klassen, 

C) S-RNasen mit einer einzigen, aber hochkonservierten Intronposition. 

 

 Die S-RNasen wurden nur in den drei Pflanzenfamilien der Solanaceae, Rosa-

ceae und Scrophulariaceae nachgewiesen und haben dort eine hochspezifische Funktion 

in der Pflanzenentwicklung. S-Gene (S-RNasen) sind die Genprodukte des polymor-

phen S-Locus (Anderson et al., 1986) und die Determinanten der gametophytischen 

Selbstinkompatibilität (GSI) des Solanaceen-Typs (McCubbin und Kao, 2000; Kao und 

Tsukamoto, 2004). Selbstinkompatibilität ist ein genetisch kontrollierter Zell-Zell-

Erkennungsmechanismus, der zum Erhalt der genetischen Diversität durch Auskreu-

zung beiträgt (De Nettancourt, 2000). Die S-RNasen wirken als zytotoxische Agenzien 
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(McClure et al., 1989). Die blütenspezifisch exprimierten S-RNasen werden in das 

Transmissionsgewebe des Griffels sekretiert und in die wachsenden Pollenschläuche 

aufgenommen (Übersicht in Parry et al., 1997). Eine inkompatible Kreuzung (z.B. S-

RNase und Pollen-S vom gleichen S-Haplotyp) führt zur Hemmung des Pollen-

schlauchwachstums als Folge des Abbaus der zytoplasmatischen RNA durch die S-

RNase (McClure et al., 1990). Die RNase-Aktivität ist integraler Teil der S-Protein-

Funktion. Enzymatisch inaktive S-RNasen mit Mutationen der katalytisch wirksamen 

Histidinreste hemmen das Pollenschlauchwachstum nicht mehr, und die Pflanzen ver-

lieren die GSI Eigenschaft (Huang et al., 1994; Lee et al., 1994; Royo et al., 1994). Wie 

die Erkennung von ‚Selbst’ und ‚Fremd’ vor sich geht, ist noch nicht geklärt. Nach der 

Aufnahme der S-RNase in den wachsenden Pollenschlauch kommt es aber zur Interak-

tion mit dem F-box Protein (SLF) des Pollens, das durch den S-Locus kodiert wird 

(Luu et al., 2000; Qiao et al., 2004). Goldraij et al. (2006) zeigten kürzlich, dass S-

RNasen in einem vakuolären Kompartiment des Pollenschlauches über Endozytose se-

questriert werden und nur in der inkompatiblen Reaktion in das Zytoplasma entlassen 

werden.  

 Die ersten Primärsequenzen von T2-Typ/S-like RNasen wurden für die RNa-

seLE2 und die RNaseLX aus Lycopersicon esculentum (Jost et al., 1991; Löffler et al., 

1993) sowie für RNaseMC1 aus Momordica charantia (Ide et al., 1991) gewonnen. Im 

weiteren wurden Proteine oder kodierende DNA-Sequenzen aus anderen Pflanzenarten 

und Algen isoliert, darunter aus Arabidopsis thaliana (Taylor et al., 1993; Bariola et al., 

1994), Nicotiana alata (Dodds et al., 1996), Zinnia elegans (Ye und Droste, 1996), Ni-

cotiana glutinosa (Kariu et al., 1998; Kurata et al., 2002), Hordeum vulgare (Rogers 

und Rogers, 1999), Prunus dulcis (Ma und Oliveira, 2000; Van Nerum et al., 2000), 

Oryza sativa (Iwama et al., 2001), Antirrhinum majus x hisp (Liang et al., 2002), Tri-

chosanthes lepiniana (Gan et al., 2004), Drosera adelae (Okabe et al., 2005) und Vol-

vox carteri (Shimizu et al., 2001).  

                                                 
2  Abkürzungen zur Kennzeichnung der T2-Typ RNasen aus Tomate: LE - Lycopersicon, extrazellulär;  

LX – Lycopersicon, unbekannte, aber nicht-cytoplasmatische Lokalisation; LV – Lycopersicon, vakuo-
lär.  
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3  T2-Typ Ribonukleasen in Lycopersicon 

 

3.1    Organisation der RNaseLE und RNaseLX Gene  

 

Notwendige Voraussetzung für eine molekulare und funktionelle Analyse der RNasen 

aus Lycopersicon esculentum war die Isolierung der Gene und ihrer regulatorischen Se-

quenzen. Den Ausgangspunkt dafür bildeten die von Jost et al. (1991) und Löffler et al. 

(1993) aufgeklärten Primärsequenzen der reifen, aus Zellkulturen gereinigten RNaseLE 

und RNaseLX Proteine, die 205 bzw. 213 Aminosäuren umfassen. Das entspricht mo-

lekularen Massen von 22,7 bzw. 24,3 kDa. Im Gegensatz zu vielen pilzlichen und tieri-

schen T2-Typ RNasen und den pflanzlichen S-RNasen sind die beiden Enzyme aus 

Tomate nicht glykosyliert. Im Zuge der molekularen Analyse von isolierten Pflanzen-

vakoulen waren drei weitere, vakuolär lokalisierte Enzyme (RNaseLV1-3) nachgewie-

sen worden, deren Verwandtschaft zu den RNasen LE und LX geklärt werden sollte 

(Abel und Glund, 1986; 1987; Nürnberger et al., 1990; Löffler et al., 1992).  

 Die cDNA-Klone wurden aus einer λZAP-cDNA-Bank durch Immunscreening 

in Kombination mit PCR-Sonden und Plaque-Hybridisierung isoliert (Köck et al., 

1995). In Übereinstimmung mit der bereits bekannten extrazellulären bzw. mikrosoma-

len Lokalisierung kodieren die RNaseLE und RNaseLX cDNA-Sequenzen auch für N-

terminale, 25 bzw. 24 Aminosäuren umfassende Signalsequenzen zum kotranslationa-

len Transport in das endoplasmatische Retikulum (ER), enthalten aber keine zusätzli-

chen Propeptide (Köck et al., 1995).  

 RNaseLE und LX sind im haploiden Tomatengenom nur in je einer Kopie (‚sin-

gle copy’) vorhanden (Köck et al., 1995; Stenzel, 1998). Das Fehlen von Kreuzhybridi-

sierungen in genomischen Southernblots erlaubte den Schluss, dass keine unabhängi-

gen Gene für die vakuolär lokalisierten Proteine LV1-3 existieren. Die Teilsequenzie-

rung (N- und C-Termini, interne Peptide) und ein Fingerprinting tryptischer Peptide der 

LV1-3 Proteine untermauerten dieses Ergebnis (Köck et al., 1995):  

− Die Sequenzen der extrazellulären RNaseLE und der vakuolären LV3 sind trotz un-

terschiedlicher Lokalisation identisch.   

− LV1 und LV2 stellen posttranslationale Prozessierungsprodukte der RNaseLX mit 

Verkürzungen am C-Terminus dar (siehe Kap. 4.4 zur weiteren Diskussion). 
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 In Übereinstimmung damit wurden auch unter nicht-stringenten Bedingungen 

stets nur cDNA-Klone der RNasenLE und LX aus der cDNA-Bank isoliert. Ob in ande-

ren Pflanzenspecies vergleichbare Prozessierungen an T2-Typ RNasen stattfinden, ist 

nicht bekannt.  

 RNaseLE-orthologe Gene in anderen Pflanzenarten sind die RNasen NE und 

NGR1 (NW) aus Tabak (Dodds et al., 1996; Kariu et al., 1998), ZRNaseII (Ye und 

Droste, 1996) und RNS1 (Bariola et al., 1994). RNaseLX besitzt die höchste Sequenz-

identität mit RNaseNGR3 (Kurata et al., 2002) und ZRNaseI (Ye und Droste, 1996). 

Die deutlich geringere Identität zwischen den paralogen Genen RNaseLE und LX  so-

wie die unterschiedliche, subzelluläre Lokalisation war für uns ein Hinweis, dass die 

beiden Mitglieder der T2-Typ RNase Familie in Tomate verschiedene Funktionen in 

der Pflanze haben, die sie jeweils mit orthologen Genprodukten aus anderen Pflan-

zenspecies teilen (Abel und Köck, 2001).   

 Auf der Basis der gewonnenen cDNA-Sequenzinformationen wurden die ge-

nomischen Sequenzen der RNasenLE und LX aus L. esculentum kloniert. Genomische 

Klone der RNaseLE wurden aus einer λEMBL3-Bank isoliert. Zwei identische Klone 

enthalten das vollständige Gen mit 2,6 kbp 5’-aufwärts gelegener Sequenz (Köck et al., 

2004). Dagegen wurde eine Promotorsequenz von 814 bp der RNaseLX unter Nutzung 

bereits charakterisierter Intronsequenzen (Schumann, 1995) und einer 5’-RACE-

ähnlichen Methode mit PCR amplifiziert, kloniert und funktionell getestet (Köck et al., 

2006). Darauf aufbauend lieferten GUS-Reporterpflanzen mit stabil integrierten Pro-

motor-Konstrukten wichtige Hinweise für die zell- und gewebespezifische Expression 

der Tomaten-RNasen (vgl. Kap. 4.4; 5.1; 6.2). Es gibt bisher keine funktionellen Pro-

motor-Untersuchungen für andere T2-Typ RNasen, die zum Vergleich herangezogen 

werden können. 

 RNaseLE besitzt zwei Introns, RNaseLX drei, wobei die Intronpositionen I-

LE1/ILX1 und ILE2/ILX2 konserviert sind und außerdem die Position ILE1/ILX1 mit der Posi-

tion des einzigen Introns der S-RNasen in Solanaceen übereinstimmt (Stenzel, 1998). 

Die beiden Gene gehören damit zur Klasse (A) der S-like RNasen mit hochkonservier-

ten Positionen von 2 bis 3 Introns (vgl. Kap. 2). 
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3.2 Evolutionäre Abgrenzung der S- und S-like RNasen   

 

Die RNasenLE und LX sind nicht in die Vermittlung von Selbstinkompatibilität invol-

viert, sondern haben andere Funktionen im RNA-Katabolismus, z.B. im Abbau von en-

dogener RNA während der Seneszenz, der Keimung (Kap. 4.4), bei Phosphatmangel 

(Kap. 6.2) und der Wundheilung (Kap. 5.2). Von den 9 Arten und 2 Varietäten der Gat-

tung Lycopersicon sind 4 selbst-inkompatible und 7 selbst-kompatible Taxa. Die LE 

und LX Gene wurden von uns in allen selbst-kompatiblen und inkompatiblen Tomaten-

arten nachgewiesen (Stenzel, 1998). Kondo et al. (2002) bestätigten die Koexistenz der 

S-like und S-RNasen in Blüten und die fehlende Funktionalität der S-like RNasen in 

der Selbstinkompatibilität.  

 Perfekte Kosegregation und unabhängige Kartierung am gleichen Locus auf 

dem kurzen Arm von Chromosom 5 (zwischen den Markern TG432 und CT167; 

Tanksley et al., 1992) zeigen, dass (i) die LE und LX Gene aus einer Genduplikation 

hervorgegangen sind (Stenzel, 1998, Ganal und Köck, unveröffentlichte Daten) und (ii) 

sie sich unabhängig von den S-RNasen entwickelt haben. Der polymorphe S-Locus, der 

die Allele der S-RNasen von Tomate kodiert (Tsai et al., 1992; Rivers et al., 1993) be-

findet sich dagegen auf dem Chromosom 1 des Tomatengenoms (Tanksley und Loaiza-

Figueroa, 1985). 

 Evolutionäre Untersuchungen zum monophyletischen Ursprung der S-RNasen 

unterstreichen, dass S-RNasen und S-like RNasen ein gemeinsames Vorläufergen ha-

ben und sich die beiden Entwicklungslinien weit vor der Herausbildung der Asteridae 

und Rosidae getrennt haben (Ioerger et al., 1990; Taylor et al., 1993; Dodds et al., 

1996; Igic und Kohn, 2001). Bereits die als Vorfahr für ca. 75 % aller dikotylen Pflan-

zen anzunehmende Spezies  besaß S-RNasen und das darauf basierende System der 

gametophytischen Selbstinkompatibilität (siehe Kap. 2). Es hat sich nur in den Pflan-

zenfamilien der Solanaceae, Rosaceae und Scrophulariaceae erhalten. Die Trennung 

von der Entwicklungslinie der S-like RNasen war bereits vollzogen und liefert somit 

ein weiteres Argument für grundlegende und konservierte Funktionen der S-like RNa-

sen im Pflanzenreich. Die Koexistenz der beiden pflanzlichen T2-Typ RNase-Gruppen 

wurde inzwischen in weiteren Pflanzenarten mit gametophytischer Selbstinkompatibili-

tät bestätigt: in Nicotiana alata (Dodds et al., 1996), Prunus dulcis (Ma und Oliveira, 

2000) und Antirrhinum sp. (Liang et al., 2002).  



 14

3.3   Untersuchungen zur Basenpräferenz der RNA-Spaltung   
 

Die endonukleolytischen T2-Typ RNasen katalysieren die Phosphodiester-Spaltung 

einzelsträngiger RNA über eine Säure-Base-Katalyse unter Beteiligung von zwei abso-

lut konservierten Histidinresten. Ein dritter Histidinrest ist für die Stabilisierung des 

pentakovalenten Intermediates notwendig (vgl. Abb. 1). Durch die Phosphotransferase-

Funktion der RNasen, d. h. die Übertragung des Phosphatrestes auf die 2’-Hydroxyl-

Gruppe der Ribose, entstehen als Intermediate 2’,3’-zyklische Phosphate am 3’-

Terminus des RNA-Moleküls (Irie, 1997). Die Spaltung erfolgt optimal unter sauren 

pH-Bedingungen. Endprodukte bei langer Inkubation sind Mononukleotide, so dass 

keine Basenspezifität der Spaltung vorliegt. Das bedeutet auch, dass die meisten Enzy-

me alle 16 möglichen Dinukleosidphosphate (XpY, 3’→ 5’), die als artifizielle Substra-

te eingesetzt wurden, umsetzen konnten (Irie und Ohgi, 1998). Obwohl die Spaltung 

von Homopolynukleotiden (polyN) ebenfalls zur Bestimmung der Basenspezifität he-

rangezogen wird, sind die gewonnenen Aussagen durch Löslichkeitsunterschiede der 

Substrate wahrscheinlich begrenzt (Ohgi et al., 1997).  

 Aus den unterschiedlichen Umsatzraten der XpY-Substrate wurden jedoch Ba-

senpräferenzen festgestellt wie die Adeninpräferenz der pilzlichen T2-Typ RNasen 

(Übersicht: Deshpande und Shankar, 2002). Die Samen-spezifischen RNasen Cusavitin 

aus Cucumis sativus und Melosin aus Cucumis melo spalten Homopolynukleotide mit 

Cytosin-Präferenz (Rojo et al., 1994a; 1994b). Die RNaseMC1 aus M. charantia nimmt 

bislang eine Ausnahmestellung ein, da sie überwiegend NpU (N = A,G,U oder C) spal-

tet und die Uracil-Spezifität von der am 3’-Ende lokalisierten Base (B2-Stelle) be-

stimmt wird (Nakagawa et al., 1999; Numata et al., 2001). 

 Enzymatische Untersuchungen der RNasenLE, LX und LV3 mit Dinukleo-

sidphosphaten als Substrat ergaben eine Guanin-Präferenz der Enzyme aus Tomate, 

während die Hydrolyserate von Homopolynukleotiden die Reihenfolge polyU > polyI > 

polyA > polyC hatte (Übersicht: Abel und Köck, 2001). Aus Struktur-Funktions-

untersuchungen der RNaseRh war bekannt, dass die Basenbindungsstelle B1 von 

Trp49, Tyr57 und Asp51 gebildet wird und Asp51 für die Adenin-Präferenz der RNa-

seRh eine besondere Rolle spielt (Ohgi et al., 1993). In der RNaseLE sind Trp42 und 

                                                 
3  Das von Abel und Glund (1986; 1987) charakterisierte Enzym wird hier als RNaseLV bezeichnet. Es 

ist identisch mit LV3 (Löffler et al., 1992).   



 15

Tyr50 konserviert, während Asp51 (Rh) mit Asn44 (LE) ersetzt ist, so dass die RNase-

LE gerade im Hinblick auf diese Eigenschaft ein gutes Modell darstellte.  

 Um zu untersuchen, welchen Anteil Asn44 an der Basenerkennung und Präfe-

renz der RNaseLE hat, wurde die Position in Asp44 mutiert. Rekombinante RNaseLE 

und die Mutante N44D wurden heterolog in S. cerevisiae exprimiert. In Zusammenar-

beit mit der Arbeitsgruppe von M. Irie konnte gezeigt werden, dass die Spaltungseigen-

schaften der rekombinanten RNaseLE mit denen des gereinigten Enzyms aus Tomate 

übereinstimmen und Guanin-Präferenz vorliegt. Auf der Basis kinetischer Untersu-

chungen mit Dinukleosidphosphaten ist für die Mutante N44D eine klare Verschiebung 

der Basenpräferenz von Guanin zu Adenin zu beobachten. Das lässt auf eine ähnlich 

wichtige Rolle von Asn44 in der Basenerkennung der RNaseLE wie für Asp51 in RNa-

seRh schließen (Ohgi et al., 1997). Die Analyse der Kristallstruktur der RNaseLE bes-

tätigte die Beteiligung der Aminosäure Asn44 an der Basenerkennung (Tanaka et al., 

2000). Die Ergebnisse für RNaseLE sind auch für andere RNasen von grundlegender 

Bedeutung, da Asn44 auch in RNaseLX und anderen pflanzlichen RNasen konserviert 

ist.  

 Strukturell basieren die Basenspezifität und damit auch eine Basenpräferenz auf 

der Ausbildung der Substratbindungsstellen B1 und B2. In den Basen-spezifischen En-

zymen RNaseA (Pyrimidin-spezifisch; Richards und Wyckoff, 1971) und RNaseT1 

(Guanin-spezifisch; Heinemann und Sänger, 1982)4 sind dichte Wasserstoffbrücken-

bindungen und Seitenketten aromatischer Aminosäuren für die Basenerkennung ver-

antwortlich und bestimmen die Spezifität. Demgegenüber ist an der B1-Stelle im akti-

ven Zentrum der RNaseLE ein Cluster von hydrophoben Resten zu finden, welches die 

Unspezifität der RNaseLE bedingt (Tanaka et al., 2000).  

                                                 
4  Die RNase T1 Familie (EC 3.1 27.3.) und die RNase A Familie (EC 3.1.27.5) sind ebenfalls  Endo-

nukleasen, die 3’-Phosphomonoester freisetzen.  
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4 Intrazelluläre Lokalisierung und Rolle der RNaseLX während der 
 Pflanzenentwicklung  
 

4.1  Allgemeine Aspekte 

 

Durch die Analyse von Vakuoleninhalten wurde gezeigt, dass RNA-spaltende Enzym-

aktivitäten zur Grundausstattung lytischer Vakuolen gehören (Boller, 1982; Boller und 

Wiemken, 1986). Obwohl die hochaktiven T2-Typ RNasen mit breiter Substratspezifi-

tät von den produzierenden Zellen in den sekretorischen Weg abgegeben werden, war 

es besonders überraschend, dass die intrazellulär exprimierte RNaseLX in hoch gerei-

nigten Vakuolenpräparationen nicht nachgewiesen werden konnte (Löffler et al., 1992; 

Abel und Köck, 2001). Der intrazelluläre Verbleib der RNaseLX im Endomembran-

system sollte bestimmt werden, da wir davon wichtige Hinweise auf die Funktion die-

ser RNase und ihre Rolle in der Pflanze erwarteten.  

 Das sekretorische Endomembransystem bildet die Grundlage der Kompartimen-

tierung der meisten Komponenten eukaryontischer Zellen und ist Teil wichtiger biosyn-

thetischer Wege für Proteine, Lipide und Kohlenhydrate. Strukturell umfasst der sekre-

torische Weg in Pflanzenzellen neben der Kernhüllmembran, das endoplasmatische Re-

tikulum (ER), den Golgi-Apparat, das prävakuoläre Kompartiment, die lytische Vakuo-

le, Speichervakuolen, die Plasmamembran und eine große Zahl von Transportvesikeln 

(Pimpl und Denecke, 2002). Der vesikuläre Transport führt zu einer hohen Dynamik im 

sekretorischen System und ist von Abschnürung bzw. Verschmelzung verschiedener 

Membrankomponenten gekennzeichnet. Für den Übertritt in das ER besitzen kernko-

dierte Proteine grundsätzlich ein N-terminales, hydrophobes Signalpeptid. ER-residente 

Proteine tragen hochspezifische C-terminale Tetrapeptide (Pelham, 1989). Auch alle 

weiteren Transport- und Sortierungssignale löslicher Pflanzenproteine für den Trans-

port über den Golgi-Apparat hinaus werden von der Primärsequenz kodiert. Proteine 

mit einem vakuolären Zielort besitzen N- oder C-terminale Propeptide, die abgespalten 

werden, oder interne, sequenzspezifische Peptide. Proteintransport in die verschiedenen 

Vakuolentypen ist ein aktiver, sättigbarer Sortierungsprozeß, der von Rezeptoren wie z. 

B. BP-80 und Vesikeltransport vermittelt wird. Proteine ohne Sortierungssignale oder 

mit funktionell inaktiven oder deletierten Signalen werden über so genannten ‚Massen-

transport’ (‚bulk flow‘) aus Zellen sekretiert. Neueste Untersuchungen belegen, dass in 
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Pflanzen funktionell und strukturell verschiedene Vakuolentypen in einer Zelle koe-

xistieren können (Paris et al., 1996; Neuhaus und Rogers, 1998; Vitale und Denecke, 

1999; Robinson und Rogers, 2000; Philipson et al., 2001; Vitale und Galili, 2001; Paris 

und Neuhaus, 2002). 

 

 

4.2  Biochemische und immunzytochemische Lokalisation der RNaseLX im 
 Endomembransytem der Zelle 
 

Die folgenden Versuche hatten das Ziel, die subzelluläre Lokalisation der RNaseLX 

durch Zellfraktionierungsexperimente, immunologische Nachweise und mikroskopi-

sche Analysen zu bestimmen. Für die Immunnachweise wurden polyklonale anti-

RNaseLX Antikörper in Kaninchen produziert. Als Antigen diente ein rekombinantes, 

verkürztes RNaseLX-Protein (C-terminaler Teil, ca. 14 kDa). Als experimentelles Sys-

tem für die Lokalisierungsexperimente wurden phosphatverarmte Tomaten-

Zellsuspensionskulturen gewählt, die ein homogenes Zellmaterial mit hoher RNaseLX-

Expression darstellen (Lehmann et al., 2001). Nach Isolierung in einem Saccharose-

Stufengradienten wurde ein kontinuierlicher Saccharose-Dichtegradient zur Auftren-

nung der mikrosomalen Fraktion in ER und Golgi angeschlossen. Die Gradientfraktio-

nen wurden sowohl mit enzymatischen als auch mit immunologischen Markern kon-

trolliert. RNaseLX kolokalisierte mit den ER-Markern NADH-abhängige Cytochrom 

C-Reduktase und BiP. Ein weiterer Beweis für die ER-Lokalisation der RNaseLX wur-

de mit ‚ER-Shift’-Experimenten erbracht. Sie zeigen, dass bei Veränderung der ER-

Dichte durch Ablösung der Ribosomen vom rauhen ER mittels Zusatz von EDTA die 

Kolokalisation von RNaseLX und BiP nach Dichtegradienten-Zonenzentrifugation er-

halten bleibt. Der immunzytochemische Nachweis von RNaseLX im ER von Pi-

Mangel-induzierten Zellen sowie die Kolokalsation mit BiP und dem ER-Marker Rho-

damin B bestätigten unabhängig die Lokalisation der RNaseLX im ER (Lehmann et al., 

2001).   

 

 



 18

4.3  Das Peptid HDEF – ein neuartiges ER-Retentionssignal  

 

ER-Retention von Proteinen ist ein hoch konservierter, Rezeptor-abhängiger Sortie-

rungsprozess und wird in eukaryontischen Zellen über die C-terminalen Peptide KDEL 

oder HDEL vermittelt. Aus dem Vergleich der Primärsequenzen von T2-Typ RNasen 

wurde sichtbar, dass RNaseLX einen unikalen C-Terminus von 9 Aminosäuren auf-

weist. Zudem besaßen die letzten vier Aminosäuren der RNaseLX (HDEF) eine be-

merkenswerte Ähnlichkeit zu bekannten ER-Retentionssignalen (Köck et al., 1995). 

Obwohl verschiedene Varianten der Retentionssignale K/HDEL in Pflanzen getestet 

worden waren, gab es keine Untersuchungen zum Peptid HDEF (Vitale et al., 1993).  

 

Targeting  im eukaryontischen Modellsystem Saccharomyces cerevisiae 

Um die Lokalisationsstudien zu untermauern, sollte das für die ER-Lokalisation ver-

antwortliche Signal eindeutig identifiziert und seine Funktionalität als notwendiges und 

hinreichendes Sortierungssignal nachgewiesen werden. Ein Signal ist notwendig, wenn 

beim Fehlen die ER-Retention unterbleibt und das Protein sekretiert wird. Andererseits 

ist ein Signal hinreichend, wenn das gleiche Peptid die ER-Retention eines sonst va-

kuolären oder sekretierten Proteins vermittelt. Entsprechende Versuche wurden zuerst 

mit der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae durchgeführt, die ein Modellobjekt für 

die molekulare Analyse des Endomembrantransports darstellt. Wie in Tomaten-

Zellsuspensionskulturen wird das rekombinante RNaseLX-Protein in Hefe intrazellulär 

gefunden und kolokalisiert mit dem ER-Marker SEC61 (Kaletta et al., 1998). C-

terminal verkürzte LX-Proteine ohne das unikale Nonapeptid (RNaseLXΔ9; 

ΔSTNDDHDEF) oder das vermutete ER-Retentionssignal (RNaseLXΔ4; ΔHDEF) 

werden sekretiert. Um die Fähigkeit der beiden Peptidmotive zur ER-Retention von 

Fremdproteinen zu testen, wurden in einem zweiten Schritt chimäre Gene auf der 

Grundlage der für die vakuoläre Chitinase FB7-1 aus Tabak  kodierenden Sequenz her-

gestellt. Die Chitinase stellt ein für die Untersuchungen geeignetes Reporterprotein für 

S. cerevisiae dar. Kunze et al. (1998) hatten bereits gezeigt, dass FB7-1 in Hefe korrekt 

prozessiert wird und nach Abspaltung des C-terminalen, vakuolären Targetingpeptides 

(VTP, 7 Aminosäuren) auch in Hefevakuolen akkumuliert, während das Fehlen des 

VTP im Konstrukt Chitinase FB7-1ΔVTP zur Sekretion führte. In Zusammenarbeit mit 

der Arbeitsgruppe Kunze (IPK Gatersleben) konnte gezeigt werden, dass die C-
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terminale Verlängerung von FB7-1ΔVTP mit den RNaseLX-Peptiden STNDDHDEF 

bzw. HDEF zu einer vollständigen Retention der chimären Proteine in Hefezellen führt 

(vgl. schematische Übersicht der Konstrukte in Kaletta et al., 1998, Abb. 1). Nachfol-

gende Fraktionierungsexperimente bewiesen zudem die Akkumulation der Chitinase im 

ER. Zusammenfassend können wir feststellen (Kaletta et al., 1998):  

− Das HDEF-Peptid ist ein funktionelles (notwendiges und hinreichendes) ER-

Retentionssignal in Hefe. 

− Das zusätzliche Peptid STNDD am C-Terminus der RNaseLX ist für diese Funkti-

on nicht notwendig.  

 

Nachweis des Targetings  im pflanzlichen System  

Nach den erfolgreichen Versuchen mit dem heterologen Hefe-System und der bioche-

mischen und immunzytochemischen ER-Lokalisierung der RNaseLX (Kap. 4.2) wurde 

in einem weiteren Schritt das neuartige ER-Retentionssignal auch in Pflanzen getestet, 

da trotz vieler Gemeinsamkeiten im sekretorischen Weg im Einzelfall auch unter-

schiedliche Sortierungsprozesse für Proteine beobachtet wurden (Bassham und Raikhel, 

2000a; 2000b). Als experimentelles System dienten stabil transformierte Tabakpflanzen 

mit 2S Albumin als Reporterprotein (Lehmann et al., 2001). 2S Albumin ist ein Sa-

menprotein der Paranuss (Bertholletia excelsa), das in Speichervakuolen abgelagert 

wird. Da Tabakpflanzen keine ähnlichen Proteine enthalten, waren die chimären 2S Al-

bumin-Proteine in den Fraktionierungsexperimenten eindeutig mit spezifischen Anti-

körpern detektierbar. Die Untersuchungen bauten auf Ergebnissen von Saalbach et al. 

(1996) auf, die bereits gezeigt hatten, dass rekombinantes 2S Albumin in Tabakpflan-

zen korrekt prozessiert und in die Vakuolen von Tabakmesophyllzellen transportiert 

wird, während das C-terminal um vier Aminosäuren verkürzte Protein 2SΔIAGF sekre-

tiert wird. Wie in Lehmann et al. (2001) dargestellt, wurden die Oligonukleotide für die 

Peptide STNDDHDEF und HDEF sowohl an die vollständige cDNA des 2S Albumin 

als auch das verkürzte Konstrukt 2SΔIAGF fusioniert. Mit den Kontrollen 2S und 

2SΔIAGF wurden insgesamt 6 verschiedene Genkonstrukte unter der Kontrolle des 

CaMV 35S-Promotors hergestellt (vgl. Abb. 5 in Lehmann et al., 2001), in binäre Vek-

toren kloniert und zur Transformation von Tabak-Blattscheiben mit Agrobacterium tu-

mefaciens genutzt. Transgene Regenerate wurden mit dem Antikörper auf konstitutive 
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Albuminexpression getestet und ausgewählte Linien für die biochemischen Analysen 

verwendet. Während die Kontrollen die erwartete Lokalisierung in Vakuolen (2S) bzw. 

extrazelluläre Proteinakkumulation (2SΔIAGF) aufwiesen, wurden alle Reporterkon-

strukte mit dem Retentionssignal HDEF ausschließlich in der mikrosomalen Fraktion 

gefunden. ER-Shift-Experimente, analog zu den in Kap. 4.2  für die Tomatenzellkultu-

ren dargestellten, und die Kolokalisation mit BiP bewiesen, dass das Peptidmotiv 

HDEF auch in Pflanzen ein voll funktionsfähiges ER-Retentionssignal ist (Lehmann et 

al., 2001). 

 

 

4.4  Zellspezifische Expression während der Pflanzenentwicklung und Funktion 
 während pflanzlicher Zelltod-Prozesse 
 

RNaseLX ist nicht in den ‚normalen’, in den Zellen ablaufenden RNA-Stoffwechsel 

involviert und wird nicht konstitutiv exprimiert. Um Hinweise auf eine Funktion der 

RNaseLX zu erhalten, wurden Pflanzenorgane, Gewebe und Entwicklungsstadien von 

Tomatenpflanzen auf RNaseLX Expression getestet sowie abiotische und biotische 

Stressfaktoren einbezogen. Neben der Bestimmung des RNase-Aktivitätsprofils (Abel 

und Köck, 2001) wurden Northern- und Westernanalysen durchgeführt und die räumli-

che Verteilung der GUS-Aktivität in transgenen Reporterpflanzen herangezogen. 

 RNaseLX-Transkript- und Proteinakkumulation erfolgt sowohl in seneszieren-

den Blättern und Blüten sowie im Endosperm keimender Samen (Lehmann et al., 2001; 

Stenzel et al., 2003b). RNaseLX wurde immunzytochemisch ausschließlich in sich 

entwickelnden Tracheenelementen nachgewiesen, die bereits sekundäre Zellwände 

ausgebildet haben (Lehmann et al., 2001). Außerdem wurde hohe Promotoraktivität in 

Abszissionszonen von Kotyledonen und Blättern gefunden, wenn Tomatenpflanzen 

Phosphatmangel ausgesetzt wurden sowie im Griffel der Blüte und im Leitgewebe rei-

fender Früchte (Köck et al., 2006). Mit diesen Ergebnissen in Übereinstimmung stehen 

die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Amnon Lers, die ebenfalls eine Seneszenz-

abhängige Erhöhung der Transkriptlevel der RNaseLX  (Lers et al., 1998) sowie eine 

Proteinakkumulation bei normaler und Ethylen-induzierter Seneszenz und in Abszissi-

onszonen nachweisen können (Lers et al., 2006). Damit korreliert wiederum, dass der 

RNaseLX-Promotor eine Sequenz mit Homologie zu einem cis-Element für Ethylen-
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abhhängige Expression enthält (Köck et al., 2006). Obwohl diese Ergebnisse einen ers-

ten Hinweis auf hormonelle Kontrolle geben, ist offen, wie die differentielle Expression 

der RNaseLX in den unterschiedlichen Entwicklungsprozessen reguliert wird. Die Xy-

lembildung beispielsweise ist abhängig von Auxin-, Cytokinin- und Brassinosteroid-

wirkung und kann im in vitro-Modell als Transdifferenzierung von Zinnia elegans-

Mesophyllzellen in Tracheenelemente untersucht werden (Fukuda, 2004). In diesem 

System wird die RNaseLX-homologe RNase ZRNaseI ebenfalls erst nach Bildung der 

sekundären Wände im letzten Stadium des Differenzierungsprozesses (Phase 3) expri-

miert (Ye und Droste, 1996).  

 Seneszenz, Keimung, Xylemdifferenzierung und Abszission sind pflanzliche 

Differenzierungsprozesse, bei denen programmierter Zelltod (PCD) in ganzen Organen, 

Geweben oder nur in bestimmten Zelltypen auftritt (Greenberg, 1996; Pennell und 

Lamb, 1997; van Doorn und Stead, 1997; González-Carranza et al., 1998; Fukuda, 

2000; Lam et al., 2000; Quirino et al., 2000). Funktionell werden für den programmier-

ten Zelltod in Pflanzen inzwischen Autophagie-vermittelte Prozesse im Gegensatz zur 

Apoptose favorisiert (Thompson und Vierstra, 2005; van Doorn und Woltering, 2005). 

Van Doorn und Woltering (2005) unterscheiden auf morphologischer Ebene vier PCD-

Typen. In drei Typen haben das Endomembransystem und im Besonderen die Vakuo-

len eine zentrale Stellung. Die zeitliche und räumliche Abfolge der Autophagie in den 

Zellen, ihr Umfang, das Auftreten der Vakuolenlyse, die Zerstörung von Plasma-

membranen und Zellwänden differieren und sind vom betrachteten PCD-Prozess und 

seiner Rolle in der Pflanzenentwicklung, dem Zelltyp und auch der Pflanzenart abhän-

gig (Marty, 1999; Obara et al., 2001; van Doorn und Woltering, 2005). 

 RNaseLX ist die einzige T2-Typ RNase, deren Expression in mehreren zell- 

und gewebespezifischen PCD-Prozessen nachgewiesen wurde. Das weist zugleich dar-

auf hin, dass in den genannten Prozessen der gleiche zelluläre Sortierungsmechanismus 

für diese RNase benutzt wird. Nach unseren Ergebnissen nimmt RNaseLX am Abbau 

der zellulären RNA offensichtlich über einen alternativen Export-Mechanismus ohne 

Golgi-Beteiligung teil. Ausgehend von der entscheidenden Bedeutung des HDEF-

Motivs für das Targeting der RNaseLX kommt die Sequestrierung in einem spezifi-

schen, prävakuolären Kompartiment in Betracht, welches nach Aktivierung (z. B. Azi-

difizierung) die RNase und andere hydrolytische Enzyme kontrolliert in das Zytoplas-
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ma der abzubauenden Zelle abgeben kann. Für die subzelluläre Funktionalisierung 

PCD-involvierter Proteasen wurden ähnliche Transportwege gefunden bzw. subzellulä-

re Kompartimente nachgewiesen:  

− Charakterisierung spezieller KDEL-Vesikel in Kotyledonen während der Keimung, 

die nur bei Vorhandensein des Motivs mit Cystein-Proteinase mit KDEL-Motiv be-

laden werden (Toyooka et al., 2000; Okamoto et al., 2003)  

− Die Bildung selektiver Transportvesikel wird durch Bindung des ‚Cargo’-Moleküls 

an seinen Rezeptor ausgelöst (Paris und Neuhaus, 2002).  

− Seneszierende Kotyledonen von Ricinus communis bilden ER-Vesikel (Ricinoso-

men), die eine Cystein-Proteinase mit KDEL-Motiv sowie BiP und Protein-

Disulfid-Isomerase enthalten. Ricinosomen werden azidifiziert und lösen sich im 

Endstadium des programmierten Zelltodes auf (Schmid et al., 1998; 1999; 2001). 

− Nachweis strukturell unabhängiger, Seneszenz-assoziierter Vakuolen in Zellen mit 

Zentralvakuolen (Otegui et al., 2005).  

 

 RNaseLX ist am Massenabbau von RNA beteiligt (Lehmann et al., 2001). Ka-

tabole Prozesse in seneszierenden Organen (Blätter, Blüten) und im Endosperm wäh-

rend der Keimung dienen dem Nährstoff-Recycling und der Versorgung von ‚Sink’-

Organen bzw. der Versorgung des Keimlings mit Nährstoffen. Andererseits ist bei zell-

spezifischem PCD wie der Xylembildung der Nährstoffgewinn gering, so dass die Rol-

le der RNase hier eher in der Beteiligung an der Ausdifferenzierung des Zelltyps (funk-

tionsfähiges Tracheenelement) zu sehen ist. In RNaseLX-antisense Pflanzen mit stark 

reduzierter RNaseLX-Proteinmenge ist die Blattseneszenz sowie die Abszission der 

Kotyledonen merklich retardiert. Das könnte darauf hindeuten, dass die generelle Inhi-

bierung der Translation oder der Abbau von bestimmten Transkripten für den koordi-

nierten Ablauf der Seneszenz notwendig ist (Lers et al., 2006).   

 Der Abbau von Ribonukleinsäuren stellt Nukleobasen, Zuckerreste und Phos-

phat für den Zellstoffwechsel bereit. Der erste Schritt im Endabbau, die Spaltung ein-

zelsträngiger RNA in Mononukleotide wird dabei von der basenunspezifisch spalten-

den RNaseLX durchgeführt, während akzessorische Enzyme (Phosphodiesterase, 

Nukleotidase, Phosphorylase) den weiteren Nukleotidabbau übernehmen oder die Me-

tabolite in den Wiederverwertungsweg (‚salvage’) eingespeist werden (Wagner und 
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Backer, 1992; Abel et al., 2000; Moffatt und Ashihara, 2002; Zrenner et al., 2006). U-

ridin bzw. Oligonukleotide als Abbauprodukte von rRNA konnten in Vakuolen nach-

gewiesen werden (Leinhos et al., 1986; Abel et al., 1990).  

 Außer RNasen und Proteasen (Beers et al., 2004) wurden auch S1-Typ DNasen 

(Sugiyama et al., 2000) und Lipasen (Graham und Eastmond, 2002) charakterisiert, die 

in den Endabbau von Makromolekülen involviert sind. Es ist durchaus denkbar, dass 

die verschiedenen Enzymklassen räumlich getrennt in Vakuolen und speziellen Orga-

nellen oder Vesikeln akkumulieren und damit der spezifische Abbau zellulärer Kom-

ponenten reguliert werden kann. Das Auftreten der C-terminal verkürzten RNaseLX-

Varianten RNaseLV1 und LV2 könnte ein Indiz für eine unspezifische Wirkung pro-

teolytischer Enzyme sein, die mit RNaseLX während des Endabbaus zumindest zeit-

weise kolokalisieren.  

 

 

5 Untersuchungen zur Funktion der RNaseLE  
 

RNaseLE ist primär ein apoplastisches Protein, das keinen posttranslationalen Verände-

rungen unterliegt (Jost et al., 1991; Köck et al., 1995; Abel und Köck, 2001). Kultivier-

te Tomatenzellen sekretieren das Protein in das Medium. Das Enzym kann auch aus 

dem Interzellularraum von Blättern transgener Tomatenlinien (35S::RNaseLE) isoliert 

werden, die RNaseLE konstitutiv und ektopisch exprimieren (Köck et al., 1999). Da 

andererseits gereinigte Vakuolen aus Zellkulturzellen eine signifikant RNaseLE enthal-

ten, sind auf zellulärer Ebene beide Lokalisationsorte in Betracht zu ziehen.   

 

 

5.1  Gewebespezifische Expression der RNaseLE  
 

Als Methode der Wahl zum Nachweis der gewebe- oder zellspezifischen Expression 

während der normalen Pflanzenentwicklung erwies sich die Analyse transgener Toma-

tenlinien mit dem Reporter β-Glucuronidase unter Kontrolle des RNaseLE-Promotors 

(PromLE::uidA). Überraschenderweise und erstmalig für eine T2-Typ RNase wurde 

Promotoraktivität im Phloem gefunden und die spezifische Expression im Leitgewebe 
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mit histochemischen Analysen von Stängeln, Blattstielen und Wurzelspitzen untermau-

ert. Mittels in situ Hybridisierung wurde nachgewiesen, dass RNaseLE besonders in 

jungen, undifferenzierten Phloemparenchymzellen exprimiert wird, während im ausdif-

ferenzierten Phloem kein Transkript nachgewiesen werden konnte. Dagegen konnte 

RNaseLE-Protein immunzytochemisch in Siebelementen nachgewiesen werden. In Ü-

bereinstimmung mit dem Expressionsort enthält der RNaseLE-Promotor putative cis-

Elemente für Phloem-assoziierte Expression (Köck et al., 2004; Groß, 2005). Trotz die-

ser experimentellen Befunde, kann über eine mögliche Funktion der RNaseLE in der 

Phloemdifferenzierung  während der normalen Pflanzenentwicklung bislang nur speku-

liert werden, da auch transgene antisense-Tomatenpflanzen mit reduzierter RNaseLE-

Expression keine Hinweise auf  beeinträchtigte Zellfunktionen ergaben (Hoffmann, 

2002).  

 Eine Abwehrfunktion des extrazellulär lokalisierten Enzyms innerhalb der un-

spezifischen Pathogenabwehr ist denkbar. Die LE-homologe RNaseNE aus Nicotiana 

alata wird nach Applikation des Elizitors Cryptogein induziert (Galiana et al., 1997). 

Hugot et al. (2002) zeigten, dass die rekombinante und aktive RNaseNE in vitro das 

Hyphenwachstum pathogener Oomyceten hemmte während ein inaktives Protein kei-

nen Effekt hatte. Es wird spekuliert, dass die RNaseNE in die Hyphen aufgenommen 

wird und deren zytoplasmatische RNA zerstört.  

 

 

5.2 Räumliche Verteilung der Expression und Regulation der RNaseLE in der 
 Wundantwort     
 

Unter vielen getesteten, potentiellen Stressfaktoren induziert nur mechanische Verwun-

dung RNaseLE-Expression. Dieses wurde von uns und der Arbeitsgruppe um A. Lers 

mit Northernanalysen nachgewiesen (Lers et al., 1998; Stenzel, 1998). Im Weiteren un-

tersuchten wir die Expression eingehender und bezogen mikroskopische, molekularbio-

logische und biochemische Analysen ein (Groß et al., 2004; Köck et al., 2004; Groß, 

2005). 

 

Die Gewebespezifität der Wundantwort  

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen zur Gewebespezifität der RNaseLE-
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Expression ungestresster Pflanzen wurde deutlich, dass GUS-Aktivität nur im Leitge-

webe verwundeter Blätter von PromLE::uidA-Linien nachweisbar ist (Köck et al., 

2004). Die transkriptionelle Aktivierung des RNaseLE-Promotors steht in Überein-

stimmung mit dem mRNA- und Proteinnachweis für RNaseLE an der Verwundungs-

stelle. Im Vergleich von Blattspreite und Mittelrippe, die die primären Gefäßbündel 

enthält, ist sowohl die RNaseLE mRNA- als auch die mit Westernblotting nachgewie-

sene RNaseLE-Protein-Akkumulation in den Mittelrippen deutlich höher als in den 

verbleibenden Blattteilen. Die Analyse von verletzten Stängelbereichen in unterschied-

licher Entfernung von der Verwundungsstelle durch in-situ Hybridisierung bestätigte, 

dass RNaseLE  (i) nur lokal begrenzt an der Verwundungsstelle und (ii) nur im Leitge-

webe exprimiert wird. Parenchym- und Rindenzellen zeigten keine Expression (Köck et 

al., 2004; Groß, 2005).  

 

Die pflanzliche Wundantwort 

Pflanzen ändern nach mechanischer Verwundung oder Gewebezerstörung durch pflan-

zenfressende Tiere, im Besonderen Insekten, ihre Genexpression dramatisch. Als Kon-

sequenz erhöht sich die Abwehr gegen Fraßfeinde, entsteht ein Wundverschluss bglei-

tet von Wundheilung und eine nachfolgende Infektion mit opportunistischen Pathoge-

nen wird verhindert. Ausdruck dieser komplexen Abwehrstrategien ist die synergisti-

sche und antagonistische Vernetzung meist jasmonatabhängiger Signaltransdukti-

onsketten der Wundantwort und Pathogen-aktivierter Genexpression und ihre Modula-

tion durch Ethylen und Abscisinsäure (ABA) (Felton und Korth, 2000; De Bruxelles 

und Roberts, 2001; León et al., 2001; Wasternack und Hause, 2002; Lorenzo und Sola-

no, 2005).  

Seit dem Bericht von Green und Ryan (1972) über die systemische Wundinduktion von 

Proteinase-Inhibitoren (PIN) ist Lycopersicon esculentum ein Modellobjekt für die Un-

tersuchung der Wundantwort (Ryan, 2000) geworden. Dabei liegen eindeutige Unter-

schiede zur Signaltransduktion in Arabidopsis thaliana vor (León et al., 2001; Lorenzo 

und Solano, 2005). Zentrale Signalmoleküle für die lokale und systemische Wundant-

wort in Tomate sind das Peptid Systemin (Sys)5 und das Oxylipin Jasmonsäure (JA)6 

                                                 
5  Das Systemin aus Lycopersicon besteht aus 18 Aminosäuren [AVQSKPPSKRDPPKMQTD], ist Pro-

lin-reich und ein C-terminales Prozessierungsprodukt des Präkursors Prosystemin mit 200 Aminosäu-
ren (Pearce et al., 1991).  
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(Ryan, 2000; Ryan und Moura, 2002; Wasternack und Hause, 2002). Eine Vielzahl von 

Daten besonders der Arbeitsgruppe um C. Wasternack zeigte, dass ein lokaler, positiver 

Feedback-Mechanismus zur Amplifikation der Wundsignale führt und zur Generierung 

des vermutlich JA-basierten, systemischen Signals (Schilmiller und Howe, 2005). 

Systemin amplifiziert die Synthese von JA durch transkriptionelle Aktivierung von 

Biosyntheseenzymen wie Allenoxidcyclase (AOC) und JA-Akkumulation führt wie-

derum zur Prosystemin-Synthese (Hause et al., 2003; Stenzel et al., 2003a). Die Bio-

synthese sowohl von JA [Parenchym und Geleitzelle-Siebelement-Komplex (Hause et 

al., 2000; Hause et al., 2003)] als auch von Prosystemin [Phloemparenchym (Narváez-

Vásquez und Ryan, 2004)] sind im vaskulären Gewebe lokalisiert. Systemin bindet an 

die LRR-Rezeptorkinase SR160, die auch Brassinosteroid-Wirkungen vermittelt 

(Montoya et al., 2002; Scheer und Ryan, 2002), während für JA kein Rezeptor bekannt 

ist.  

 

Jasmonat- und Systemin-unabhängige Expression nach Verwundung 

Die Begrenzung der wundinduzierten RNaseLE-Expression auf das vaskuläre Gewebe, 

aber vor allem die räumliche Nähe zur Lokalisation von Enzymen der Biosynthese von 

JA und Systemin im Leitgewebe von Tomate warf die Frage nach dem Zusammenhang 

zwischen wundinduzierter RNaseLE-Expression und systemischer Wundantwort auf.  

 Wir verglichen die zeitliche und räumliche RNaseLE-Expression mit der Ex-

pression von Proteinase-Inhibitor PIN2, einem ausgewiesenen, lokal und systemisch 

wundinduzierten Markergen der Tomate (Stenzel et al., 2003a). Die PIN2-Expression 

wurde gleichzeitig genutzt, um die Applikationsbedingungen in den pharmakologi-

schen Experimenten zu kontrollieren. Die Hauptergebnisse lassen sich wie folgt zu-

sammenfassen (Groß et al., 2004; Groß, 2005): 

− Im Gegensatz zu PIN2 wird RNaseLE nur direkt in verwundeten Blättern (lokale 

Wundantwort) aber nicht in benachbarten, unverwundeten Blättern (systemisch) 

exprimiert. RNaseLE gehört zu den spät induzierten Genen. 

− Die wundinduzierte Expression von RNaseLE wird nicht durch Systemin regu-

liert. Systeminapplikation induziert keine RNaseLE-Expression. Die lokale Wund-

                                                                                                                                              
6  Auch andere Oxylipine wie OPDA [cis-(+)-12-oxo-Phytodiensäure] und JA-Metabolite wie JA-Ile-

Konjugat sind in die Wundantwort involviert (Strassner et al., 2002; Schaller et al., 2004; Staswick 
und Tiryaki, 2004).  
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antwort in Form von RNaseLE-Expression ist in der Systemin-Perzeptionsmutante 

spr1 (Li et al., 2003) nicht unterdrückt. Die Blockierung des Systemin-Rezeptors 

durch Vorinkubation mit einem inaktiven Systemin-Analogon7 kann die Induktion 

nach Verwundung ebenfalls nicht verhindern, wohl aber die PIN2-Expression.  

− An der wundinduzierten Expression der RNaseLE sind JA und JA-

Biosynthese nicht beteiligt. Die exogene Applikation von Jasmonsäure-

Methylester oder von Ethyl-indanoyl-Isoleucin-Konjugat, einem funktionellen Co-

ronatin-Analogon (Schüler et al., 2001; 2004), führt weder zur Erhöhung des RNa-

seLE-mRNA-Levels noch zur Promotoraktivierung. Die endogene Erhöhung der 

JA-Konzentration in AOCsense Tomatenlinien oder die unterdrückte JA-Synthese 

in AOCantisense Pflanzen (Stenzel et al., 2003aa) hat keine Auswirkungen auf die 

wundinduzierte Transkriptakkumulation sowie die RNaseLE-Aktivität im Ver-

gleich zum Wildtyp. 

− Weitere getestete Effektoren der Wundantwort in Tomate wie Oligogalakturonide, 

Chitosan, ABA, Ethylen und Salizylsäure ergaben keine Hinweise auf eine Beteili-

gung an der induzierten Expression der RNaseLE bei mechanischer Verwundung.  

 

 Mit der Identifizierung von Signaltransduktionsmutanten in Tomate wurde deut-

lich, dass in Bezug auf die Regulation zwei Gruppen wundinduzierter Gene unterschie-

den werden müssen. Das sind einerseits klassische Abwehrgene wie Polyphenoloxida-

se, Proteinase-Inihibitoren, Leucin-Aminopeptidase, Arginase, Threonin-Deaminase 

mit lokal/systemischer, Systemin/JA-abhängiger Aktivierung (Ryan, 2000; Chen et al., 

2005) und andererseits lokal und systemisch aktivierte Gene mit JA-unabhängiger Re-

gulation wie die Glukosyltransferase Tw1, LipoxygenaseD; Allenoxidsynthase1 und 

wundinduzierte Proteinkinase (O'Donnell et al., 1998; Howe et al., 2000; Lee und Ho-

we, 2003). 

 Nach unseren Analysen ist RNaseLE der Prototyp einer dritten Gruppe von Ge-

nen in Tomate, die nach mechanischer Verwundung ausschließlich lokal und unabhän-

gig vom Systemin/JA-Weg der Wundantwort reguliert werden (Groß et al., 2004). 

cDNA-Microarray-Daten zur späten bzw. lokalen Expression der RNaseLE unterstüt-

zen diese Ergebnisse (Frick und Schaller, 2002; Strassner et al., 2002). Die Tabak-

                                                 
7  Das inaktive Analogon Systemin-17 hat den Aminosäure-Austausch T17A (Dombrowski et al., 1999). 



 28

Peroxidase tpoxN1 mit einer lokalen, JA-unabhängigen Expression im verwundeten, 

vaskulären Gewebe gehört zu den wenigen, aus Solanaceen bekannten Genen mit ver-

gleichbarem Expressionsmuster (Hiraga et al., 2000; Sasaki et al., 2002). Die RNase-

LE-homologe AtRNS1 wird unabhängig von den alternativen JA- und OGA-

Signaltransduktionswegen in A. thaliana systemisch aktiviert (LeBrasseur et al., 2002). 

Neuere Microarray-Daten ordnen sie jedoch ebenfalls der lokalen Wundantwort zu 

(Delessert et al., 2004). Für andere wundinduzierte T2-Typ RNasen wie ZRNaseII oder 

RNaseNW liegen keine Untersuchungen zur Regulation oder räumlichen Verteilung 

der Expression vor. Welche Faktoren die Expression dieser lokal wundinduzierten Ge-

ne aktivieren ist noch nicht untersucht worden.  

 Die Gene der lokalen Wundantwort werden spät exprimiert und sind funktionell 

bevorzugt in Wundverschluss und Wundheilung wie die Wundphloembildung invol-

viert (Delessert et al., 2004). So kommt ein extrazellulärer RNA-Abbau durch das 

sekretierte Enzym und die zelluläre Wiederverwertung der Metabolite ebenso in Be-

tracht wie eine Rolle in der unspezifischen Pathogenabwehr an der Verwundungsstelle, 

dem potentiellen Eintrittsort für pathogene Organismen (vgl. 5.1). Der Nachweis von 

GUS-Reporteraktivität in der Wurzelrinde beim Durchbruch von Seitenwurzeln und an 

der Mikropyle, der Austrittsstelle der Radikula im keimenden Samen, könnte auf eine 

vergleichbare Rolle während der Pflanzenentwicklung hinweisen (Köck, unveröffent-

lichte Daten).  

 

 

6 Die Expression von T2-Typ RNasen als Teil der Phosphatmangel-
 Antwort von Pflanzen 
 
Der zelluläre Metabolismus ist abhängig von anorganischem Phosphat (Pi). Es ist Re-

aktionsteilnehmer, allosterischer Effektor sowie Substrat und regulatorischer Faktor in 

Proteinmodifikationen. Phosphatmangel induziert die Neusynthese der RNaseLE und 

RNaseLX in Tomaten-Zellkulturen (Nürnberger et al., 1990; Löffler et al., 1992). Diese 

Tatsache wurde ausgenutzt, um die Proteine zur Reinigung anzureichern (Übersicht in 

Abel und Köck, 2001) und die zellbiologischen Experimente zur Lokalisierung der 

RNaseLX durchzuführen (vgl. Kap. 4.2). Die Erhöhung bzw Repression der 

Transkriptlevel nach Wechsel der exogenen Phosphatversorgung [+Pi → -Pi] bzw. [-Pi 
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→ +Pi] und die hohe Spezifität für Phosphat weisen RNaseLX und RNaseLE als Pi-

Mangel-induzierte Gene (PSI-Gene) aus (Köck et al., 1995; 1998; 2006). Auch S-like 

RNasen von Arabidopsis thaliana (Taylor et al., 1993; Bariola et al., 1994), Nicotiana 

alata (Dodds et al., 1996) und Antirrhinum sp. (Liang et al., 2002) sind durch Pi-

Mangel induzierbar. Es stellte sich deshalb die Frage nach der Rolle der RNasen bei 

Nährstofflimitation. Trotz der Eignung von Zellkulturen zur Untersuchung der Pi-

Mangel-Regulation auf zellulärer Ebene (siehe 6.1), kann die Frage der zeitlichen und 

räumlichen Verteilung der Expression und die Rolle der RNasen unter diesen Bedin-

gungen nur direkt in Tomatenpflanzen analysiert werden. Sie haben die morphologi-

sche und physiologische Komplexität einer höheren Pflanze und die Genexpression ist 

ein integriertes System von Aufnahme, intrazellulärer Verteilung, Transport, Speiche-

rung und Phosphatmobilisierung (Mimura, 1999; Raghothama, 1999). Pi-Mangel führt 

besonders im Wurzelbereich zu typischen Veränderungen (Wurzel-Spross-Verhältnis, 

Wurzelarchitektur, Wurzelhaare, Proteoidwurzeln, Mykorrhizierung), deren molekulare 

Grundlagen noch weitgehend unbekannt sind (Lynch, 1995; Harrison, 1999; Rag-

hothama, 1999; López-Bucio et al., 2003; Vance et al., 2003; Ticconi und Abel, 2004). 

 

 

6.1 Zellautonome Signaltransduktion von PSI-Genen  
 

Die direkte Signalfunktion von anorganischem Phosphat bei Pi-Mangel wird aufgrund 

seiner ubiquitären Beteiligung im Stoffwechsel allseits ausgeschlossen. Andererseits 

lässt sich aus der spezifischen molekularen Pi-Mangel-Antwort ableiten, dass es zellu-

läre Mechanismen geben muß, die den Phosphatspiegel und -bedarf ‚registrieren’ 

(‚Phosphate sensing’) und die Regulation auf transkriptioneller und posttranskriptionel-

ler Ebene steuern. Intrazellulär wird die Phosphathomöostase durch die physische 

Kompartimentierung der Zelle (Vakuole, Apoplast, Kern, Organellen), den Membran-

transport und die chemische Phosphatform bestimmt (Schachtman et al., 1998).  

 Es stellte sich die Frage, wo das ‚Phosphate sensing’ stattfindet. Neben der 

Möglichkeit eines extrazellulären Sensors kommt auch eine intrazelluläre Detektion des 

erniedrigten Phosphatspiegels bei Nährstoffmangel in Betracht. Wir nutzten das Toma-

ten-Zellkultursystem  und die transkriptionelle Aktivierung der RNasen als Detektions-

system. Dabei wurde die Tatsache ausgenutzt, dass sich die intrazelluläre Phosphatkon-
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zentration der Zellkulturzellen durch die Applikation nicht metabolisierbarer Zucker 

modulieren läßt (Goldworthy und Street, 1965; Loughman, 1966; Loughman et al., 

1989; Jang und Sheen, 1994). Nach Aufnahme in die Zellen werden D-Mannose, 2-

Deoxy-D-Glukose, D-Galaktose oder Glyzerol von Kinasen mit breitem Substratspekt-

rum (z. B. Hexokinase) phosphoryliert. Da die phosphorylierten Substanzen nicht oder 

nur sehr gering metabolisiert werden können, bleibt das Phosphat festgelegt und es 

kommt zum Abfall der intrazellulären Phosphatkonzentration. Mit diesem Versuchsan-

satz konnten wir folgende Sachverhalte nachweisen (Köck et al., 1998; Stenzel, 1998):  

− das Sensing des Phosphatspiegels erfolgt innerhalb der Zellen, da eine Absenkung 

des intrazellulären Pi-Spiegels trotz normaler Phosphatkonzentration im Medium 

die Expression von PSI-Genen (RNaseLE, RNaseLX, Phosphatase LePS2) auslöst, 

− die zeitabhängige Induktion auf Transkriptebene ist mit der Induktion bei exoge-

nem Pi-Mangel vergleichbar ist.  

  

 Aus diesen Experimenten schließen wir, dass die Pi-Mangel-induzierte Expres-

sion dieser PSI-Gene zellautonom erfolgt. Die Transkriptakkumulation der PSI-Gene 

ist im Vergleich zu exogenem Pi-Mangel nur transient und läßt sich auf die Wiederher-

stellung der cytoplasmatischen Phosphathomöostase zurückführen. Anteil daran haben 

wahrscheinlich sowohl eine höhere Phosphataufnahme an der Plasmamembran durch 

die Induktion hochaffiner Phosphattransporter (Liu et al., 1998; Danova-Alt und Köck, 

unveröffentlicht) als auch die Freisetzung von Phosphat aus dem vakuolären Pool.  

 

 

6.2 Transkriptionelle Regulation und Gewebespezifität der RNaseLX 

 

Die Expression der RNasen während der Keimung (Endosperm, Phloem) erfolgt bei 

gleichzeitiger Mobilisierung der endogenen Phosphatspeicher des Samens8 und kann 

nicht durch exogene Pi-Zugabe beeinflusst werden. In dieser Phase ist deshalb von ei-

ner entwicklungsabhängigen, aber Pi-Mangel-unabhängigen Regulation auszugehen 

(Bosse und Köck, 1998; Altmann, 1999; Stenzel et al., 2003b). Bei andauerndem Pi-
                                                 
8   Die Hauptspeicher im Samen sind Phytine, die Ca2+- und Mg2+-Salze der Phytinsäure. In Phytinsäure, 

dem Hexaphosphorsäureester des Zuckeralkohols myo-Inositol ist jede OH-Gruppe mit Phosphorsäure 
verestert. Der Abbau erfolgt durch spezielle Phosphohydrolasen, die Phytasen  (Brinch-Pedersen et 
al., 2002). 
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Mangel werden beide RNase-Transkripte in Tomatenpflanzen induziert, die RNaseLX 

in allen Pflanzenteilen, die RNaseLE vor allem in der Wurzel (Köck et al., 2006). Mit 

GUS-Reporterlinien wurde für die RNaseLX eine gewebespezifische Expression in den 

Wurzelspitzen von Primär-, Lateral- und Adventivwurzeln Pi-verarmter Pflanzen nach-

gewiesen. Sowohl das Protein als auch die RNase-Aktivität akkumulieren bei Pi-

Mangel in den Wurzelspitzen. 

 Funktionell von großem Interesse ist die Lokalisation der Promotoraktivität in 

den Epidermiszellen der meristematischen und Elongationszone (Köck et al., 2006). 

Zieht man die Expression der RNaseLX während der Seneszenz und der Keimung (sie-

he Kap. 4) in Betracht, sind funktionelle Parallelen unverkennbar: Lokal begrenzt auf 

die Wurzelspitze, ist RNaseLX bei Pi-Mangel an der Mobilisierung von Phosphat be-

teiligt ist. Nukleinsäuren, besonders zelluläre RNAs, sind eine ergiebige Phosphatquel-

le und enthalten ein Drittel des organisch gebundenen Phosphates, neben Phospholipi-

den und kleinen Metaboliten. In Übereinstimmung damit werden verschiedene intra- 

und extrazelluläre Phosphohydrolasen durch Pi-Mangel in Tomate induziert (Bosse und 

Köck, 1998; Abel et al., 2000; Stenzel et al., 2003bb; Bozzo et al., 2006), während Ge-

ne anderer Wege reprimiert werden (Ziethe et al., 1998; Franco-Zorrilla et al., 2004; 

Ticconi und Abel, 2004 und Literatur darin). 

 Eine ähnliche räumliche Verteilung der Expression von anderen PSI-Genen (Pi-

Transporter, Phosphatasen, Riboregulatoren) ist nicht bekannt, obwohl Reaktionen zur 

Aufrechterhaltung der zellulären Phosphat-Homöostase bei inadäquater Pi-Versorgung 

nachgewiesen wurden. Zu ihnen zählen (i) die Aktivierung alternativer Stoffwechsel-

wege, die Pi- und Adenylat-verbrauchende Reaktionen überbrücken (Plaxton und 

Carswell, 1999), (ii) das Recycling von phosphorylierten Metaboliten des Stärke- bzw. 

Anthozyanstoffwechsels und die Akkumulation von Stärke und Anthozyanen (Ticconi 

und Abel, 2004), (iii) der Ersatz von Phospholipiden mit Galacto- und Sulfolipiden, vor 

allem in Plasma- und Tonoplastenmembranen, und die Expression der entsprechenden 

Enzyme bei Pi-Mangel (Literatur in Frentzen, 2004; Andersson et al., 2005; Benning 

und Ohta, 2005). 

 Im Unterschied zur Lateral- und Adventivwurzelentwicklung selbst ist die Pi-

abhängige Expression der RNaseLX in den Wurzeln unabhängig von Auxin und Ethy-

len und wird auch nicht durch Inhibitoren der Wirkung dieser Hormone (TIBA, AVG) 

moduliert. Deshalb ist eine direkte Beteiligung von RNaseLX an der Ausbildung von 
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Primordien der Lateralwurzeln nicht wahrscheinlich. RNaseLX könnte die lokale Pi-

Versorgung der Wurzelspitze zur Aufrechterhaltung des Wurzelwachstums bei Pi-

Mangel unterstützen, obwohl der direkte Zusammenhang noch zu belegen ist. Tatsäch-

lich zeigen Tomatenpflanzen bei Pi-Mangel eine erhöhte Elongation von Primär- und 

Lateralwurzeln (Köck et al., 2006).  

 Die antisense-Inhibierung der RNasen AtRNS1 und AtRNS2 führt bei Pi-

Mangel zu einer höheren Anthozyan-Akkumulation als in Kontrollenpflanzen. Obwohl 

die Wurzelentwicklung und die Lokalistion der RNasen nicht untersucht wurde, weist 

dieses typische Pi-Mangel-Symptom auf erhöhten Stress und eine verringerte Fähigkeit 

der antisense-Pflanzen zum Pi-Recycling hin (Bariola et al., 1999). 

 Beide RNase-Gene der Tomate werden bei Pi-Mangel transkriptionell aktiviert. 

An der Regulation der RNasen könnte der Myb-Transkriptionsfaktor PHR beteiligt 

sein, da beide Promotoren ein entsprechendes cis-Bindungsmotiv besitzen (Köck et al., 

2006). Trotz offener Fragen würden sich damit erste Hinweise auf einen Signalweg bei 

Pi-Mangel ergeben: Es wird angenommen, dass PHR1 ein ‚Master-Regulator’ für Pi-

Mangel ist (Rubio et al., 2001; Franco-Zorrilla et al., 2004). PHR1 wird konstitutiv 

exprimiert, besitzt Sumoylierungsstellen und ist ein mögliches Target der SUMO E3-

Ligase SIZ1, eines weiteren Modulators der Pi-Mangel-abhängigen Signaltransduktion 

(Miura et al., 2005). Die Transkription eines Subsets von PHR1-regulierten PSI-Genen 

wird von der Ubiquitin-E2-Conjugase PHO2 beeinflusst, die selbst unter der Kontrolle 

der microRNA miR399 steht (Aung et al., 2006; Bari et al., 2006).  

 Obwohl funktionelle Zusammenhänge mit PSI-Genen wie den RNasen nicht 

untersucht wurden, unterstreichen neuere Ergebnisse, dass das Endomembransystem 

über seine Proteintransportfunktion offensichtlich einen wichtigen regulatorischen 

Einfluß auf die Anpassung an Pi-Mangel ausübt: (i) Das Membranprotein AtPHO1 ist 

notwendig für die Phosphattranslokation in das Xylem (Wang et al., 2004). (ii) Der 

korrekte Transport des hochaffinen, durch Pi-Mangel-induzierbaren Phosphattranspor-

ters AtPht1;1 zur Plasmamembran ist von PHF1 (PHOSPHATE FACILITATOR1), 

abhängig, einem ER-residenten Protein (González et al., 2005). (iii) AtPDR2, eine 

ER/Golgi assoziierte P-Typ ATPase, ist notwendig für das Pi-Mangel-abhängige Wur-

zelwachstum von Arabidopsis und möglicherweise in das ‚Phosphate sensing’ an der 

Wurzelspitze involviert (Ticconi et al., 2004; Abel, persönl. Mitteilung).  
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7 Resümee und Ausblick  
 

Die hier zusammengefassten Untersuchungen leisten einen Beitrag zu einem besseren 

Verständnis der Rolle sekretorischer T2-Typ RNasen in Pflanzen. In den Mittelpunkt 

der Analysen wurden zwei aus Zellkulturen von Lycopersicon esculentum isolierte En-

zyme gestellt, die zu Beginn der Arbeiten als einzige RNasen aus Pflanzen enzymatisch 

charakterisiert waren und deren Primärsequenzen vorlagen.  

 Neben der Fortführung enzymologischer Untersuchungen zur Bedeutung be-

stimmter Aminosäurepositionen im aktiven Zentrum der RNasen für die Präferenz der 

Basenspaltung und zur funktionellen Abgrenzung der T2-Typ/S-like RNasen von den 

S-RNasen der Selbstinkompatibilität, lag das Hauptaugenmerk auf molekularbiologi-

schen und zellbiologischen Untersuchungen im homologen Pflanzensystem. Ziel war 

es, möglichst umfangreiche Informationen zu den Genstrukturen, zur subzellulären Lo-

kalisation sowie zur zell- und gewebespezifischen Expression und ihrer Einbindung 

oder den Ausschluss aus bekannten Signaltransduktionswegen zu erlangen, um auf die-

ser Grundlage die physiologische Rolle der T2-Typ RNasen in Pflanzen zu charakteri-

sieren. Spezifische Antikörper, transgene Überexpressions- und Knock-down-Pflanzen, 

Promotor-GUS-Reporterpflanzen, ein induzierbares Zellkultursystem, die heterologen 

Expressionssysteme Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae sowie weitere In-

strumente erlaubten einen direkten Zugang zur funktionellen und regulatorischen Ana-

lyse der Ribonukleasen. 

 Die T2-Typ RNasen von Lycopericon esculentum sind entwicklungsspezifisch 

und stressabhängig exprimierte, Einzelstrang-RNA-spezifische Endonukleasen mit ab-

grenzbaren physiologischen Funktionen der RNaseLE im Phloem und bei Verwundung 

einerseits sowie solcher der RNaseLX im Xylem, Endosperm, bei Phosphatmangel und 

PCD-Prozessen andererseits. Das Vorkommen orthologer Enzyme mit entsprechenden 

Expressionsprofilen in anderen Pflanzenspezies dokumentiert, dass viele dieser Funkti-

onen der T2-Typ RNasen in höheren Pflanzen konserviert sind.  

 Die RNaseLE ist der Prototyp einer Gruppe lokal wundinduzierbarer Gene in 

Lycopersicon esculentum, die nicht der systemischen, Jasmonat-abhängigen Wundant-

wort zuzurechnen sind. Diese Tatsache und die durch genomweite Analysen erfolgte 

Identifizierung ähnlich regulierter Gene unterstreichen die Notwendigkeit zur Charak-
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terisierung alternativer Wege der Wundantwort wie z.B. der auslösenden Signale und 

der Signaltransduktion für lokale Wundheilungsprozesse. Hier bieten sich als ein erster 

Schritt Bioassays zum Screening auf Signalsubstanzen an, in denen z.B. die enzymati-

sche Aktivität der RNaseLE als Reporter genutzt und PromLE::GUS-Pflanzen in die 

Analyse transkriptioneller Genaktivierung einbezogen werden können. Untersuchungen 

mit Mutanten und Ansätze reverser Genetik, deren Auswahl sich auf die wachsende 

Zahl identifizierter Genfunktionen, vertiefter Kenntnis der biochemischen Pathways 

sowie Informationen aus Genexpressionsdatenbanken stützen kann, werden ebenfalls 

zur Aufklärung beitragen. 

 Die hier vorgestellten Arbeiten zur RNaseLX und zum ER-Targetingsignal be-

legen erstmalig, dass intrazelluläre, sekretorische RNasen nicht-vakuolär lokalisiert 

sein können und diese Lokalisation mit einer Funktion in PCD-Prozessen korreliert. 

Mit diesen Ergebnissen konnten bemerkenswerte Parallelen zum zellulären Targeting 

PCD-exprimierter Proteasen aufgezeigt werden. Die Ergebnisse bieten die Grundlage 

für weitere Untersuchungen zur Funktion des Endomembransystems in PCD-Prozessen 

und zur zeitlichen und räumlichen Funktionalisierung der verschiedenen katabolen En-

zyme. Biochemische und mikroskopische Analysenmethoden in Verbindung mit der 

molekularen Markierung von Vesikeltypen, mit Protein-Interaktionsstudien, mit phar-

makologischen Untersuchungen und reverser Genetik können hierfür wichtige Beiträge 

leisten. Der Nachweis der lokalen Expression der RNaseLX in Wurzelspitzen Phos-

phat-limitierter Pflanzen liefert zudem interessante und neuartige Hinweise auf eine 

Beteiligung des Endomembransystems an der Kontrolle des Phosphatstatus der Wur-

zeln. Ansätze mit transgenen Pflanzen und Mutanten, die Nutzung des zellautonomen 

‚Phosphate sensing’ der pflanzlichen Zellkulturen, aber auch die genannten Methoden 

zur Untersuchung der Dynamik des Endomembransystems können hier eine besondere 

Rolle spielen.  
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