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1. Einleitung

Phospholipasen (PLA;, PLA,, PLC und PLD) gehoren zur Enzymklasse der Hydrolasen.
Sie katalysieren die enzymatische Spaltung der Esterbindungen in natirlich
vorkommenden Glycerophospholipiden an verschiedenen Positionen (Abb. 1.1). In der
Natur sind sie weit verbreitet und haben unterschiedliche Funktionen. Manche von ihnen
sind Verdauungsenzyme, wahrend andere wichtige Komponenten von Signal-
wandlungssystemen darstellen. In der Biotechnologie werden einige Phospholipasen als
Biokatalysatoren flir die Gewinnung von Phospholipiden verwendet. Dariiber hinaus
sind sie pradestiniert als Werkzeug zur Untersuchung biologischer Membranen und ihrer

Lipidkomponenten in der Grundlagenforschung.

Abb. 1.1. Wirkungsspezifitat der verschiedenen Phospholipasen.

Innerhalb der Phospholipasen nimmt PLD (EC 3.1.4.4.) eine Sonderstellung ein, da
dieses Enzym neben der von allen Phospholipasen katalysierten Hydrolyse auch eine
Umesterung durchfihren kann. Diese als Transphosphatidylierung bezeichnete
Reaktion wurde in Pflanzen erstmalig von Ferrari und Benson (1961) entdeckt und spielt
insbesondere bei der auch kommerziell angewandten Synthese von Phospholipiden
eine grof3e Rolle (Review in Servi, 1999). Dabei wird der im Verlauf der Enzymkatalyse
gebildete Phosphatidylrest anstelle von Wasser auf einen primaren oder sekundaren
Alkohol Ubertragen (Abb. 1.2)
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Abb. 1.2. Hydrolyse und Transphosphatidylierung von Phospholipiden durch PLD.

R—~CO—O—CH,
\
R~CO—O—CH
\ I
Hzc—o—‘P—ofxl

@)
v
+X2V N RO
R—CO—0—CH, R—CO—0—CH,
\ \
R~CO—O—CH R~CO—O—CH g
\ | \ |
HZCfO—I‘D—O—XZ HZCfO—I‘?’—OH
o o

Waéhrend man fir die Umesterung friher vor allem PLD aus Weil3kohl nutzte, wird heute
industriell meist PLD aus Mikroorganismen, insbesondere Streptomyces species,
verwendet, da ihre Transphosphatidylierungspotenz gegentber der Hydrolyse weitaus
hoher ist als beim Weikohl-Enzym. Jungste Arbeiten zeigten jedoch, daf} der Einsatz
von PLD aus Weil3kohl in einigen Fallen vorteilhaft ist, weil dieses Enzym im Gegensatz
zu den mikrobiellen PLDs eine relativ geringe Substratspezifitat besitzt. So ist es in der
Lage, Alkylphosphatester, die als Cytostatica Bedeutung haben, umzuestern (Aurich et
al., 1997). Es liegt daher nahe, durch gentechnologische Methoden die Transphos-
phatidylierungspotenz der PLD aus Weil3kohl zu erhéhen, um das Enzym fir industrielle
Anwendungen interessanter zu gestalten. Nachteilig wirkten sich jedoch die noch immer
geringen Kenntnisse zur Struktur und zum Mechanismus dieses Enzym aus. Im
Gegensatz zu PLA, und PLC, von denen die Proteinstruktur, die enzymatische Funktion
in vivo und der Katalyse-Mechanismus schon relativ friih aufgeklart werden konnten
(Reviews in Rebecchi und Pentyala, 2000, Six und Dennis, 2000, Ulbrich-Hofmann,
2000), erfolgte der Durchbruch bei der Erforschung der PLD erst vor kurzem. Nachdem
man die Bedeutung dieses Enzyms bei der Signaltransduktion in Tieren und auch in
Pflanzen erkannte, wuchs das Interesse, das Protein zu charakterisieren und seine
Struktur aufzuklaren. Viele mRNA-Sequenzen wurden seitdem verdffentlicht. Fur die
Kristallisation der PLD ist die Gewinnung des Enzyms aus den pflanzlichen und
tierischen Organismen in ausreichenden Mengen und in hoher Reinheit erforderlich. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, PLD aus WeilR3kohl als ihre traditionelle Quelle (Brassica
oleracea var. capitata) in ausreichenden Mengen zu isolieren, um die
molekularbiologischen Grundlagen fur die Gewinnung ausreichender Mengen an PLD
sowie fir ihre gentechnologische Veranderung, z. B. durch Punktmutationen im

katalytischen Zentrum oder in der regulatorischen C2-Domane, zu erarbeiten. Dazu
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sollte das entsprechende Gen kloniert und zur heterologen Expression in E. coli
gebracht werden. Zunéchst war es erforderlich, das kodierende Gen zu isolieren und
dessen Nukleotidsequenz zu ermitteln. Nach der Aufklarung der Genstruktur war das
ORF (open reading frame, offener Leserahmen) in einen geeigneten Plasmidvektor
einzubauen und die DNA stabil im Wirtsorganismus E. coli zu integrieren. Durch die
Optimierung der pld-Expression sollte die PLD-Ausbeute maximiert werden, um so die
gunstigsten Voraussetzungen fir die Reinigung des Enzyms zu schaffen. Nach erfolgter
Reinigung des Enzyms sollten schlief3lich einige besonders interessante enzymatische
Eigenschaften der rekombinanten PLD, wie das Verhdltnis von Hydrolyse- und
Transphosphatidylierungsgeschwindigkeit und die Aktivierung durch Ca?-lonen in

Abhangigkeit vom pH-Wert, ermittelt werden.
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2. Theoretischer Teil

2.1. Uberblick uber die PLD-Familie — Vorkommen und Klassifizierung

Wie eine Fulle von Literaturdaten zeigt, kommen PLDs in allen Organismenreichen vor.
PLD-Aktivitat konnte in Mikroben (Arcano-, Corynebakterien, Vibrio damsela, vielen
Streptomyces-Arten, Saccharomyces cerevisiae, Streptoverticillium cinnamoneum u. a.),
in tierischen Organismen (u. a. Taufliege, Fadenwurm, Ratte, Maus, Hamster, Rind,
Mensch) und in Pflanzen (Ackerschmalwand, Karotte, verschiedenen Kohlsorten,
Erdnuf3, Rizinus, Reis, Mais, Tabak, Tomate, Baumwolle, Soja u. a.) nachgewiesen
werden (Reviews in Heller, 1978, Dennis, 1983, Waite, 1987). In einigen Lebewesen
wurden sogar mehrere Isoenzyme entdeckt, die man in verschiedenen
Entwicklungsstadien oder auf bestimmte Gewebetypen begrenzt findet (Dyer et al.,
1994, Dyer et al, 1996) und die sich in ihren Eigenschaften hinsichtlich
Molekularmasse, pH-Optimum oder Ca®*-Abhangigkeit und in ihrer Regulation
unterscheiden.

In Mikroorganismen wurde mit Ausnahme von Hefe (Review in Rudge und Engebrecht,
1999) und Streptomyces cinnamoneum (Ogino et al., 2001) jeweils nur eine PLD-Form
gefunden. Die von Hefe gebildete PLD1, deren Aminosauresequenz keine Homologien
zu anderen Mitgliedern der PLD-Familie aufweist, ist Ca®*-unabhangig und kann, wie die
meisten anderen bisher bekannten PLDs, Transphosphatidylierungsreaktionen
ausfuihren (Waksman et al.,, 1996). PLD2, die strukturell nicht verwandt ist mit PLD1,
benétigt dagegen 0,1 uM - 1 mM freies Ca** und ist, wie die kiirzlich identifizierte
Metallionen-unabhéngige PLD2 aus Streptoverticillium cinnamoneum (Ogino et al.,
2001), nicht in der Lage, Umesterungen durchzufiihren (Waksman et al., 1997). Man
vermutet deshalb, da? diese Enzyme Vertreter einer neuartigen PLD-Familie sein
konnten.

Bei den tierischen Vertretern (z. B. Ratten-, Maus- oder menschliche PLD) findet man
zwei Isoenzymtypen, die jeweils Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) als
Cofaktor bendtigen. PLD1 hat meist eine niedrige Basalaktivitdt, kann aber durch
Proteinkinase C, ADP-ribosylierungsfaktor (ARF), Rho, Rac und Cdc42 synergistisch
aktiviert werden (Hammond et al., 1995, Colley et al., 1997a). PLD2 besitzt in vitro ohne
Aktivierung durch oben genannte Faktoren ihre volle Aktivitdt, in vivo jedoch liegt sie
inhibiert vor (Colley et al., 1997b). Aus diesen beiden sequenz-homologen Typen, die
sich nur durch das Vorkommen einer 116 Aminoséaure langen loop-Region in der PLD1-
Form unterscheiden, gehen durch alternatives Spleil3en weitere Isoenzyme hervor. So
enthalt hPLD1a (h von human, NCBI-Accession-Nr. siehe Tab. 2.1. in Kapitel 2.3.1) im
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Vergleich zu hPLD1b im zweiten Drittel ein zusatzliches Exon aus 38 Aminosauren bei
ansonsten identischen Sequenzen. hPLD2a ist bis auf 11 zusatzliche Aminosauren
identisch zu hPLD2b.

Diese Numerierung der PLD-Typen wurde fir Maus-PLDs Gbernommen. mPLD1 und
mPLD2 (m von murine) sind zu 60 % identisch, und auch hier existieren weitere
SpleilBvarianten. mPLD1 kommt, wie im Falle der hPLD1, in den beiden Varianten
mPLD1a und mPLD1b vor (Colley et al.,, 1997a, Redina und Frohman, 1998b), wobei
wiederum mPLD1a um das 38 Aminosauren umfassende Exon groR3er ist als mPLD1b.
Von mPLD2 wurden 4 alternativ gespleil3te Isoenzyme gefunden (mPLD2, mPLD2si-a,
mPLD2si-b und mPLD2si-c, Redina und Frohman, 1998a), die bis auf die Deletion von
teilweise mehreren aufeinanderfolgenden Exonbereichen identisch sind. Die erst
kiurzlich gefundene mPLD3 (Pedersen et al., 1998) weist nur geringe Homologien zu
mPLD1 und mPLD2 auf.

Im Gegensatz dazu sind die pflanzlichen PLDs in a-, b- und gTypen unterteilt. Diese
Definition wurde von der Arbeitsgruppe von X. Wang (Manhattan KS, USA) eingefiihrt,
die sich mit PLD-lsoenzymen aus der Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana)
beschaftigt und beim Durchsuchen einer genomischen DNA-Bank des Arabidopsis-
Genomprojektes bisher mindestens 7 verschiedene Isoenzyme gefunden hat, von
denen mindestens 5 tatsachlich in der Pflanze exprimiert werden (Dyer et al, 1995,
Pappan et al.,, 1997, Qin et al.,, 1997, Qin et al., 1999). Die erste identifizierte Form
wurde mit PLDa bezeichnet. Sequenzvergleiche zeigen, daf} alle bis dahin gefundenen
pflanzlichen PLDs (Mais, Reis und Rizinus) und viele weitere neu sequenzierte PLDs
(z. B. aus Pimpinelle, Craterostigma, Tomate oder Tabak) in diese Gruppe eingeordnet
werden konnen (Tab. 2.1). Alle diese Enzyme zeichnen sich durch den sehr hohen
Ca**-lonen-Bedarf (20-100 mM) in vitro und ein im sauren Bereich liegendes pH-
Optimum aus (pH 4,5-5,5, Pappan und Wang, 1999b). Bei der Isolierung von PLD aus
Reis und Rizinus stellte man fest, dal3 in Abhangigkeit von Wachstums- und
Entwicklungsbedingungen verschiedene Varianten des PLDa-Typs auftreten konnen,
die mit PLDal, PLDa2 und PLDa3 bezeichnet wurden (Dyer et al., 1994, Young et al.,
1996). PLDal war meist in keimenden Samen und in jungen Blattern lokalisiert. PLDa2
trat in allen Wachstumsstadien auf und war am haufigsten vertreten, wahrend PLDa3
nur im Stadium der Seneszenz nachgewiesen werden konnte.

Kurze Zeit spater identifizierte man die zweite PLD in Arabidopsis, die nur 40 %
Aminosaure-ldentitdt zum a-Typ aufwies. Diese neue Form (b-Typ) unterscheidet sich
auch in den enzymatischen Eigenschaften vom a-Typ. So liegt z.B. das pH-Optimum bei
pH 7,0-7,5, und die fiir die Aktivitat optimale Ca®*-Konzentration betragt nur 50 pM (Qin

et al, 1997). Die beiden n&chsten Isoenzyme, wegen ihrer hohen Sequenz-
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Ubereinstimmung von 87 % PLDgl und PLDg2 benannt, sind mit 66 % ldentitat der b-
Form am nachsten verwandt (nur 41 % Identitat zur a-Form) und haben auch ahnliche
Eigenschaften. Sie benétigen wie PLDb PIP, als Cofaktor und erreichen ihre héchste
Aktivitat bei einem neutralen pH-Wert und in Gegenwart von 50 uM Kalziumionen (Qin
et al.,, 1997, Qin et al.,, 1999). Inzwischen wurden noch drei weitere Insoenzyme in
Arabidopsis thaliana entdeckt (Wang, 2000). lhre Bezeichnung (PLDg3, PLDdl und
PLDd2) richtete sich nach dem Grad der Homologie zu den bereits bekannten
Isoenzymen. Pflanzliche PLDs, die nicht dem a-Typ angehoéren, konnten auch in Reis,
Baumwolle und Tabak identifiziert werden (Tab. 2.1). Sie lieBen sich jedoch nicht

eindeutig dem b- oder g-Typ zuordnen.

2.2. Die Funktion der pflanzlichen PLDs im biologischen System

Die sehr groRRe Isoenzym-Vielfalt weist bereits auf die Moéglichkeit der Beteiligung an
verschiedensten Funktionen der PLD in Pflanzen hin. Generell werden drei Bereiche
diskutiert, in denen die PLD eine wichtige Rolle spielt (Review in Wang, 2000):

1. Lipidabbau auf Grund der Hydrolyseaktivitat des Enzyms, 2. Beteiligung an zellularer
Regulation, z. B. Signaltransduktion, und 3. Membranumgestaltung durch Transphos-
phatidylierungsreaktionen. Wahrend insbesondere die Rolle der PLD beim Lipidabbau
wahrend des Membranalterns oder durch &uf3ere Strel3faktoren schon sehr frih erkannt
und untersucht wurde, zog die zweite Funktion erst in den letzten Jahren die
Aufmerksamkeit auf sich, nachdem in den Saugerzellen ein &hnlicher Mechanismus der
Signaltransduktion aufgeklart werden konnte. Fir die Funktion der PLD bei der
Regenerierung von Membranen lieferten verschiedene Arbeitsgruppen erste Hinweise.
Der starke Lipidabbau bei der Zerkleinerung und Homogenisierung von Reiskleie
(Contardi und Ercoli, 1932) und Méhrengewebe (Hanahan und Chaikoff, 1947) fihrte
Uberhaupt zur Entdeckung von PLD-Aktivitat. Dies waren die ersten Hinweise auf die
Aktivierung von PLD unter streinduzierten Bedingungen (mechanische Verwundung
von Pflanzengewebe). Spater wurde der EinfluB weiterer Strel3faktoren, wie z.B.
Insektenbefall, Pathogenangriff (Young et al., 1996), Gefrierschock oder osmotischer
Strel3 (Chetal et al., 1982, Frank et al., 2000) auf die PLD-Hydrolyseaktivitat analysiert.
In allen Fallen stieg der PLD-Gehalt im betroffenen Gewebe und auch in naher
Umgebung davon an, was auf eine interne Signalweiterleitung schliel3en I&R3t. Diese
stre3induzierte Membranzerstorung [a08t sich folgendermalRen erklaren: Durch
mechanische Verwundung von Zellen oder Frosteinflu? wird die Membran porés und

somit durchlassig fiir Ca**, das aus seinem Speicherreservoir in die Zellen einstrémt.
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Ein steigender Kalziumspiegel erhoht die PLD-Aktivitat, und durch erhdhte Hydrolyse
von Phospholipiden entsteht Phosphatidsaure (PA), die einen wichtigen Signalmetabolit

sowohl in Pflanzen als auch in Tieren darstellt (Abb. 2.1).

Abb. 2.1. Bedeutung der Phosphatidsaure (PA) im Netzwerk der PLD-Aktivierung.

Grune Pfeile bedeuten Aktivierung, rote Pfeile Inhibierung, und schwarze Pfeile stehen fir
chemische Reaktionen. DAG-PPi, Diacylglycerolpyrophosphat; IP3, Inositol-1,4,5-trisphosphat;
PE, Phosphatidylethanolamin; PI, Phosphatidylinositol; PIP, Phosphatidylinositol-4-phosphat
(nach Wang, 1999)

PIP

A

PIP,

P,
x//////’ A

ca” DAG

Phospholipid »| PA

\ 4
DAG-PPI

v

lyso-PE

lyso-PI [~ / PE, Pl

polyungeséttigte
freie Fettsauren

\ 4
Oxylipine
z. B. Jasmonat

PA bildet in Membranen bei Anwesenheit von Ca**-lonen bevorzugt hexagonale Phasen
aus (Cullis et al., 1986). Deren Einlagerung in noch funktionsfahige Membranen bewirkt
eine Destabilisierung der Bilayer — in einigen Fallen bis hin zu deren Zerstérung - und
erhoht deren negative Ladung, was zu Veranderungen im lonenstrom fiihren kann.
Weiteres Ca** dringt in die Zellen ein und aktiviert wiederum PLD. Dies stellt einen
effektiven Weg zur Signalamplifikation dar. PA kann auch durch PA-Phosphatase

dephosphoryliert werden zu Diacylglycerol (DAG), einem weiteren wichtigen Signalstoff.



2. Theoretischer Teil 12

Dieser wird durch einige Vertreter der PLAs oder unspezifischer Acylhydrolase
abgebaut, die beide ebenfalls durch PA aktiviert werden kénnen (Abb. 2.1) und lyso-PA
und langkettige ungesattigte Fettsduren freisetzen (Lee et al., 1997). Diese gehen
anschlieZend in den Oxylipin-Signalweg ein (Munnik et al., 1998). Als Resultat dieser
Signalkaskaden entstehen dann die bekannten Strefantworten, wie z. B. Membran-
Seneszenz und -abbau bis hin zum Zelltod (Abb. 2.2). Die gleichen Reaktionen werden
auch bei der Behandlung von Pflanzenblattern mit Abscisinsaure und Ethylen
beobachtet (Fan et al., 1997, Lee et al., 1998), was auf eine Beteiligung der PLD bei der
Antwort auf den Phytohormon-induzierten Stref3 schlieRen |af3t (Abb. 2.2).

Abb. 2.2. Mechanismen der PLD-Aktivierung und Signalbeantwortung in Pflanzen.

(nach Pappan und Wang, 1999a, bearbeitet)

Extrazelluléares abiotische/biotische StreRR3faktoren, pflanzliche Hormone

Signal (z. B. Abscisinsaure, Ethylen)

PLD-Aktivierungs- lokale Anderung der  Aktivierung G-Protein-  cytosolischer ~ Membranstruktur-
mechanismen PIP,-Konzentration  verkniipfter Rezeptoren [Ca”]-Anstieg Storung

T\ L

PLD-Aktivierung

———

alkoholische PA
Kopfgruppe

\ Signalabschwachung

durch DAG-PPi-Synthese

PA-regulierte Enzyme weitere Metaboliten
(z.B. PLC, Proteinkinasen)  (z.B. DAG, freie Fettsduren, lyso-PA)

v
Zellulare Membranumbildung Induktion der Abwehr-, Wachstum/ Samenruhe/
Antwort Reparaturgene Seneszenz Keimung

Diese Beteiligung der PLD bei der Signaltransduktion spielt auch im tierischen
Organismus eine wichtige Rolle. Hier Ubernimmt die Proteinkinase C, die durch PA
aktiviert werden kann, die DAG-Synthese. Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-kinase
synthetisiert daraus PIP,, einen potentiellen Aktivator aller bisher gefundener PLD-
Isoenzyme (Liscovitch et al., 1994).

An dieser Stelle soll die mdgliche Rolle von PLD bei der Membranumgestaltung und
-reorganisation erwahnt werden. Wie bereits oben beschrieben, entstehen bei der
Hydrolyse PA und eine freie Kopfgruppe. PA hat eine sehr kurze Lebensdauer und wird
entweder dephosphoryliert zu DAG, das als Intermediat zur Herstellung von

Phosphatidylcholin (PC), PE und Triacylglycerol dient, oder PA fungiert als Substrat der



2. Theoretischer Teil 13

CDP-Diacylglycerol-Synthase, die daraus CDP-DAG herstellt, einen wichtigen
Ausgangsstoff flir die Synthese der sauren Phospholipide, wie z. B.
Phosphatidylglycerol, Pl, Phosphatidylserin und Cardiolipin (Kent, 1995). Die daflr
bendtigten Kopfgruppen werden entweder neu synthetisiert, was einen hohen Aufwand
bedeutet, oder sie kénnen aus der oben genannten PLD-katalysierten Hydrolyse
weiterverwendet werden (Abb. 2.2). Auch die Transphosphatidylierungsreaktion der
PLD, die in Pflanzen noch nicht direkt nachgewiesen werden konnte, kann vermutlich
die zeit- und energieaufwendige Neusynthese von Phospholipiden vermeiden helfen.
Dies alles fuhrt zu einer schnellen Veranderung der Membranzusammensetzung, die
vor allem bei Zellwachstum, -Differenzierung oder Strelbeantwortung benétigt wird
(Wang, 2000). Dal3 bei diesen biologischen Mechanismen tatsachlich PLD beteiligt ist,
konnte bereits mehrfach gezeigt werden. Junges und schnell wachsendes Gewebe in
Rizinus weist eine gesteigerte PLDa-Expression auf (Xu et al., 1997). Auch keimende
und wachsende Samen aus Reis (Ueki et al., 1995) und Rizinus (Xu et al.,1997, Ryu
und Wang, 1998) zeigen eine hohe PLDa-Aktivitdt. Deshalb wird eine mdgliche
Beteiligung der PLD an der Lipidmobilisierung bei der Samenkeimung diskutiert. Zien et
al. (2001) lieferten durch umfangreiche Studien Uber die Lipidzusammensetzung vor und
nach induziertem Verwundungsstrel3 in PLDa-unterdriickten bzw. nicht-genmani-
pulierten Arabidopsis-Pflanzen weitere Hinweise fiir die Rolle der PLDa bei der

Membranlipid-Umgestaltung.

2.3. Strukturmerkmale der Enzyme der PLD-Superfamilie

2.3.1. Bisher bekannte mRNA-Sequenzen

Vor Beginn dieser Arbeit waren pflanzliche PLDs aus Rizinus, Reis, Mais und aus
Arabidopsis (Tab. 2.1) in E. coli kloniert und zumindest die mRNA-Sequenz bestimmt.
Spater kamen weitere mMRNA-Sequenzen pflanzlicher PLDs hinzu, z. B. aus der
Wiederauferstehungspflanze, Baumwolle, Tabak, Tomate, Pimpinelle und Kuhbohne
(Tab. 2.1). Eine koreanische Arbeitsgruppe publizierte spéter eine unvollstandige
MRNA-Sequenz, die der von PLD2 aus Weil3kohl dieser Arbeit entspricht.

Auch verschiedene tierische und mikrobielle PLDs wurden in ihrer mRNA-Sequenz
aufgeklart (Tab. 2.1). Dazu gehdéren PLDs aus der Taufliege, dem Fadenwurm, Rind,
Hamster, Mensch, der Ratte und Maus sowie aus Arcanobacterium haemolyticum,
Candida albicans, verschiedene Corynebakterien, Saccharomyces cerevisiae,
verschiedene Streptomyces-Arten, Streptoverticilium cinnamoneum und Vibrio

damsela.
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Tab. 2.1. Uberblick uber bereits sequenzierte mikrobielle, pflanzliche und tierische PLDs.

Die Daten stammen aus der Genbank des NCBI. Bei PLD-Enzymen ohne Angabe der

Isoenzymform steht ein Fragezeichen.

Organismus Isoenzym | Referenzen Accession-Nr.
Arcanobacterium haemolyticum PLD Cuevas & Songer, 1993 | L16583
Candida albicans PLD Kanoh et al., 1998 AB010810
Corynebacterium diphtheriae PLD McNamara et al., 1995 140839
Corynebacterium pseudotuberculosis | PLD Songer et al., 1990 AAA64910
PLD McNamara et al., 1995 AAA99867
Corynebacterium ulcerans PLD McNamara et al., 1995 L16585
Saccharomyces cerevisiae PLD1 Honigberg et al.,, 1992,|P36126
Rose et al., 1995,
Waksman et al., 1996
PLD2 Waksman et al., 1997 NC_001142
Streptomyces acidmyceticus PLD Hasegawa et al., 1992 E03429
Streptomyces antibioticus PLD Iwasaki et al., 1994 D16444
Streptomyces chromofuscus PLD Dinh et al., 1995 (N-term.) | AAB34906
Streptomyces species PLD Takahara et al., 1993 E05514
Streptoverticillium cinnamoneum PLD1 Ogino et al., 1999 AB007132
Vibrio damsela PLD McNamara et al., 1995 AAA27515
Ackerschmalwand PLDa Dyer et al, 1995 AB017071
(Arabidopsis thaliana) PLDb Pappan et al., 1997 U90439
PLDgl Qin et al., 1997 AL161532
PLD@2 Qin et al., 1999 AL161532
PLDd? nicht publiziert AF322228
PLDd? nicht publiziert AB031047
Baumwolle (Gossypium hirsutum) PLDb/g? | Cuiund Brown, 1999 AF159139
Kuhbohne (Vigna unguiculata) PLDa El Maarouf et al., 1999 AAB51392
El Maarouf et al., 2000
Mais (Zea mays) PLDa Ueki et al., 1995 D73410
Pimpinelle (Pimpinella brachycarpa) |PLDa Cha et al., 1997 u96438
Reis (Oryza sativa) PLDa Ueki et al., 1995 AB001920
PLD? Ueki et al., 1995 AB001919
Rizinus (Ricinus communis) PLDa Wang et al., 1994 AAB37305
Tabak (Nicotiana tabacum) PLDa Lein und Saalbach, 2001 | Z284822
PLDg? nicht publiziert AF195614
(Sequenz unvollstéandig)
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Tomate (Lycopersicon esculentum) PLDa Almquist und Paliyath, | AF201661
2000
PLDa Whitaker et al., 2001 AF154425
Weil3kohl PLDal* Pannenberg et al., AF090445
(Brassica oleracea var. capitata) 1998
PLDa2* Pannenberg et al., AF090444
1998
PLDa?2 Kim et al., 1999 u85482
Wiederauferstehungspflanze PLDa1l Frank et al., 2000 AJ133001
(Craterostigma plantagineum) PLDa2 |Franketal., 2000 AJ133000
Fadenwurm (Caenorhabditis elegans) | PLD? Wilson et al., 1994 U55854
PLD? nicht publiziert AB028889
Hamster (Cricetulus griseus) PLD1 nicht publiziert AAB53631
Maus (Mus musculus) PLD1 Colley et al., 1997a AAC84041
PLD2 Colley et al., 1997b, AAC24519
Redina und Frohman,
1998a und 1998b
PLD3 Pedersen et al., 1998 NM011116
Mensch (Homo sapiens) PLDla Hammond et al., 1995 AAB49031
PLD1b Hammond et al., 1995 AAB49031
PLD2a nicht publiziert AF038440
PLD2b nicht publiziert AF038441
GPI-PLD |Tsang et al., 1992 L11702
GPI-PLD |Tsang et al., 1992 L11701
PLD2? Lopez et al., 1998 NM002663
PLD2? Steed et al., 1998 AF033850
Ratte (Rattus norvegicus) PLD? Katayama et al., 1998 BAA24577
PLDla Yoshimura et al., 1996 BAA24076
PLD1b Yoshimura et al., 1996 BAA24077
PLD2 Yoshimura et al., 1996 BAA24078
PLD2 Yoshimura et al., 1996 P70498
Rind (Bos taurus) PLD? Scallon et al., 1991 M60804
Taufliege (Drosophila melanogaster) |PLD? Adams et al., 2000 AE003784
PLD? nicht publiziert AF228314

* im Rahmen dieser Arbeit aufgeklart
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2.3.2. Das HKD-Motiv

Vergleicht man die abgeleiteten Aminoséduresequenzen der in Tabelle 2.1
zusammengefalRten bisher sequenzierten PLDs, so stellt man fest, dal? die PLDs
innerhalb der Organismenreiche sehr hohe, zwischen den Reichen jedoch sehr niedrige
Homologien aufweisen. So sind beispielsweise die pflanzlichen a-Typ-PLDs zu 74-95 %
identisch, jedoch nur 10-20 % identisch mit den mikrobiellen oder tierischen PLDs. Trotz
dieser zum Teil groBen Sequenzunterschiede gibt es Bereiche, die mit wenigen
Ausnahmen in allen bisher sequenzierten Proteinen hoch konserviert sind. Diese
Homologiebereiche wurden mit I, Il, Ill und IV bezeichnet (Morris et al., 1996, Ponting
und Kerr, 1996, Sung et al, 1997). Innerhalb dieser Bereiche sind wiederum
hochkonservierte Aminosduren vorhanden, die man auch in anderen Phospholipid-
synthetisierenden Enzymen finden kann, wie z. B. in Cardiolipin-Synthase und
Phosphatidylserin-Synthase (Review in Morris et al., 1996). Diese Aminosauren bilden
ein Motiv, das aus den Aminosauren Histidin, einer beliebigen Aminoséure, Lysin, vier
hydrophoben Aminoséuren, einem Aspartatrest, 4 beliebige, 2 hydrophobe Amino-
sauren, Glycin und einer kleinen Aminosaure, meist Glycin, Serin oder Threonin,
besteht. Da alle PLDs und oben genannte Synthasen dieses sogenannte HKD-Motiv
enthalten (mit wenigen Ausnahmen kommt dieses Motiv sogar doppelt vor), wurden
diese Enzyme zu einer neuen Familie, der PLD-Superfamilie, zusammengefal3t (Koonin,
1996, Ponting und Kerr, 1996. Waite, 1999). Auch einige Endonukleasen, Toxine (z. B.
Ymt aus Yersinia pestis) und Pockenvirus-Proteine (envelope proteins) werden wegen
der dort ebenfalls vorhandenen HKD-Motive dieser Familie zugeordnet. Die Vermutung,
daR diese Aufeinanderfolge von stark konservierten Aminosauren eine wichtige Rolle
bei der Enzymkatalyse spielt, konnten Sung et al. (1997, 1999) durch zielgerichtete
Mutationen dieser Reste in der menschlichen PLD1 und Maus-PLD2 bestétigen.
Tauscht man die in den beiden HKD-Motiven lokalisierten Aminosduren gegen ahnliche
Reste aus, so laft sich in vitro und in vivo keine PLD-Aktivitat mehr nachweisen. Die in
der Nahe befindlichen Glycin/Serin/Threonin-Reste wurden als wichtig, aber nicht
essentiell, fir die Katalyse gefunden. Sie spielen wahrscheinlich bei der rdumlichen
Orientierung anderer Aminosauren in der Proteinstruktur eine untergeordnete Rolle. Fur
den Katalysemechanismus wurden zwei Modelle vorgeschlagen: 1.) Jedes HKD-Motiv
kann unabhangig vom anderen arbeiten oder 2.) jedes Motiv stellt jeweils eine Halfte
des katalytischen Zentrums dar. Da jedoch eine Punktmutation in einem HKD-Motiv die
gesamte PLD-Aktivitat zerstoérte (Sung et al., 1997), konnte das erste Modell sehr
schnell verworfen werden. Einen weiteren Beweis fiir die Giltigkeit des zweiten Modells

lieferten Xie et al. (1998, 2000). Sie fanden durch Deletionsmutationen in der
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Rattenhirn-PLD1 heraus, daf’ einzeln exprimierte N- oder C-terminale PLD-Fragmente,
die jeweils nur ein HKD-Motiv enthalten, keine PLD-Aktivitat zeigen. Mischt man die
beiden exprimierten und gefalteten Fragmente in vitro, so laft sich ebenfalls keine PLD-
Aktivitat nachweisen. Wurden jedoch beide Fragmente in COS7-Zellen koexprimiert,
assoziierten sie zum vollstdndigen Molekil, das die volle Enzymaktivitat aufwies. Aus
dieser Beobachtung wurde geschlossen, dal3 diese Assoziation beider Domanen
maoglicherweise wahrend der Translation geschieht und bestimmte Faltungsprozesse
ermdglicht, die zur Ausbildung der korrekten Struktur fliihren. Desweiteren wurden von
den Autoren die konservierten hydrophoben Aminosauren (Leucin, Isoleucin und Valin)
innerhalb und nahe der beiden HKD-Motive gegen Alanin ausgetauscht und das
Transphosphatidylierungsverhalten untersucht. Bei allen Mutanten war die Enzym-
aktivitat niedriger als bei der Wildtyp-PLD. Deshalb wurde auch diesen in allen PLDs
hochkonservierten hydrophoben Resten eine Bedeutung fir die Katalyse
zugeschrieben. Mittels Immunprézipitation konnte nachgewiesen werden, daf} die oben
beschriebene Assoziation der beiden Halften des katalytischen Zentrums in diesen
Mutanten nur schwach ist bzw. Uberhaupt nicht auftritt (Xie et al., 2000).

Zusammenfassend kann man feststellen, dal die konservierten Aminosaurereste in
beiden HKD-Motiven essentiell fur die katalytische Funktion des Enzyms und fir die

Interdomanen-Assoziation sind.

2.3.3. Die C2-Doméne

Als eine weitere Gemeinsamkeit in allen eukaryontischen PLDs - aulRer der Hefe- und
menschlichen PLD - ist das Vorkommen einer C2-Domane zu betrachten (Review in
Nalefski und Falke, 1996, Wang, 2000). Diese etwa 115-130 Aminosauren-umfassende
Doméne kommt auch in anderen Phospholipid-bindenden Proteinen vor, die Uber
Kalziumionen reguliert werden und die mit zellularen Membranen interagieren, z. B. in
Ca?*-abhéngigen Isoenzymen der Proteinkinase C (PKCa, PKCb, PKCg, PKCd, PKCe,
PKCh, PKCq), Phosphoinasitid-spezifische PLCs (PLC-b I-IV, PLC-gI-Il, PLC-d I-IV), PI-
3-kinasen, cytosolische PLA, oder Synaptotagmin I-VIIl. Die C2-Doméne gehort neben
der bereits gut untersuchten Ca?*-bindenden EF-Hand (Helix-Loop-Helix-Motiv, z. B. in
Calmodulin, Phosphoinositid-spezifischer PLC und Ca®*-abhdngigen Proteinkinasen)
und dem Annexin-Faltungsmotiv (4 Tandem-Repeats, jedes aus 5 a-Helices, bisher nur
in Annexinen gefunden) zu den Kalzium-regulatorischen Motiven (Review in Kopka et
al., 1998). Die Funktionen dieser C2-Doméane sind vielfaltig. Sie vermittelt die Ca**-

abhangige Translokation l6slicher Proteine zu den Membranen (z. B. bei cytosolischer
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PLA, oder PLD), die Ca**- und Phospholipid-abhéngige Aktivierung von Enzymen (z. B.
bei PKCalb/g), und sie unterstiitzt die Ca®*-vermittelte Selbstassoziation (z. B. von
Synaptotagmin I). Die ersten durch Kristallisation aufgeklarten Proteine mit C2-Doméane
waren Synaptotagmin | und Phosphoinositid-spezifische PLC-d1. Diese beiden und alle
anderen bisher untersuchten C2-Doménen bestehen aus einem 8-strangigen
antiparallelen b-Sandwich, das aus einem Paar von 4-strangigen Db-Faltblattern
zusammengesetzt ist (Abb. 2.3.A). Man unterscheidet aufgrund der unterschiedlichen
Reihenfolge der b-Strdnge zwei Faltungstopologien (Abb. 2.3.B): die Topologie | (in
Synaptotagmin 1) und die Topologie Il (in PLC-d1).

Abb. 2.3. Die Struktur der C2-Domane. (hach Nalefski und Falke, 1996)
A) Banderstruktur der C2-Doméne von Synaptotagmin .

B) Schematische Darstellung der b-Faltblattanordnungen in den C2-Domé&nen von

Synaptotagmin | (Topologie 1) und PLC-d1 (Topologie II).

(I1)

Die C2-Domanen der pflanzlichen PLDs kénnen aufgrund ihrer Sequenz-Homologie zu
PLC-d1 dem Faltungstyp Il zugeordnet werden. Mittels Kalzium-Bindungsstudien an
Punktmutanten der C2-Doménen von Synaptotagmin und PLC-d1 konnten die Ca*'-
bindenden Aminoséuren ermittelt werden (Sutton et al., 1995, Shao et al., 1996). Dies
sind 4 in den Loopregionen (zwischen den b-Strdngen) befindliche Aspartat- oder
Glutamat-Reste, von denen nur zwei in den pflanzlichen PLDas konserviert sind
(Nalefski und Falke, 1996). Die anderen beiden wurden evolutiondr zu Asparagin und
Glutamin umgewandelt (siehe auch Anhang, Seite VIII). Damit entfallen zwei potentielle
Ca”*-Bindungsstellen, und das hat mdoglicherweise die unter 2.1. erwahnte
unterschiedliche Ca**-Abhangigkeit von PLDa gegeniiber PLDb, PLDgl und PLDg aus

Arabidopsis thaliana zur Folge.
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Die Ca?'-vermittelte Phospholipidbindung der C2-Domé&ne kann durch 2 Modelle
beschrieben werden (Review in Nalefski und Falke, 1996, Zheng et al., 2000). Im ersten
Modell bindet das Ca**-lon sowohl an eine saure Aminosaure der C2-Domane (Aspartat
oder Glutamat) als auch an das Phospholipid simultan durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen und ohne grof3e Konformationsanderungen, so daf3 ein Ternarkomplex
entsteht. Dieses Modell, auch ,bridging Ca®-Modell* genannt, konnte fiir die
sekretorische PLA, (Scott et al., 1990, Thunnissen et al., 1990) und fir Annexin V
(Swairjo et al., 1995) bestatigt werden. Das zweite Modell beschreibt eine durch Ca*'-
Bindung induzierte Konformationsanderung in der C2-Doméne, so daf3 funktionelle
Gruppen exponiert werden, die eine Membranbindung ermdéglichen. Dies kdnnen
entweder hydrophobe Reste sein, die in die hydrophoben Membranbestandteile
eindringen konnen, oder geladene Seitenketten, die spezifisch an die verschiedenen
Kopfgruppen der Phospholipide binden kénnen. Eine solche Konformationsdnderung
wurde durch Fluoreszenz- und CD-spektroskopische Messungen bei der cytosolischen
PLA, (Scott et al., 1990, Thunnissen et al., 1990) und pflanzlicher PLDa/b (Zheng et al.,
2000) nachgewiesen.

Es ist weiterhin bekannt, dall die C2-Domanen von pflanzlichen PLDs aul3er
Kalziumionen auch Phospholipide und PIP, binden kénnen (Zheng et al., 2000). Die
separat exprimierte C2-Domaéane von PLDa bindet PC in Anwesenheit von millimolaren,
die von PLDb hingegen schon bei mikromolaren Konzentrationen an freiem Kalzium,
was wiederum durch das Fehlen der 2 von insgesamt 4 sauren Aminosauren bei PLDa
erklart werden kann. Von PLDb und PLDgl/g? ist bekannt, dal’ sie PIP,-abhéngig sind
(Qin et al.,, 1997). PLDa hingegen kann zwar, wie die anderen Isoenzyme auch, in
Abwesenheit von Ca*-lonen PIP, binden und wird dadurch sogar aktiviert, benétigt es
jedoch nicht fur die Enzymkatalyse (Qin et al., 1997). Diese Aktivierbarkeit von PLDa
wird durch ein sogenanntes PIP,-Bindungsmotiv innerhalb der C2-Domane reguliert. Es
besteht aus dem stark basischen Motiv B(X)xxxBxBB bzw. der inversen Sequenz
BBxBxxxxB (B...Arginin oder Lysin, X...jede beliebige Aminosaure) und wurde auch in
anderen PIP,-bindenden Proteinen, wie Gelsolin, Villin und PLC, gefunden (Review in
Wang, 2000). PLDb und PLDgl/@2 besitzen in ihrer C2-Domane kein vollsténdiges PIP,-
Bindungsmotiv. Dennoch kann auch die C2-Doméane von PLDb PIP, binden, das wie bei
PLDa durch Ca**-lonen verdrangt wird.

Die C2-Domaéne stellt also eine universelle multifunktionelle regulatorische Doméne dar,
die es ermoglicht, auf verschiedene zellulare Verénderungen, wie z. B. verringerte oder
erhohte Kalziumkonzentrationen oder Bildung von second messenger-Molekilen wie

PIP, zu reagieren und Enzyme zielgerichtet zu aktivieren.
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2.4. Der Katalysemechanismus der Endonuklease Nuc als Vertreter der PLD-

Superfamilie

Bereits Stanacev und Stuhnke-Sekalec (1970) konnten durch [*H]-markiertes
Phosphatidylglycerol zeigen, da? es bei der Herstellung von Cardiolipin durch
Phospholipase D aus WeilRkohl einen Phosphatidyl-Enzymkomplex geben muf3 und dai3
die Reaktion nach einem Ping-Pong-Mechanismus ablaufen konnte. Diese
Vermutungen wurden durch Gottlin et al. (1998) bestatigt, die [**P]-markiertes Phosphat
mit der Endonuklease Nuc aus Salmonella typhimurium, einem Vertreter der PLD-
Superfamilie, mischten, das entstandene Intermediat in diesem Zustand halten und
untersuchen konnten. Durch Zugabe von [**O]-markiertem Wasser bei der Hydrolyse
von PC durch Phospholipase D aus Streptomyces chromofuscus konnten Holbrook et
al. (1991) nachweisen, daf statt der C-O- die P-O-Bindung gespalten wird, weil sich 0
am Ende des Experimentes in der Phosphatidsaure befand und nicht am freigesetzten
Cholin.

Obwohl mit Hilfe von Punktmutationen die an der Katalyse beteiligten Aminosauren
innerhalb der HKD-Motive ermittelt werden konnten, war jedoch noch nicht bekannt,
welcher von den konservierten Resten die kovalente Bindung zum Phosphor des
Phospholipids eingeht. Hier lieferten Gottlin et al. (1998) durch Punktmutationen in Nuc
den Beweis, daf? nur Histidin aus dem HKD-Motiv in der Lage ist, den Phospho-
enzymkomplex einzugehen. Ersetzt man diese Aminosaure gegen eine andere, so kann
das kovalent verknipfte Intermediat nicht mehr gebildet werden. Ein Jahr spater gelang
es Stuckey und Dixon (1999), die Endonuklease Nuc in Anwesenheit des Inhibitors
Wolframat zu kristallisieren und ihre Sekundar- und Tertidrstruktur mittels
Rontgenkristallstruktur-Analyse aufzuklaren. Das katalytische Zentrum mit allen
beteiligten Aminosauren konnte rekonstruiert werden (Abb. 2.4). Da dieses Enzym nur
eines statt zwei HKD-Motiven besitzt, lagern sich zwei Molekille sattelférmig zu einem
Dimer zur Bildung des katalytischen Zentrums zusammen. Neben den beiden Histidinen
sind auch die Lysine des HKD-Motivs und in der Nahe befindliche Asparagin-Reste

wesentlich an der Bindung des Phosphates beteiligt.
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Abb. 2.4. Einblick in das Wasserstoffbriicken-Netzwerk des katalytischen Zentrums von
Nuc aus Salmonella typhimurium. Die gestrichelten Linien geben mdgliche Wasserstoff-
bricken und ihre Langen in Angstrom an. Die Indices A und B bezeichnen zwei verschiedene

Monomere. (nach Stuckey und Dixon, 1999, bearbeitet)
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Stuckey und Dixon (1999) schlugen folgenden Katalysemechanismus vor (Abb. 2.5): Im
ersten Schritt greift der Imidazol-Stickstoff des Histidins aus Molekil A das
Phosphoratom des Substrates nukleophil an, und es entsteht das Phosphoenzym-
Intermediat. Das Histidin des Molekils B fungiert als Saure, die den Sauerstoff des
freigesetzten Alkohols protoniert. Im zweiten Schritt des Ping-Pong-Mechanismus wird
dieses Intermediat durch ein aktiviertes Wassermolekil hydrolysiert, und das
entstandene Phosphatidat wird vom Enzym freigesetzt. Die in Abb. 2.5 eingezeichneten,
den Histidinen benachbarten Glutamat-Reste stabilisieren moglicherweise die ionischen
Formen der Histidin-Reste durch Erniedrigung des effektiven pK,-Wertes (Stuckey und
Dixon, 1999).
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Abb. 2.5. Der Zweischritt-Katalysemechanismus. (nach Stuckey und Dixon, 1999, bearbeitet)
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Da die HKD-Motive in allen Vertretern der PLD-Superfamilie sehr stark konserviert sind,
ist dieser Reaktionsmechanismus - mit kleineren Variationen - auf alle diese Enzyme
Ubertragbar. Dies zeigten kiirzlich Leiros et al. (2000), denen es gelang, die bisher erste
PLD (aus Streptomyces sp., PMF) zu kristallisieren (Abb. 2.6) und das aktive Zentrum
naher zu untersuchen. Dabei wurde festgestellt, daf3 statt des Glug122 in Abb. 2.5 ein
Aspartat-Rest die Wasserstoffbriicke zum Imidazol-Stickstoff ausbildet. Das zweite Asp
ist zu weit entfernt und erlaubt keine Verbrickung mit dem zweiten Histidin. Im
Unterschied zur Endonuklease, wo beide Histidin-Reste aufgrund der Dimerbildung
gleichberechtigt sind, ist das Nukleophil in der PLD aus Streptomyces species
ausschlie3lich das Histidin des N-terminalen HKD-Motivs, wahrend es bei der PLD aus
Streptomyces antibioticus das Histidin der C-terminalen Domane ist (lwasaki et al.,
1999).
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Abb. 2.6. Proteinstruktur der PLD aus Streptomyces sp., PMF. Das Molekdl ist in der
Reihenfolge der Aminosauren von dunkelblau bis rot gefarbt. L1 und L2 bezeichnen zwei flexible
Loopregionen in raumlicher Nahe der Andockstellen des Enzyms an die Membran. (nach Leiros
et al., 2000)

Erst kirzlich erschien die erste Kristallstruktur einer pflanzlichen PLD aus Kuhbohnen
(Vigna unguiculata), die rekombinant in Insektenzellen hergestellt und isoliert werden
konnte (Abergel et al., 2001). Die Kristallisation weiterer Vertreter der PLD-Superfamilie

wird weitere Einsichten in den Katalysemechanismus ermdglichen.
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2.5. Charakterisierung von Phospholipase D aus Weil3kohl

Bei der Untersuchung der Phospholipidzusammensetzung und des —stoffwechsels in
Pflanzen beobachteten Contardi und Ercoli (1932) erstmalig einen PC-Abbau in
Reiskleie. Das dafir verantwortliche Enzym, Phosphatidylcholinphosphatidohydrolase
oder kurz Phospholipase D, fand man spater auch in anderen Pflanzen, unter anderem
in Sojabohnen, Mais, Reis, Gerste, Weizen, Rizinus, Raps, Karotten, Wirsing- und
WeiRRkohl (Hanahan und Chaikoff, 1947, Davidson und Long, 1958, Chetal et al., 1982,
Wang et al., 1993b, Ueki et al., 1995, Novotna et al., 1999). Im Folgenden soll die PLD
aus WeiRkohl naher betrachtet werden.

Dieses Enzym konnte erstmalig mittels Ca*-vermittelter Affinitaitschromatografie an
Octylsepharose und Anionenaustauschchromatografie aus WeiRkohlgewebe in hoher
Reinheit isoliert werden (Lambrecht und Ulbrich-Hofmann, 1992). Die Molekilmassen
von 87 (Lambrecht und Ulbrich-Hofmann, 1992) bzw. 90,2 kDa (Abousalham et al.,
1993) wurden mittels SDS-PAGE bestimmt. Das Enzym liegt als Monomer vor und
besteht, wie bereits unter 2.3.2 und 2.3.3 beschrieben, aus einer katalytischen und einer
regulatorischen Doméane. Im Gegensatz zu Arabidopsis thaliana und Brassica napus
wurden in Weil3kohl bisher nur Isoenzyme des a-Typs nachgewiesen. Diese PLD wird
durch Ca®*-lonen im millimolaren Bereich und durch einen sauren pH-Wert aktiviert. In
Anwesenheit der optimalen Ca*-Konzentration von 40-45 mM liegt das ermittelte pH-
Optimum der PLD bei pH 5,5-5,7 (Lambrecht und Ulbrich-Hofmann, 1992). Abousalham
et al. (1993) beschrieben eine Verschiebung des pH-Optimums in den neutralen Bereich
bei einer Verringerung der Ca®*-Konzentration auf 10 mM. Der isoelektrische Punkt liegt
bei pH 4,7 (Lambrecht und Ulbrich-Hofmann, 1992, Abousalham et al., 1993). Weitere
potentielle Aktivatoren sind anionische Amphiphile, z. B. SDS, Triphosphoinositide,
Monocetylphosphat (Dawson und Hemington, 1967), PA (Jung et al.,, 1989), 1,3-
Diacylglycero-2-sulfat und 1,3-Diacylglycero-2-phosphat (Dittrich et al.,, 1998).
Inhibierend auf die PLD wirkten neben EDTA Cholin, Ethanolamin, Protaminsulfat
(Dawson und Hemington, 1967), 1,3-Diacylglycero-2-phosphocholin (Dittrich et al.,
1998, Haftendorn et al., 2000), Lyso-PE (Ryu et al., 1997), Alkylphosphatester (Dittrich
et al.,, 1996, 1998) und Aluminiumfluorid (Li und Fleming, 1999). Die Zugabe von 4-
Chlormercuribenzoat (Yang et al., 1967), Diethylpyrocarbonat (Lee et al., 1989,
Secundo et al.,, 1996) oder 4-Bromphenacylbromid (Lee et al., 1989) fuhrten zur
Inaktivierung des Enzyms, woraus die Autoren auf eine mogliche Anwesenheit von
freien Cystein-Sulthydrylgruppen, Histidin- und  Lysinresten im aktiven Zentrum
schlossen. Wie neuere Arbeiten zeigten, wird das aktive Zentrum aus 2 HKD-Motiven
gebildet (2.3.2).
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Das Substratspektrum der PLD aus Weil3kohl reicht von PC, PE, PG und PS Uber
Phosphatidylinositiden, Cardiolipin, Plasmalogen (Heller, 1978) bis hin zu Alkyl-
phosphatestern, z. B. Hexadecylphosphocholin (Dittrich et al., 1996, 1998). Bei der
Transphosphatidylierungsreaktion werden bevorzugt priméare Alkohole, z.B. Glycerol
oder Methanol, aber auch sekundare und N-heterozyklische Alkohole akzeptiert (Aurich
et al., 1997, Hirche et al., 1997).

Die bei der sekretorischen PLA, beschriebene Grenzflachenaktivierung (Review in Scott
und Sigler, 1994) tritt auch bei den PLDs auf. Das bedeutet, da? das Enzym durch ein in
aggregierter Form vorliegendes Substrat aktiviert wird (Dittrich et al., 1998). Die
Enzymkatalyse wird entweder in walrigen Puffersystemen oder an der Grenzflache
zwischen Pufferphase und organischem Ldsungsmittel (z. B. Diethylether, Ethylacetat
oder n-Hexan) durchgefiihrt. In biphasischen Systemen spielt der Grenzflachendruck,
der mit der Packungsdichte der PC-Aggregate korreliert (Hirche und Ulbrich-Hofmann,
1999), eine grofRe Rolle. Da die Enzymaktivitat nicht nur von der Art des Substrates und
von der Enzymkonzentration abhéngig ist, sondern auch von der physikalischen Gestalt
des Substrates - die wiederum vom verwendeten organischen Ldosungsmittel beeinfluf3t
wird - und insbesondere von der Struktur und Dynamik der Grenzflache, ist es
schwierig, allgemeine kinetische Daten, wie z. B. Ky, Vmax 0. &., anzugeben. Eine
kinetische Analyse der PLD fiir verschiedene Substrate zeigte, dal3 das Hill-Modell zur

Beschreibung der v/S-Kurven gut geeignet ist (Dittrich et al., 1998).

2.6. Phospholipase D in der Phospholipidsynthese

Aufgrund ihrer ausgepragten Transphosphatidylierungsfunktion (Abb. 1.1) wird PLD
schon seit vielen Jahren zur Modifizierung der polaren Kopfgruppe in Phospholipiden
verwendet. Dabei stellte PLD aus WeilRkohl, meist als Rohsaft oder in partiell gereinigter
Form angewandt, die traditionelle Enzymquelle dar (Dawson, 1967; Kovatchev und Eibl,
1978; Juneja et al., 1987), wahrend in jingerer Zeit PLDs aus Streptomyces species,
von denen einige eine hoéhere Transphosphatidylierungsaktivitat aufweisen, bevorzugt
werden (Tab. 2.2). Eine ausfiihrliche Zusammenstellung der durch PLD katalysierten
Reaktionen und Synthesebeispiele sind in Servi (1999) und Ulbrich-Hofmann (2000) zu
finden. In jungerer Zeit hat PLD aus WeiRkohl wiederum erneut Aufmerksamkeit auf sich
gezogen, weil sich ihr Reaktionsspektrum auch auf Alkylphospholipide (Aurich et al.,
1997) ausdehnen laft.
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Tabelle 2.2. In 1,2-Diacyl-sn-glycerophospholipide durch PLD eingefuhrte Kopfgruppen.

(nach Ulbrich-Hofmann, 2000, ausgewahlte Beispiele)

Eingefuhrte Kopfgruppe

PLD-Quelle

Referenz

Aliphatische priméare Alkohole

Streptomyces sp.

Okahata et al., 1995

WeilRkohl Dawson, 1967
Eibl und Kovatchev, 1981
Sale et al., 1989
Wirsingkohl Yang et al., 1967
Aliphatische sekundére Alkohole | Streptomyces sp. D'Arrigo et al., 1994
Ethylenglycol Weil3kohl Dawson, 1967
Alkandiole WeilRkohl Kovatchev und Eibl, 1978
Glycerol WeilRkohl Dawson, 1967
Lee etal., 1985
Juneja et al., 1987
Wirsingkohl Yang et al., 1967

Dihydroxyaceton

Streptomyces sp.

Takami und Suzuki, 1994

Phosphatidylglycerol

Streptomyces sp.

D'Arrigo et al., 1996

WeilRkohl

Stanacev et al., 1973

Zyklische nichtaromat. Alkohole

Streptomyces sp.

D'Arrigo et al., 1994

Ethanolamin Streptomyces mediocidicus, Nakajima et al., 1994
Streptoverticillium cinnamoneum,
S. hachijoense
Weil3kohl, Streptomyces chromo- | Juneja et al., 1988
fuscus, S. prunicolor u. a. S. sp.
WeilZkohl Dawson, 1967
Smith et al., 1978
Wirsingkohl Yang et al., 1967
D- und L-Serin Streptomyces chromofuscus Diaz et al., 1998
Streptomyces prunicolor Sakai et al., 1996
Streptomyces sp. Okahata et al., 1995
Weil3kohl, Streptomyces chromo- | Juneja et al., 1989
fuscus, S. prunicolor u. a. S. sp.
Wirsingkohl Comfurius und Zwaal,
1977
Nucleoside Streptomyces sp. Shuto et al., 1987, 1995,
1996
Wang et al., 1993a
Saccharide Actinomadura sp. Kokusho et al., 1993
Streptomyces sp. Wang et al., 1993a
Peptide Streptomyces sp. Wang et al., 1993a

Okahata et al., 1995

L-Ascorbinsaure

Streptomyces lydicus u. a.

Nagao et al., 1991

Arsenocholin

Weil3kohl, Streptomyces sp.

Hirche et al., 1997

N-heterozyklische Alkohole

Weil3kohl, Streptomyces sp.

Hirche et al., 1997
D'Arrigo et al., 1996
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3. Materialien

3.1. Gerate

Die folgende Liste enthalt allgemein verwendete Gerate, die nicht zu speziellen
Methoden zugeordnet werden konnten.

Eppendorf (Hamburg): Thermomixer 5436 und compact
H+P Labortechnik (Oberschleil3heim): Dampfsterilisator Varioklav

Heidolph (Kelheim): Horizontalschittler unimax 1010
Heraeus (Hanau): Sicherheitswerkbank HERAsafe,

Zentrifuge Biofuge pico

Hettich (Tuttlingen): Rotofix 32 Zentrifuge

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik: Horizontalschiittler KS250 basic,
Vibrofix VF1 Electronic Vortex

Medizin & Labortechnik (Hamburg): Dampfsterilisator GTA 50

Metrohm (Filderstadt): pH-Meter 691 mit variomag Elektronik-
Ruhrer

Sartorius (G6ttingen): Analysenwaage

Sigma (Deisenhofen): Kihlzentrifuge 2K15

3.2. Antikoérper

Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat (IBA, Géttingen)
QIlAexpress Anti-His Antikorper aus der Maus (Qiagen, Hilden)
Anti-Maus-IgG aus Esel (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
Anti-PLD1-Antiserum aus Kaninchen (Eurogentec, Niederlande)

Anti-Kaninchen-lgG aus Esel (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
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3.3. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden, soweit nicht anders vermerkt, von der Firma MWG-Biotech

(Ebersberg) hergestellt und HPLC-gereinigt.

Primer fir cDNA-Synthese:

cDNA-Bank: oligo(dT)1s (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg)
Fragment 1 (s.u.): 5'-Primer: 5-AGA AGA ACG TGT AAG G-3'

Fragmente 2 und 3 (s.u.):  Oligo(dT):s (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg)
Fragment 4 (s.u.): Oligo dT-3sites Adapter Primer (aus 3'-RACE Kit von

TaKaRa, Kyoto, Japan)

Herstellung der PCR-Produkte fur die Sequenzierung der cDNAs:

Fragment 1: Flfw 5-GAT CGT TGC GTA SAG CTG TGT T-3'
Filrv 5-AAG ATY CAC GTS AAR CTC CAG TAC TT-3'
Fragment 2: F2fw 5-ACT TTN CAY GCT ACC ATC TAT GA-3'
F2rv 5-CAT CAG GGT TAC GAG GAC AGA G-3'
Fragment 3: F3fw 5-AAG ATC CAT GTG AAR CTB CAG TAC TT-3'
F3rv  5-CGG AAR CCATGG ATC TG-3'
Fragment 4: F4tw 5-CTG ATC TAG AGG TAC CGG ATC C-3'

F4arv  5-GGG AGG CTACCA ACCACATCAC-3

Herstellung der PCR-Produkte fur die Sequenzierung der genomischen DNA:

PLD1: PLD1pre 5'-CTC TGA CCA CCG ACT CCG AT-3'
PLD1post 5'-ACC ACA CCAACG ACCAACTTAT-3
Firv, F2fw, F2rv, F3 fw, F3rv, F4fw: siehe oben

PLD2: PLD2pre 5'-CAC CAC CGATTT AGT TTC AAG G-3'
PLD2post 5'-GCA GCA GCA ATG TAG AGA CAG T-3'
Firv, F2fw, F2rv, F3 fw, F3rv, F4fw: siehe oben

Herstellung der PLD1- und PLD2-Matrizen:

PLD1: PLD1pre 5-CTC TGA CCA CCG ACT CCG AT-3
PLD1post 5'-ACC ACA CCAACG ACCAACTTAT-3
PLD2: PLD2pre 5'-CAC CAC CGATTT AGT TTC AAG G-3'

PLDZpost 5'-GCA GCA GCA ATG TAG AGA CAG T-3'
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Herstellung der PLD1- und PLD2-Inserts fir die Klonierung in pPRSET5a

PLD1: Isolfw 5-GGA ATT CCA TAT GGC TCA GCA TCT GCT GCA TGG-3'
Isolrv 5-CCC AAG CTT TCA TTA GGT TGT CAG GAT TGG C-3'

PLD2: Iso2fw 5-GGA ATT CCA TAT GGC CCA GCA TCT GTT ACA CGG-3'
Iso2rv 5-CCC AAG CTT CTATTA AGT TGT AAG GAT TGG AGG CA-3'

Herstellung des PLD1-Inserts fur die Klonierung in pASK-IBA6 und -IBA7

N-IBA-6/7 5-AGC TCG GAA GAC CTG CGC GCG CAG CAT CTG CTG
CAT GGT ACT TTG CAC GCT A-3'

C-IBA-6/7 5-TAT GCG GAA GAC CTT ATC ATT AGG TTG TCAGGATTG
GCG GCA AGT AGT CAG A-3

Herstellung des PLD1-Inserts fir die Klonierung in pET20b(+) (mit His-tag)

HisPrime fw 5-ATT ATC TAG AGA AGG AGA TAT ACA TAT GGC GCA GCA TCT-
GCT GCAT-3

HisPrime rv  5-CCC AAG CTT TCATTA GGT TGT CAG GAT TGG C-3'

Herstellung des PLD1-Inserts fiir die Klonierung in pGEX4T-2
GSTprime fw 5-GAA GAT CTC AGC ATC TGC TGC ATG GTA C-3'
GSTprime rv 5-GCG AAT TCT CAT TAG GTT GTC AGG ATT GG-3*

Herstellung des C-terminalen PLD1-Fragmentes (flir Immunisierung)
C-Term-fw  5-GGA ATT CCA TAT GGC TCA GGG CTT AGA GG-3'
C-Term-rv  5-CCC AAG CTT TCA TTA GGT TGT CAG GAT TGG C-3'

Sequenzierungsprimer:

Alle Sequenzierungsprimer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)
hergestellt, am 5'-Ende mit IRD800 modifiziert und HPLC-gereinigt.

M13 universal: 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'

M13 reverse: 5-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3'

KS: 5-TCG AGG TCG ACG GTA TC-3

T7 Promotor: 5'-CGA AAT TAA TAC GAC GAC TCA-3'
T7 Terminator: 5-GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG G-3
IBAG6/7 forward: 5-GAG TTATTT TAC CAC TCC CT-3'

IBAG/7 reverse: 5'-ACG CAG TAG CGG TAA ACG-3
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Sonde 2 forward: 5'-GAG CAG AGA TGG AGA AAG CA-3
Sonde 2 reverse: 5-TTACCACCYTGCTTT CTC CAT CTC TG-3'

3.4. Plasmide und Vektoren

PASK-IBAG6 / pASK-IBA7 Amp' (IBA Gottingen)
pCR-Script Amp SK(+) Amp' (Stratagene, Heidelberg)

pPET20b(+) Amp' (Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach)

pGEX 4T-2 Amp' (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg)

pRSET5a Amp' (modifiziert, Dr. T. Schmidt, IBA Gottingen)

pUBS520 Kan' (Dr. U. Brinkmann, Epidauros Biotechnology Bernried)

3.5. E. coli-Stadmme

E. coli XLI blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB
lacl® DM15(lacZ) Tn10 (tet")] (Stratagene, Heidelberg)
E. coli BL21(DE3) E. coli B Fdcm ompT hsdSg (rg" mg’) gal | (DE3)

(Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach)

3.6. Kulturmedien

Die Anzucht der E. coli-Stamme erfolgte in LB-Medium (1 % NaCl [Merck, Darmstadt],
1 % Trypton und 0,5 % Hefeextrakt [Difco GmbH, Augsburg]) bzw. in 2 x YT (1 % NaCl,
2% Trypton, 1% Hefeextrakt) unter den im Methodenteil angegebenen

Kultivierungsbedingungen.
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4. Methoden

4.1. RNA-Praparation

4.1.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus Weil3kohl

Die Gesamt-RNA aus WeilRkohl konnte unter Verwendung des RNeasy Plant Kits
(Qiagen, Hilden) gewonnen werden. Ausgehend von 2 g grob zerkleinertem, jungem
WeilRkohlgewebe (Weil3kohl, Sorte Lennox, vom Wochenmarkt Halle) wurde zunéchst
durch Schockfrieren in flissigem Stickstoff und Mdérsern feines Pulver hergestellt, das
nach Anleitung des Kit-Herstellers weiterverarbeitet wurde. Alle verwendeten Glas- und
Plastikgerate wurden vor Benutzung mit 0,1 %igem DEPC-Wasser (DEPC von Sigma,

Deisenhofen) gespllt, um RNase-Kontaminationen zu verhindern.

4.1.2. Isolierung von mRNA aus Weil3kohl

Aus der bereits gewonnenen Gesamt-RNA aus Weil3kohl (siehe 4.1.1.) wurde unter
Verwendung des Oligotex mRNA Midi Kits (Qiagen, Hilden) mRNA isoliert.
Alle verwendeten Glas- und Plastikgerate wurden vor Benutzung mit 0,1 %igem DEPC-

Wasser gesplilt, um RNase-Kontaminationen zu verhindern.

4.2. DNA-Préaparation

4.2.1. Isolierung genomischer DNA aus Weil3kohl

Um die genomische DNA aus Weil3kohl zu isolieren, wurden 2 g inneres Blattgewebe
mit einer Schere grob zerkleinert. AnschlieBend wurde das Gewebe mit wenig feinem
Seesand gemischt, in flissigem Stickstoff gefroren und mit Moérser und Pistill zu Puder
gerieben. Danach folgten Zellaufschlul3, Proteinprézipitation und DNA-Isolierung unter

Verwendung des Puregene DNA-Isolierungs-Kits (Gentra, Minneapolis, USA).

4.2.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep
Kits (Qiagen, Hilden).



4, Methoden 32

4.3. GrofRen- und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

4.3.1. GréRRenbestimmung von DNA und RNA

Zur GroRenbestimmung von Nukleinsauren wurde die Agarosegelelektrophorese nach
Ausubel et al. (1987ff, Stand 2001) verwendet (:Consort E 321 power supply und Easy
Cast Elektrophoresesystem von AGS, Heidelberg, Agarose von Eurogentec, Belgien,
Bromphenolblau von Serva, Heidelberg). Als GroRenstandards dienten die
Molekulargewichtsmarker 1kb-Leiter (GIBCO BRL, Eggenstein) und 100 bp-DNA-Leiter
(New England Biolabs, Frankfurt/M.).

4.3.2. Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Neben der Agarosegelelektrophorese nach Ausubel et al. (1987ff, Stand 2001), die
unter Verwendung der 1lkb-Leiter (GIBCO BRL, Eggenstein) zur Abschatzung der
Nukleinsaurekonzentration diente, wurde eine Absorptionsmessung bei 260 nm
durchgefuhrt (Ao = 1 » 40 pg/ml Einzelstrang-RNA, Ay = 1 » 50 pg/ml Doppelstrang-
DNA, Spectrophotometer DU 7400 von Beckmann, Miinchen).

4.4, Herstellung von Genfragmenten mittels PCR bzw. RT-PCR

Die isolierte mMRNA wurde mit Superscript || RNase H Reverse Transcriptase (Gibco
BRL, Eggenstein) und unter Verwendung des Oligo(dT)s-Primers (Amersham-
Pharmacia Biotech, Freiburg) in eine einzelstrangige cDNA Ubersetzt (dNTPs von
Hybaid-AGS, Heidelberg). Diese cDNA diente als Matrize fur die anschlieRenden PCR-
Untersuchungen, die mit Pfu-DNA-Polymerase (Promega, Mannheim) und den
sequenzspezifischen Primern F2fw, F2rv flir Fragment 2 sowie F3fw und F3rv flr
Fragment 3 (Primersequenzen unter 3.3.) durchgefuhrt wurden (TRIO-Thermoblock von
Biometra, Gottingen). Fur die Herstellung der cDNA von Fragment 1 (dem 5'-Ende der
MRNA) wurde der Primer 5-AGA AGA ACG TGT AAG G-3' eingesetzt. Nach der
Zyklisierung dieser cDNA mittels T4-RNA-Ligase (5'-RACE-Kit, TaKaRa, Kyoto, Japan)
wurde eine PCR mit Pfu-DNA-Polymerase und den Primern Flfw und Flrv
durchgefihrt. Zur Herstellung der cDNA von Fragment 4 (entspricht dem 3'-Ende der
MRNA) diente wiederum die isolierte mMRNA als Matrize und der Primer Oligo dT-3sites-
Adapter des 3'-RACE-Kits (TaKaRa, Kyoto, Japan). Bei der anschlieenden PCR

wurden die Primer F4fw und F4rv verwendet. Alle entstandenen PCR-Produkte wurden
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guantitativ Uber eine Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und mittels QIAquick
Gelextraktionskit (Qiagen, Hilden) gereinigt.

Bei der Herstellung der vier analogen Fragmente fir die Sequenzierung der
genomischen DNA wurde ahnlich verfahren, wobei die isolierte genomische DNA als
Matrize bei der PCR eingesetzt wurde. Die verwendeten Primer sind unter 3.3.

aufgefihrt.

4.5. Klonierungstechniken

Alle Standardtechniken, wie Restriktionsschnitte von PCR-Produkten und von
Plasmidvektoren (Restriktionsendonukleasen von New England Biolabs, Frankfurt/M.
und Hybaid-AGS, Heidelberg), Reinigung der entstandenen DNA-Fragmente (mittels
Ethanolfallung oder gelelektrophoretischer Trennung) und Ligationsreaktionen (Shrimp
Alkalische Phosphatase von USB, Cleveland, USA, T4-DNA-Ligase von GIBCO BRL,
Eggenstein), erfolgten nach Ausubel et al. (1987ff, Stand 2001). Nach jedem

Klonierungsschritt wurden die Plasmide sequenziert.

4.6. Sequenzierung von Plasmiden

Nach der Konzentrationsbestimmung der isolierten Plasmide wurden 200 fmol der zu
sequenzierenden DNA enthommen und mittels SequiTherm EXCEL Il DNA-Sequencing
Kit (Epicentre, Madison, USA) vorbereitet (Omn-E PCR Cycler von Hybaid-AGS,
Heidelberg). Die Nukleotidsequenz der entstandenen DNA wurde schlieZlich im LiCor
4000 DNA-Sequenzierer (LiCor, Lincoln, NE) ermittelt.

4.7. Transformation von Plasmidvektoren in E. coli

Die Transformation der Plasmidvektoren in E. coli erfolgte mittels Elektroporation im
Gene Pulser 1l (BioRad, Minchen). AnschlieBend wurden die transformierten
Bakterienzellen auf LB-Agarplatten (SELECT Agar von Gibco BRL, Eggenstein) mit
entsprechenden Antibiotika (Ampicillin und Kanamycin von ICN, Meckenheim) als
Selektionsmarker verteilt und bei 37 °C inkubiert (Brutschrank Kelvitron von Heraeus,

Hanau).
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4.8. Anzucht und Kultivierung der E. coli-Stamme

LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (80 pg/ml Ampicillin / 50 pg Kanamycin)
wurde mit einer einzelnen Bakterienkolonie einer bei 37 °C inkubierten LB-Agarplatte
beimpft und bei 180 rpm und 37 °C Uber Nacht geschiittelt (Multitron-Schuttelinkubator
HT von Infors, Bottmingen, Schweiz). Diese Flussigkultur diente zur lIsolierung von

Plasmid-DNA oder als Vorkultur flr Expressionsversuche.

4.9. Expression der klonierten Gene pld1 und pld2in E. coli

4.9.1. Herstellung I6slicher aktiver PLD1 und PLD2

Die Hauptkultur (2 x YT mit 80 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin) wurde 1:50 mit
einer Ubernachtkultur von E. coli BL21 (DE3), die die Plasmide pUBS520 und
pRSET5a-pld1l bzw. pRSET5a-pld2 enthielt, beimpft und bei 15 °C mit 180 rpm 3 bis 4
Tage lang geschiuittelt, bis die ODgyonm Ca. 8 erreichte (Spectrophotometer U-1100 von

Hitachi, Tokio, Japan).

4.9.2. Herstellung von PLD1- und PLD2-inclusion bodies

2 X YT-Medium mit 80 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin wurde 1:50 mit einer
Ubernachtkultur von E. coli BL21 (DE3), die die Plasmide pUBS520 und pRSET5a-pld1
bzw. pRSET5a-pld2 enthielt, beimpft. Diese Hauptkultur wurde bei 30 °C mit 180 rpm
bis zu einer ODggonm VOn 0,5-1 geschiittelt, mit 0,5 mM IPTG (Roth GmbH, Karlsruhe)

induziert und 2 bis 3 Tage bei 15 °C weitergeschttelt, bis die ODgyonm Ca. 8 erreichte.

4.10. Proteinreinigung von PLD1 und PLD2

4.10.1. Zellaufschluf3 und Reinigung von ldslicher PLD1 und PLD2

Die Zellen wurden durch 10 mindtiger Zentrifugation bei 8000 g und 4 °C geerntet
(Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus von Kendro, Hanau). Das Pellet wurde in
AufschluBpuffer (30 mM PIPES [Merck, Darmstadt], pH 6,5 und 5mM EDTA
[Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg]) resuspendiert (Ultraturrax T25 von Janke &
Kunkel |KA-Labortechnik) und durch Hochdruck aufgeschlossen (GAULIN
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Homogenisator von APV, Libeck). Nach Entfernen der unldslichen Zellbestandteile
duch Zentrifugation bei 30 000 g und 4 °C wurde der Uberstand mit einer 1 M CaCl,-
Stammldsung (Serva, Heidelberg) bis zu einer Endkonzentration von 50 mM Ca*
versetzt und bei 6000 g erneut zentrifugiert. Die Proteinldsung wurde mit einer FluRBrate
von 0,5 ml/min auf eine Octylsepharose-Saule (20 ml Octylsepharose CL-4B von
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Saulenabmessungen: Durchmesser 20 mm,
Hoéhe 350 mm) aufgetragen (Peristaltik-Pumpe P-1 von Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg), die vorher mit 30 mM PIPES-Puffer, pH 6,5 / 50 mM CacCl, aquilibriert wurde.
Nach Waschen der Saule mit demselben Puffer und anschlieend mit 10 mM PIPES-
Puffer / 30 mM CacCl, wurde das Protein mit 5 mM PIPES-Puffer / 0,1 mM EDTA eluiert.
Alle Fraktionen wurden mittels Bradford-Test (Kapitel 4.12.1.2) auf den Proteingehalt
und mit dem Standardtest (Kapitel 4.12.2.1) auf PLD-Aktivitat untersucht.

4.10.2. Isolierung von IB-Material von PLD1 und PLD2

Die Préaparation von IB-Material erfolgte nach Rudolph et al. (1996) Nach Zellernte
durch Zentrifugation wurde das Pellet in AufschluRpuffer 1 (0,1 M Tris-HCI pH 7, 1 mM
EDTA) resuspendiert und mit Lysozym (Merck, Darmstadt) versetzt. Nach Zellaufschluf3
durch Hochdruck wurde DNase | (RNase-frei, von Hybaid-AGS, Heidelberg) zugegeben,
30 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit 0,5 Volumen Aufschluf3puffer 2 (60 mM
EDTA, 6% Triton X-100, 1,5M NaCl pH7) 30 min bei 4°C inkubiert. Nach
Zentrifugation der I1Bs bei 30 000 g und 4 °C folgten 4 Waschschritte mit 0,1 M Tris-HCI
pH 7 und 20 MM EDTA. Die isolierten IBs wurden im festen Zustand bei —20 °C

gelagert.

4.11. Renaturierung von PLD1 und PLD2 inclusion bodies

Nach 2 stindigem Ruhren von 0,5 g IBs in 10 ml Solubilisierungspuffer (6 M GdnHCI
[NIGU Chemie GmbH Waldkraiburg] oder 8 M Harnstoff [ICN Meckenheim]), 0,1 M Tris-
HCI, pH 8,0, 0,1 M DTT [Sigma, Deisenhofen] und 1 mM EDTA) bei 24 °C und
Zentrifugation bei 10 000 g wurde die Proteinkonzentration der Lésung durch Messung
der Absorption bei 280 nm bestimmt (Ultrospec 3000 von Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Zur Reduzierung des stdérenden Einflusses von DTT wurden die
Losungen 1:5 mit 8 M Harnstoff verdinnt. Als Blindwert diente der entsprechende

Solubilisierungspuffer derselben Verdiinnung. Als Extinktionskoeffizienten wurden die
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mittels ProtParam (http://expasy.ch/tools/protparam.html) aus der Primarsequenz
abgeleiteten Werte von 1,335 M* cm™ fir PLD1 und 1,346 M™ cm™ fiir PLD2 verwendet.
Zur Optimierung des Renaturierungsprozesses wurden Natriumacetatpuffer pH 5,5,
MES-Puffer pH 6,5, Tris-HCI-Puffer pH 6,9-7,4, HEPES-Puffer pH 7,5 und BICIN-Puffer
pH 9,0 (alle Puffersubstanzen von Sigma, Deisenhofen) in einer Konzentration von
jeweils 50 mM getestet, die jeweils 20 mM CacCl,, 0,5 M Arginin (Ajinomoto Co., Inc.
Tokyo, Japan) sowie 5 mM DTT enthielten.

Eine Proteinlésung mit je 60 ug Protein wurde mit 2 ml der oben genannten Puffer bzw.
der Renaturierungspuffer aus Tabelle 4.1 verdinnt und bis zu 7 Tage bei 8 °C im
Dunkeln inkubiert. Nach 2, 5 und 7 Tagen wurde die PLD-Aktivitdt mittels modifiziertem
Standardtest (siehe unter 4.12.2.2.) untersucht.

Tabelle 4.1. Zusammensetzung der verwendeten Renaturierungspuffer fur die Rickfaltung
von PLD1- und PLD2-I1Bs. Der Basispuffer enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 7,1 (bei 8 °C), 10 mM
DTT, 1 mM EDTA und 10 mM CacCl,.

Zusatz verwendete Konzentration
DTT* 0-20 mM
GSSG / GSH (Serva, Heidelberg) I1mM/5mM
PEG 6000 (Merck, Darmstadt) 0,1-0,4 g/l
Glycerol 10-40 % (v/Vv)
Arginin-Hydrochlorid 0,2-1,0M
Triton X-100 (Merck, Darmstadt) 5-20 mM
Tween 20 (Serva, Heidelberg) 0,005-0,05 % (v/v)
CaCl, 5-100 mM
Harnstoff 0,3-12M
GdnHCI 0,2-10M
Tris-HCI 04-10M

1 mg/ml Triton X-100 und PC 0,1-0,4 mg/mi
(aus Huhnereiern, Lipoid GmbH, Ludwigshafen)

* Herstellung von Basispuffer ohnne DTT
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4.12. Bestimmungsmethoden

4.12.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Mehrzahl der Proteinbestimmungen wurde mit dem BCA-Test durchgefiihrt. Da
dieser Test jedoch durch reduzierende oder chelatbildende Komponenten gestort wird,

wurde flir EDTA- oder DTT-haltige Proteinlésungen der Bradford-Test eingesetzt.

4.12.1.1. BCA-Test

Hierzu wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce (Rockford, USA) verwendet. Diese
Methode beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis eines Bicinchoninsaure/Cu’-
Farbkomplexes, der durch die reduzierende Wirkung von Proteinen auf Cu®*-lonen und
anschlieRender Inkubation mit Bicinchoninsaure entsteht (Smith et al.,, 1985). Als
Referenzprotein wurde BSA (Pierce, Rockford, USA) im Konzentrationsbereich

0-1 mg/ml genutzt.

4.12.1.2. Bradford-Test

Dieser Test basiert auf der Methode nach Bradford (1976), bei der Proteine durch
Coomassie-Brillantblau-Einlagerung kolorimetrisch nachgewiesen werden kénnen
(Bradford-Reagens von Sigma, Deisenhofen). Als Referenzprotein wurde BSA im

Konzentrationsbereich 0-75 pg/ml verwendet.

4.12.2. Bestimmung der PLD1- und PLD2-Hydrolyseaktivitéat

4.12.2.1. Standardtest

Dieser Aktivitatsbestimmung liegt der bereits etablierte PLD-Test von D'Arrigo et al.
(1995) zugrunde, bei dem aus PpNP freigesetztes pNP bei 405 nm bestimmt werden

kann. Folgende Komponenten waren im Test enthalten:

- 20 pl Substrat (10 mM PpNP [hergestellt von Frau Dr. R. Schéps, Institut fur
Biotechnologie Halle, nach D‘Arrigo et al. (1995)], 10 % Triton X-100, 10 mM
SDS)
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- 50 pl Enzymldsung

- 156 pl 100 mM Natriumacetatpuffer pH 5.5 / 77 mM Kalziumchlorid
(Endkonzentration im Test: 65 mM Natriumacetat pH 5.5, 50 mM CacCl,)

- 14 pl bidest. H,0.

Die Enzymlosung wurde 5 min bei 30 °C vortemperiert und nach Zusatz von 20 pl
Substrat (s.0.) 10 min bei 30 °C inkubiert. Danach wurde der Test durch Zugabe von
60 ul Stoplésung (1 M Tris-HCI pH 8,0 und 0,1 M EDTA) abgestoppt und die Extinktion
E; bei 405 nm gemessen (Ultrospec 3000 von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
und Mikrotiterplatten-Lesegerat MR7000 von Dynatech, Denkendorf). Als Blindwert E,
diente der gleiche Ansatz, der jedoch sofort gestoppt und gemessen wurde. Die
Extinktionsanderung DE = E; - E, ist dabei proportional zur eingesetzten Enzymmenge
und liegt im linearen Bereich der Progrel3kurve.

Fur die Erstellung der Eichreihe wurden statt der Enzymlésung 50 pyl pNP-Lésung
(Sigma, Deisenhofen) im Konzentrationsbereich 0-1 mM verwendet.

Eine Einheit (1 U) Enzym hydrolysiert 1 umol PpNP bei 30 °C in einer Minute.

4.12.2.2. Madifizierter Standardtest fiir die Aktivitatsbestimmung von renaturiertem IB-

Material

Da die Renaturierung von IBs bisher mit geringen Renaturierungsraten erfolgte, wurde
die Inkubationszeit des oben beschriebenen Standardtests von 10 auf 180 min
verlangert. Als Blindwert diente der MeRwert, der durch Verwendung des

Renaturierungspuffers anstelle der Enzymlésung erhalten wird.

4.12.2.3. EinfluR des pH-Wertes und der Ca®*-Konzentration im Reaktionspuffer auf die
PLD-Hydrolyseaktivitat

Um die Abhangigkeit der PLD-Hydrolyseaktivitit vom pH-Wert und von der Ca?-
Konzentration zu bestimmen, wurde anstelle des im oben genannten Standardtests
verwendeten Reaktionspuffers ein Puffer mit 60 mM Tris-HCIl, 20 mM Natriumacetat,
20 mM Glycin eingesetzt, dessen pH-Wert im Bereich von 5,0 bis 8,5 mit Essigsaure
oder Natronlauge eingestellt wurde, und dem 0-100 MM CaCl, zugesetzt wurde
(Abousalham et al., 1993).
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4.12.3. Bestimmung der PLD1- und PLD2-Transphosphatidylierungsaktivitat

Die Transphosphatidylierungsaktivitat der beiden PLDs im Bakterienrohextrakt wurde
nach Hirche et al. (1996) im Zweiphasensystem Diethylether/Acetatpuffer bestimmt. Als
Substrat diente DO-PC (Lipoid GmbH, Ludwigshafen) und als Akzeptoralkohol Glycerol
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Das Reaktionsmedium bestand aus
Diethylether (Ethanol-frei, Sigma Deisenhofen), Natriumacetatpuffer, pH 5,6, und CaCls.
Nach Starten der Reaktion durch Zugabe des Enzyms wurden nach 5, 10, 15 20, 25 und
30 min der organischen Phase Proben enthommen und mittels HPTLC (HPTLC-Platten:
Silicagel 60 von Merck, Darmstadt, TLC Applicator AS 30 von Desaga, Wiesloch,
Laufmittel: Chloroform:Methanol:Ammoniak=70:40:10, pH 12, Chloroform und Methanol
von Sigma, Deisenhofen, Ammoniak von Roth GmbH, Karlsruhe) und Densitometrie
ausgewertet (CD60 Densitometer von Desaga, Wiesloch). Als Standards dienten DO-
PC, DO-PG (Sigma, Deisenhofen) und DO-PA (Sigma, Deisenhofen) in

unterschiedlichen Konzentrationen.

4.13. SDS-PAGE

Die Proteinlésungen wurden, je nach Bedarf, durch Fallung mit Natriumdesoxycholat
und Trichloressigsaure (nach Arnold und Ulbrich-Hofmann, 1999, Natriumdesoxycholat
von Sigma, Deisenhofen, Trichloressigsaure von Roth GmbH, Karlsruhe), Waschen mit
Ethanol und Lésen in Probenpuffer (4 % (v/v) Glycerin, 23 mg/ml SDS [Roth GmbH,
Karlsruhe], 12,5 % (v/v) Sammelgelpuffer und 2 % (v/v) b-Mercaptoethanol [FERAK
Laborat GmbH, Berlin]) konzentriert und nach Laemmli (1970) gelelektrophoretisch
getrennt (Mighty Small 1l SE250/SE260-Elektrophoresekammer von Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung von Merck, Darmstadt).
Die Gele wurden eine Stunde in Coomassielosung (Serva, Heidelberg) gefarbt und
2 x 5 min mit Entfarbelésung 1 (5 Vol. bidest. Wasser, 1 Vol. 100 %ige Essigsaure [Roth
GmbH, Karlsruhe] und 4 Vol. Ethanol) sowie nach Bedarf in Entfarbelésung 2 (91 Vol.

bidest. Wasser, 7 Vol. Essigsaure und 2 Vol. Glycerol) entfarbt.

4.14. Proteinsequenzierung

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele in Blotting-Puffer (50 mM Borat [Roth GmbH,
Karlsruhe], pH 9,0, 20 % Methanol) aquilibriert. Das Blotten auf Selex 20 Blot-

Membranen (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) erfolgte mit demselben Puffer unter
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Verwendung einer Fast Blot-Apparatur (Biometra, Gottingen) bei 5 mA/cm? fiir
3 Stunden.

Nach kurzem Farben mit Coomassielésung (enthielt 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v)
Essigséaure) und Entfarben mit 40 % (v/v) Methanol und 10 % Essigsaure wurden die zu
sequenzierenden Banden durch Dr. Ricknagel (Max-Planck-Forschungsstelle
.Enzymologie der Proteinfaltung“, Halle) ausgeschnitten, entfarbt und N-terminal

sequenziert.

4.15. Western-Blot-Techniken

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine, wie unter 4.14. beschrieben, auf
Nitrozellulose-Membranen (Sartorius, Goéttingen) geblottet und kurz mit PBS-Puffer
gesplult. AnschlieBend wurde die Membran in folgenden Losungen bei Raumtemperatur
inkubiert:

- PBS mit 4 % Milchpulver (Blockldsung, Skim Milchpulver von Unipath Ltd.,

Basingstoke, England), 1 h

- primarer AK in Blockldsung (Verdiinnung nach Anleitung des Herstellers), 2 h

- PBS,5mal je5min

- Blocklésung, 1 h

- sekundéarer AK in Blockldsung, 1,5 h

- PBS + 0,05 % Tween 20, 3 mal je 5 min

- PBS,3mal je5min
Aufgrund ihrer Enzymaktivitét (meist Meerrettich-Peroxidase) konnten die gebundenen
sekundaren AK mittels ECL-Western Blotting Detection Kit (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) nachgewiesen werden (Rontgenfilme HyperFilm-ECL von Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg, Entwickler/Fixierer von Sigma, Deisenhofen).
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1. Identifizierung und Charakterisierung zweier Isoenzyme von PLD aus
Weil3kohl

Wie einleitend dargestellt, war das priméare Ziel dieser Arbeit die rekombinante
Herstellung von PLD aus WeilRkohl. Voraussetzung fir die Klonierung des kodierenden
Genbereiches ist jedoch eine genaue Kenntnis der Nukleotidsequenz und des Aufbaus
des pflanzlichen PLD-Gens. Sequenzdaten-Recherchen im Internet (NCBI GenBank
unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov) vor Beginn der Arbeiten ergaben keinerlei Hinweise
auf bereits identifizierte PLD-Gene aus WeiRkohl. Deshalb muf3te zunadchst das
entsprechende Gen gefunden und vollstandig sequenziert werden.

Bei der Analyse der mRNA-Sequenz der PLD nach Sequenzierung verschiedener
Teilfragmente stellte sich schlieBlich heraus, daf? in WeiRkohl zwei strukturell sehr
ahnliche Isoenzyme vorhanden sind, die nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung mit
PLD1 und PLD2 bezeichnet wurden.

5.1.1. Bestimmung der Nukleotidsequenz der mRNAs von PLD1 und PLD2

Zur Ermittlung der Nukleotidsequenz der mRNAs fiur PLD1 und PLD2 wurde zuné&chst
die Gesamt-RNA von inneren Blattern eines WeilRkohl-Kopfes der Sorte Lennox isoliert,
aus der anschlieBend die mRNA gewonnen wurde. Die mRNA wurde dann unter
Verwendung von Reverstranskriptase und Oligo(dT).s-Primern in eine komplementéare
DNA (cDNA) Ubersetzt (Abb. 5.1). Das Design der degenerierten Primer (F2fw, F2rv,
F3fw und F3rv) fur die anschlieBenden PCRs wurde auf der Basis der bereits bekannten
Nukleotidsequenzen der PLD-Gene aus Zea mays (Mais), Oryza sativa (Reis) und
Ricinus communis (Rizinus) mittels Suche nach homologen Bereichen vorgenommen.
Es zeigte sich, dall die zwei davon abgeleiteten Primerpaare zwar genspezifisch
banden, aber immer zwei unterschiedlich lange PCR-Produkte lieferten. Die
Sequenzierung der erhaltenen zentralen Genfragmente 2 und 3 (Abb. 5.1) nach
Subklonierung in den pCR-Script Amp SK(+)-Vektor ergab erste Hinweise auf das
Vorhandensein zweier Isoenzyme in Weil3kohl. Die noch fehlenden nichtkodierenden 3'-
und 5'-Bereiche der mRNAs wurden unter Verwendung von RACE-Methoden (rapid
amplification of cDNA ends) vervollstandigt. Hierzu wurde das 5-Ende der mRNA
(Fragment 1, Abb. 5.1) mit Reverstranskriptase und einem im Fragment 2 bindenden

Primer in eine cDNA umgeschrieben, mittels T4 RNA-Ligase zyklisiert und in der
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darauffolgenden PCR als Matrize verwendet. Das 3'-Ende der mRNA (Fragment 4,
Abb. 5.1) konnte unter Verwendung eines 3'-RACE Kits und einem in Fragment 3
bindenden Primer amplifiziert werden. Die entsprechenden PCR-Produkte wurden
ebenfalls in den pCR-Script Amp SK(+)-Vektor subkloniert und das Konstrukt in E. coli
XL1 blue transformiert.
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Die durch Sequenzierung der 4 Fragmente ermittelten mMRNA-Sequenzen von PLD1 und
PLD2 wurden in der Genbank von NCBI veréffentlicht (Accession Nr. AF090444 und
AF090445). Sie kénnen folgendermalen charakterisiert werden:

Die mRNA von PLD1 besteht aus 2793 Nukleotiden. Das ORF kodiert fur ein Protein mit
810 Aminoséauren. Die mRNA von PLD2 enthélt 2702 Nukleotide mit einem ORF fur ein
aus 812 Aminoséauren bestehendes Protein. Die Nukleotid-Sequenzen von PLD1 und
PLD2 sind im kodierenden Bereich zu 87,5 % identisch. In den nichtkodierenden 3'- und
5'-Bereichen konnten keine Sequenzidentitaten festgestellt werden. Die ermittelten
MRNA-Nukleotidsequenzen von PLD1 und PLD2 sind zusammen mit der Genstruktur

im Anhang aufgefuhrt (Seiten I-VI).

5.1.2. Ermittlung der Genstruktur von pld1 und pld2

Eukaryontische Gene enthalten im Gegensatz zu den prokaryontischen Genen Exon-
und Intronstrukturen. Da die Introns bei der mRNA-Synthese posttranskriptional
herausgespleil3t werden, ist fur ihre Sequenzierung die Gewinnung genomischer DNA
erforderlich. Diese wurde aus WeilRkohlgewebe isoliert und als Matrize fur die
darauffolgenden PCRs verwendet. Aufgrund der Kenntnis der in den nichtkodierenden
3- und 5-Enden der beiden Gene stark voneinander abweichenden Nukleotid-
sequenzen konnten in diesen Bereichen bindende pld1- und pld2-genspezifische Primer
(PLD1pre wund -—post; PLD2pre und -post, siehe 3.3.) verwendet und die
entsprechenden PCR-Produkte fir PLD1 und PLD2 getrennt hergestellt werden. Die so
erhaltenen PCR-Produkte dienten wiederum als Matrizen fir die darauffolgenden PCRs
mit den Primern PLD1pre + Filrv, F2fw + F2rv, F3fw + F3rv, F4fw + PLD1post fur die
PLD1-Fragmente 1-4 und PLD2pre + Filrv, F2fw + F2rv, F3fw + F3rv, F4fw + PLD2post
fur die PLD2-Fragmente 1-4. Diese Gen-Fragmente wurden in pCR-Script Amp (SK+)
subkloniert und sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten (siehe Anhang, Seiten I-VI)
wurden in der Genbank des NCBI veroffentlicht (Accession-Nr. AF113918 und
AF113919) und sind in Tabelle 5.1 zusammengefalit. Beide Isoenzyme enthalten in
ihrer Gensequenz 3 Introns. Intron 1 liegt upstream vom Startcodon, die Introns 2 und 3
befinden sich innerhalb des kodierenden Bereiches. Alle drei Introns der beiden
Isoenzyme besitzen eine unterschiedliche Sequenz, nur die Exonsequenzen von pldl
und pld2 untereinander sind in hohem Maf3e homolog. Die Positionen der Introns 2 und
3 innerhalb der pld1- und pld2-Gene sind vergleichbar. Intron 2 beginnt hinter dem
Triplett AAG, das fur ein konserviertes Lysin kodiert (Lys32 bei PLD1). Intron 3
unterbricht das fir ein konserviertes Valin (Val667 bei PLD1) kodierende Triplett GTT
hinter G.
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Tabelle 5.1. Sequenzdaten von pld1 und pld2 aus Weifl3kohl.

pldl pld2
Lange der genomischen DNA (bp) 3449 3614
Intron-Regionen
Intron 1 bp 27 - bp 367 bp 33 - bp 456
Intron 2 bp 472 - bp 663 bp 560 - bp 647
Intron 3 bp 2567 - bp 2970 bp 2554 - bp 3154

5.1.3. Vergleich der Genstrukturen der beiden Isoenzyme aus Weil3kohl mit denen

anderer pflanzlicher PLDas

Neben den hier ermittelten WeilRkohl-Gensequenzen fur PLD1 und PLD2 sind

inzwischen noch weitere Gensequenzen pflanzlicher PLDs bekannt (Abb. 5.2): fur PLD

aus Reis, Rizinus und PLDa aus Arabidopsis im Rahmen des Genomprojektes.

Vergleicht man die Genstrukturen miteinander, so lassen sich folgende Aussagen

treffen:

1. Alle fuinf PLD-Gene enthalten drei Introns.

2. Die Positionen der Introns im Gen sind konserviert. Intron 1 liegt bei allen Genen

upstream vom Startcodon, Intron 2 und 3 liegen innerhalb des ORF.

3. Alle Intronbereiche haben unterschiedliche Langen

in den verschiedenen

Pflanzengenen. Intron 2 besteht aus 88 (Weil3kohl-PLD2) bis 1442 bp (Rizinus-

PLD), wahrend Intron 3 zwischen 84 (Arabidopsis-PLDa) und 869 Basenpaare

(Rizinus-PLD) enthélt.

Abb. 5.2. Vergleich der Exon/Intron-Struktur verschiedener pflanzlicher PLD-Gene.

(blau: Exonstrukturen E1-E4, gelb: Intronstrukturen [1-13. Die Positionen von Start- und

Stopcodon sind eingezeichnet)
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WeilRkohl-PLD1 J——F

WeilRkohl-PLD2 I—N|
Arabidopsis-PLDa I—1
Reis-PLD1 I = I3

Rizinus-PLD I |

E1 11 E2

12

E3

I
[ H W H

Stop

E4



5. Ergebnisse und Diskussion 46

5.1.4. Analyse der Primarstrukturen von PLD1 und PLD2

Von der ermittelten Nukleotidstruktur der ORFs von PLD1 und PLD2 wurden unter
Verwendung des Programmes GeneRunner (Hastings Software) die beiden Protein-
Primarstrukturen abgeleitet (Anhang, Seite VII). Die Aminosauresequenz fur PLD1
enthélt neben dem Startmethionin 809 Aminosauren. PLD2 ist um 2 Aminoséuren
langer. Beide Sequenzen sind zu 91 % identisch, und die Homologie, die auch
chemisch ahnliche Aminosauren einbezieht, liegt bei 96 %. Die Sequenzvergleiche
wurden mit http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331 vorgenommen. Die mittels ProtParam
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) abgeleiteten Molekularmassen von 91,8
und 92,1 kDa kommen den experimentell ermittelten Daten von 87 (Lambrecht und
Ulbrich-Hofmann, 1992) bzw. 90,2 kDa (Abousalham et al., 1993) nahe und zeigen, dal3
es sich hier um zwei sehr groRe Proteine mit vermutlich komplexer Sekundar- und
Tertiarstruktur handelt. Die aus WeilR3kohl isolierte PLD hat in der SDS-PAGE die gleiche
molekulare Masse wie die rekombinante PLD2 (Dr. R. Schéps, unverdffentlichte Daten).

Die Aminosaurezusammensetzung beider Isoenzyme ist in Tabelle 5.2. dargestellit.
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Tabelle 5.2. Aminosaurezusammensetzung von PLD1 und PLD2 aus Weif3kohl.

(berechnet mittels ProtParam unter http://www.expasy.ch/tools/protparam.html)

Aminoséaure PLD1 PLD2

Alanin 50 (6.2 %) 48 (5.9 %)
Arginin 48 (5.9 %) 45 (5.5 %)
Asparagin 24 (3.0 %) 28 (3.5 %)
Asparaginsaure 65 (8.0 %) 64 (7.9 %)
Cystein 8 (1.0 %) 8 (1.0 %)
Glutamin 33 (4.1 %) 28 (3.5 %)
Glutaminsaure 53 (6.6 %) 57 (7.0 %)
Glycin 64 (7.9 %) 63 (7.8 %)
Histidin 32 (4.0 %) 31 (3.8 %)
Isoleucin 61 (7.5 %) 58 (7.2 %)
Leucin 58 (7.2 %) 60 (7.4 %)
Lysin 40 (4.9 %) 42 (5.2 %)
Methionin 18 (2.2 %) 19 (2.3 %)
Phenylalanin 35 (4.3 %) 34 (4.2 %)
Prolin 41 (5.1 %) 43 (5.3 %)
Serin 48 (5.9 %) 46 (5.7 %)
Threonin 33 (4.1 %) 36 (4.4 %)
Tryptophan 15 (1.9 %) 15 (1.8 %)
Tyrosin 29 (3.6 %) 30 (3.7 %)
valin 54 (6.7 %) 56 (6.9 %)

Beide PLDs enthalten, wie auch andere pflanzliche, tierische und auch mikrobielle
Vertreter der PLD-Superfamilie, eine groBe Anzahl an Cysteinen. Da die Suche mittels
PSORT (http://psort.nibb.ac.jp) keine Hinweise auf N-terminale Signal-Sequenzen und
andere Targetsequenzen fur den Transport in den Zellkern, die Mitochondrien,
Peroxisomen, Chloroplasten oder Vakuolen fir PLD1 und PLD2 ergab, wurde vermutet,
daR beide Isoenzyme auch in den Pflanzen intrazellular vorkommen und die SH-
Gruppen deshalb in reduzierter Form vorliegen sollten (Fahey et al., 1977). Diese
Vermutung konnte fiir unsere PLD2 inzwischen bestatigt werden (Hwang et al., 2001).
Aus Tabelle 5.2. geht weiterhin hervor, dal3 in beiden PLDs ein hoher Prozentsatz an
aliphatischen hydrophoben Aminoséuren existiert (Leu, Val, lle: 21,4 %). Sind diese
Proteine tatsachlich im Cytosol der Weil3kohlzellen lokalisiert, sollten ihre hydrophoben
Aminosauren im Inneren des Proteins verborgen sein. Das hatte eine sehr kompakte
Struktur zur Folge. Andererseits wird jedoch vermutet, da die Proteine zumindest

tempordr an der Zellmembran gebunden sein missen, um die Funktion des
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Membranabbaus oder der Membranumbildung erfillen zu kénnen. Daflir ware ein hoher
Anteil an oberflachenexponierten hydrophoben Proteinbereichen erforderlich.

Die isoelektrischen Punkte beider Isoenzyme konnten mittels ProtParam
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) aus der Primarstruktur ermittelt werden und
liegen bei pH 5,6 und 5,4 fiir PLD1 bzw. PLD2. Diese relativ niedrigen Werte resultieren
aus dem hohen Anteil saurer Aminosauren, der in PLD1 und PLD2 bei ca. 15 % (Asp +
Glu) liegt. Dem stehen nur 11 % basische Aminosauren (Lys + Arg) gegeniber. Da die
beiden isoelektrischen Punkte lediglich aus der Primarstruktur von PLD1 und PLD2
berechnet und somit der Einflud von sterischen Abschirmungen der Ladungen
vernachlassigt wurde, ist es nicht verwunderlich, dal’ die Werte von dem experimentell
ermittelten Wert von 4,7 (Lambrecht und Ulbrich-Hofmann, 1992, Abousalham et al.,
1993) fur PLD aus Weil3kohl abweichen.

Vergleicht man die PLD-Primarstrukturen von PLD1 und PLD2 mit denen anderer
pflanzlicher (Anhang, Seiten VIII-X), tierischer oder mikrobieller PLDs (Tab. 5.3), so a3t
sich ein hoher Verwandtschaftsgrad zu den pflanzlichen Vertretern des a-Typs
erkennen (74-95 %). Weniger hohe Sequenzidentitaten werden beim Vergleich mit den
pflanzlichen PLDs des b- oder g-Typs festgestellt (39-68 %). Tierische oder mikrobielle
PLDs weisen mit 12-20 % den geringsten Verwandtschaftsgrad zu PLD1 und PLD2 aus
Weil3kohl auf.
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Tabelle 5.3. Vergleich der Aminosauresequenzen von PLD1 und PLD2 aus Wei3kohl mit
der anderer pflanzlicher, tierischer und mikrobieller PLDs.

Organismus Sequenzidentitat | Sequenzidentitat Acc. Nr.
zu PLD1 [%] zu PLD2 [%] (NCBI)
Arabidopsis thaliana (PLDa) 95 92 AB017071
Arabidopsis thaliana (PLDb) 40 39 u90439
Arabidopsis thaliana (PLDgl) 41 41 AL161532
Arabidopsis thaliana (PLD@2) 44 44 AL161532
Nicotiana tabacum (PLDa) 80 80 784822
Oryza sativa (PLDa) 77 77 AB001920
Oryza sativa (PLDb oder -g) 68 68 AB001919
Pimpinella brachycarpa (PLDa) 74 74 U96438
Ricinus communis (PLDa) 81 80 L33686
Vigna unguiculata (PLDa) 82 81 U92656
Zea mays (PLDa) 77 77 D73410
Homo sapiens (GPI-PLD) 17 18 L11701
Rattus norvegicus (PLD2) 20 20 P70498
Arcanobacterium haemolyticum 13 12 L16583
Candida albicans 14 15 AB010810
Corynebacterium pseudotuberculosis 13 12 L16586
Corynebacterium ulcerans 12 13 L16585
Streptomyces acidmyceticus 16 18 E03429
Streptomyces antibioticus 18 17 BAA03913
Streptomyces species 17 17 E05514
Streptoverticillium cinnamoneum 17 16 AB007132
Vibrio damsela 17 18 L16584

Wie alle anderen bereits bekannten PLDs (Kapitel 2.3.1) haben auch PLD1 und PLD2
aus WeilRkohl das duplizierte HKD-Motiv (Abb. 5.3 und Anhang, Seiten 1X und X), das
fur die PLD-Aktivitat essentiell ist (Kapitel 2.3.2). Im N-Terminus beider Isoenzyme
befindet sich die aus ca. 130 Aminosauren bestehende C2-Domé&ne (Abb. 5.3 und
Anhang, Seite VIII), die fir die Ca®*-vermittelte Phospholipidbindung verantwortlich ist
(Kapitel 2.3.3).

Die C2-Domane von PLD1 und PLD2 aus Weil3kohl enthalt wie die anderen pflanzlichen
PLDs vom a-Typ statt der beim b- und g-Typ Ublichen vier nur zwei der konservierten
sauren Aminosaurereste (Glu38 und Asp97 in PLD1; Glu39 und Asp98 in PLD2). Wie
bereits unter 2.3.3 erwéhnt, sind die unterschiedlichen Ca?*-Bindungsaffinitaten von

PLDa gegentber PLDb- oder PLDgwahrscheinlich darauf zuriickzufiihren.
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Wie in einigen wenigen pflanzlichen PLDs des a-Typs (PLDa aus Arabidopsis und aus
Tabak) liegt in der C2-Domane von PLD1 und PLD2 aus WeiRkohl ein PIP,-

Bindungsmotiv mit der konservierten Sequenz K/RxxxXxRXRK (Abb. 5.3 und Anhang,

Seite VIII).

Abb. 5.3. Strukturmotive der PLDs aus WeilRkohl und Arabidopsis.

Die Sequenzen stammen aus der NCBI-Genbank. (Tab. 2.1)

Erstes
HKD-Motiv

Zweites
HKD-Motiv

N =

WeiRkohl-PLD1 DLQ/ARVG TRKI K]

Weil3kohl-PLD2
Arabidopsis-PLDa
Arabidopsis-PLDb
Arabidopsis-PLDgl
Arabidopsis-PLDg2

DLQKARVGHTRKI TD
DLQKARVGHTRKI KN
SVAGAVI GRTYVIVBN
S| SGAVI GRTFVI SN
S| SGAVI GRTFVI SN

/H:m

THHQKI VWVDSEV
THHQKI VWVDSEM
THHQKNVI VDADA
THHGKTVI VDAEA
THHQKTM VDAEA

@

HSKIVWM VDDEYI | VGS
HTKMM VDDEYI | | GS
HSKGWVDDEYWVI GS
HSKGWVDDEFVLI GS
HSKGWVDDEFVLI GS

5.2. Klonierungs- und Expressionsstudien von PLD1 und PLD2

Aufgrund der hohen Homologien im N- und C-terminalen Bereich der pld1- und pld2-
Gene wurden zunachst, wie bereits unter 5.1.2. beschrieben, mit Hilfe der pld1- und
pld2-genspezifischen Primerpaare (PLDlpre und PLD1post sowie PLD2pre und
PLD2post) aus der cDNA Isoenzym-spezifische Matrizen hergestellt. Diese wurden bei
der abschlieRenden PCR (5.2.1. und 5.2.2)) zur Einfiigung der entsprechenden
Restriktionsschnittstellen fur die Klonierung in das gewlinschte Expressionssystem
verwendet.

Aufgrund der sehr starken Homologie der Priméarstrukturen von PLD1 und PLD2 kann
davon ausgegangen werden, dal sich beide Isoenzyme bei der heterologen Expression
in E. coli ahnlich verhalten. Deshalb wurden zur Ermittlung des optimalen Expressions-
systems fir die Expression von pld1l und pld2 nur fir PLD1 verschiedene Konstrukte
hergestellt. Zur Vereinfachung der anschliellenden Reinigung von PLD1 wurden
(5.2.1)).

Daruberhinaus wurde auch ein Tag-freies Konstrukt fur die Expression von PLD1

zunadchst Fusionsproteine mit N- und C-terminalen Tags konstruiert
gewahlt (5.2.2.). Die entsprechenden Expressionssysteme sind in Tabelle 5.4 dargestellt

und charakterisiert.
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Tabelle 5.4. Charakterisierung der Expressionsvektoren fur PLD1.

Vektor Resistenz Promotor Expression Charakterisierung des Tags
pRSET5a Amp T7 cytosolisch kein Tag

pASK-IBA6 Amp Tetracyclin  periplasmatisch  Strepll-tag, N-terminal
pASK-IBA7 Amp Tetracyclin  cytosolisch Strepll-tag, N-terminal
PET20b(+) Amp T7 cytosolisch His-tag, C-terminal

pGEX 4T-2 Amp tac cytosolisch GST-tag, N-terminal

5.2.1. Herstellung und Expression von Fusionskonstrukten der PLD1

Als Reinigungsmodule wurden Strepll-, His- und GST-Fusionstags verwendet (Tab.
5.4). Im Falle des N-terminalen Strepll-tags wurden bei der PCR die bereits hergestellte
und oben erwahnte Isoenzym 1-spezifische Matrize, Pfu-DNA-Polymerase und die
beiden Primer N-IBA-6/7 und C-IBA-6/7 eingesetzt. Das PCR-Produkt sowie die beiden
Vektoren pASK-IBA7 bzw. pASK-IBA6 fiir cytosolische oder periplasmatische
Expression wurden nach der Reinigung mittels Agarosegel-Elektrophorese und
Gelextraktionskit mit Bsal geschnitten, mit Ethanolfallung gereinigt und konzentriert,
ligiert und in E. coli XL1 blue transformiert. Ungewollte Punktmutationen bei der PCR
konnten durch die Sequenzierung des Inserts ausgeschlossen werden.

Zur Konstruktion der PCR-Produkte fiir die His-tag-Fusion wurden die Primer HisPrime
fw und HisPrime rv (Schnittstellen fiir Xba | und Hind Ill), fiir die GST-Fusion die Primer
GSTprime fw und GSTprime rv (Schnittsellen fir BamH | and EcoR 1) verwendet. Die
PCR-Produkte und die zugehodrigen Vektoren (Tab. 5.4) wurden mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und mittels Ethanolféllung gereinigt
und konzentriert. Nach Ligation und Transformation in E. coli XL1 blue wurde die
Insertsequenz wiederum durch Sequenzierung uUberprift. Auch hier konnten keine
Punktmutationen festgestellt werden.

Bei allen beschriebenen Expressionskonstrukten wurden die Plasmide mit pld1-Insert in
den Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert, der bereits das Plasmid
pUBS520 fur die Bereitstellung der zwar in Eukaryonten recht haufigen, jedoch in
Prokaryonten seltenen tRNAs fir die Arginin-kodierenden Tripletts AGA und AGG
enthielt (Brinkmann et al.,, 1989). Nach Anzucht der Transformanten auf Agarplatten
wurden Ubernacht-Kulturen angesetzt. Diese Flissigkulturen dienten als Vorkulturen
und wurden zum Beimpfen der Hauptkultur verwendet.

Um die Expression der Fusionskonstrukte zu optimieren, wurde zunachst die

Induktorkonzentration variiert. Nach Erreichen einer ODggonm VOn 0,5 wurden im Falle
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der Plasmide pGEX-4T-2-pld1l und pET20b(+)-pld1l 0-2 mM IPTG zugesetzt. Im Falle
der Plasmide pASK-IBA6-pldl und pASK-IBA7-pldl wurde die Anhydrotetracyclin-
Konzentration zwischen 0 und 200 ug/l variiert. In allen Fallen wurden Proben
entnommen und die Zellen mit Proteinextraktionspuffer aufgeschlossen. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand auf PLD-Aktivitat getestet bzw. die Proteinextrakte
mittels SDS-PAGE analysiert. Alle PLD1-tag-Fusionskonstrukte zeigten bei allen
Induktorkonzentrationen keine PLD-Hydrolyseaktivitaten sowie kaum erkennbare
Banden entsprechender GroRe im Acrylamid-Gel bzw. im Western-Blot (AK gegen
Strepll-tag und His-tag, nicht gezeigt).

Da ein Absenken der Kultivierungstemperatur und der damit verbundenen Anpassung
der Faltungsbedingungen und Herabsetzung der Proteolysegeschwindigkeit in E. coli
auch Verbesserungen bei der Expression erzielen kann (Schein und Noteborn, 1988),
wurde im nachsten Schritt die Temperatur zwischen 15 und 37 °C variiert. Auch dies
brachte nicht den gewlnschten Erfolg. Es wird vermutet, dal3 N- oder C-terminale Tags

die Ausbildung der rdumlichen Struktur des Enzyms negativ beeinflussen.

5.2.2. Herstellung und Expression des Tag-freien Konstruktes

Zur Herstellung des Tag-freien Konstruktes wurden bei der PCR die bereits genannte
Isoenzym 1-spezifische Matrize, die beiden Primer Isolfw und Isolrv sowie Pfu-DNA-
Polymerase verwendet. Nach Reinigung des PCR-Produktes durch Ethanolfallung und
Restriktionsverdau mit Nde | und Hind Il wurde die DNA in den mit Nde | und Hind Il
linearisierten Vektor pRSET5a (Tab. 5.4) kloniert und in E. coli XL1 blue transformiert.
Nach der Plasmidpraparation konnten Punktmutationen mittels Sequenzierung des
Inserts ausgeschlossen werden.

Auch dieses Plasmid wurde in den Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert,
der bereits das Plasmid pUBS520 enthielt. Zur Optimierung der Expression des Tag-
freien pld1-Gens wurde, wie unter 5.2.1. beschrieben, die Induktorkonzentration
zwischen 0 und 2 mM variiert. Im Gegensatz zu den Fusionskonstrukten konnte hier bei
niedrigen IPTG-Konzentrationen PLD-Aktivitat gemessen werden (Abb. 5.4 A). Mit
Erh6hung der Induktorkonzentration verringerte sich die PLD-Aktivitat, aber die
Zunahme der PLD1-Banden im SDS-Polyacrylamid-Gel mit steigender IPTG-
Konzentration (ab 0,1 mM) deutet auf die zunehmende Bildung von falsch gefaltetem
inaktiven Protein in Form von IBs hin (Abb. 5.4 B).
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Abb. 5.4. EinfluB der IPTG-Konzentration bei der Induktion auf die PLD1-Menge und
Aktivitat. (pPRSET5a-pld1l und pUBS520 in E. coli BL21(DE3), Kultivierungstemperatur: 20 °C,
Medium: 2xYT mit 80 pug/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin, Probennahme bei maximaler
ODgoonm Nach Induktion, PpNP-Test)

A: PLD1-Aktivitdtsbestimmung mittels PpNP-Test; B: SDS-PAGE der Proben, IPTG-
Konzentrationen: 0 mM (Bahn 1), 0,1 mM (Bahn 2), 0,5 mM (Bahn 3), 1 mM (Bahn 4) und 2 mM
(Bahn 5) sowie Molekulargewichtsstandard (Bahn 6).

T T 6 B
£ 1

= 50 A w—-— 04
€

£ 40 -

£

5 ==

£ 30 1 T S -—A43
kv T L

@©

[}

2 20 |

[=]

5 = <—30
£ 10 1

-

a

-

o

omM 01mM 05mM 10mM 20mM
IPTG-Konzentration

Im nachsten Schritt wurde die Temperatur zwischen 15 und 37 °C variiert, ohne die
Expression durch IPTG-Zugabe zu induzieren. Hier zeigte sich, daf3 bei niedrigen
Temperaturen eine hohere PLD-Aktivitéat erhalten werden konnte (Abb. 5.5). Im

gewahlten Temperaturbereich war bei 15 °C die PLD1-Ausbeute maximal.

Abb. 5.5. EinfluR der Kultivierungstemperatur auf die PLD1-Aktivitat.
(PRSET5a-pld1 und pUBS520 in E. coli BL21(DE3), Medium: 2xYT mit 80 pug/ml Ampicillin und

50 pg/ml Kanamycin, Probennahme bei maximaler ODggonm, PLD-Aktivitdtsbestimmung mittels

PpNP-Test)
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Die Variation des pH-Wertes des Kulturmediums zwischen pH 5,5 und 7,5 und die
Zugabe von bis zu 10 mM Kalziumchlorid zum Medium erbrachte keine weitere
Erh6hung der Expressionsrate.

Die optimierten Bedingungen fiir die Expression von PLD1 in aktiver, léslicher Form
lassen sich folgendermalRen zusammenfassen:

- Kulturmedium: 2xYT pH 7,0

- Kultivierung bei 15 °C bis zu einer ODgyonm VON 6-8 (ca. 3 Tage)

- keine Induktion.

5.2.3. Klonierung und Expression von PLD2

Da sich alle Fusionsvarianten bei der Klonierung und Expression von PLD1 als
ungeeignet erwiesen, wurde bei der Klonierung von PLD2 auf jegliche Fusions-
konstrukte verzichtet und nur das Tag-freie Konstrukt von PLD2 hergestellt.

Wie einleitend in Abschnitt 5.2 dargelegt, wurde auch hier zunéchst eine PCR mit den
Primern PLD2pre und PLD2post, die das am 3'- und 5'-Ende verlangerte ORF von PLD2
amplifizierte, durchgefiihrt. Darauf folgte die abschlieende PCR mit den Primern Iso2fw
und Iso2rv, die der Einfihrung der Restriktionsschnittstellen Nde | und Hind Ill in das
PCR-Produkt diente. Nach dem Restriktionsverdau des PCR-Produktes und des
Vektors pRSET5a mit Nde | und Hind Il folgten Reinigung durch Ethanolféllung,
Ligation, Transformation und Sequenziiberprufung, wie bereits bei PLD1 beschrieben.
Aufgrund der bereits optimierten Expression von pldl wurde hier auf eine erneute
umfangreiche Untersuchung verzichtet, da keine grof3en Unterschiede zu erwarten
waren. Nur die IPTG-Konzentration und die Kultivierungstemperatur wurden, wie bei
PLD1 beschrieben, variiert. Wie vermutet, wurden auch hier die gleichen Ergebnisse
erzielt. Ohne Induktion und bei 15 °C konnte die héchste PLD-Aktivitat erreicht werden

(Daten nicht gezeigt).

5.2.4. Optimierung der IB-Erzeugung von PLD1 und PLD2

Wie bei der unter 5.2.2 beschriebenen Optimierung der pld1l-Expression festgestellt
wurde, entstanden bei der Zugabe von mindestens 0,1 mM IPTG unlésliche und inaktive
IBs. Die Expressionsrate wurde jedoch trotz Erhdhung der IPTG-Konzentration im
Kulturmedium (1 bzw. 2 mM) nicht wesentlich gesteigert (Abb. 5.4.B). Wie bei der
Produktion der l8slichen, aktiven Enzyme konnte die IB-Ausbeute durch das Absenken

der Kultivierungstemperatur auf 15 °C betrachtlich gesteigert werden (Abb. 5.6).
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Abb. 5.6. Einflufd der Kultivierungstemperatur auf die IB-Menge von PLD1 bei Induktion mit
0,5 mM IPTG. SDS-PAGE der Proben bei Kultivierungstemperaturen von 15 °C (Bahn 1), 24 °C
(Bahn 2), 30 °C (Bahn 3), 37 °C (Bahn 4) und Molekulargewichtsmarker (Bahn 5). (pPRSET5a-
pld1l und pUBS520 in E. coli BL21 (DE3), LB mit 80 pg/ml Ampicillin und 50 pg/ml Kanamycin,
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5.3. Reinigung der I6slichen PLD-Isoenzyme

5.3.1. Praparation des Bakterien-Rohextraktes

Nach der Zellernte durch Zentrifugation wurden die PLD1- oder PLD2-enthaltenden
Bakterien in AufschluBpuffer homogenisiert und unter Hochdruck mechanisch
aufgeschlossen. In der l6slichen Fraktion wurden zunachst die PLD-Aktivitat und die
Proteinkonzentration bestimmt. Dabei wurden Enzymaktivitaten fir PLD1 bis zu
37,5 umol min?, fir PLD2 bis zu 62,5 pmol min™ je Liter Bakterienkultur erhalten. Die
sich anschlieRende chromatografische Reinigung machte den Zusatz von
Kalziumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 50 mM erforderlich. Der dabei
entstandene Niederschlag wurde durch Zentrifugation abgetrennt. Da dieses Pellet auch
PLD enthielt, wurde die Enzymaktivitat noch einmal im Uberstand bestimmt. Der Verlust
an PLD1 bzw. PLD2 bei diesem Verfahren betrug 38,8 bzw. 27,8 % (Tab. 5.5).

5.3.2. Ca®*-vermittelte hydrophobe Interaktionschromatografie

Die sehr effiziente Reinigung von PLD in nur einem Schritt wurde von Lambrecht und
Ulbrich-Hofmann (1992) entwickelt. Diese Reinigungsmethode beruht auf der Bindung
von PLD aus WeiRkohl an hydrophoben Materialien in Anwesenheit von hohen Ca?*-
Konzentrationen (ca. 50 mM). Zur Elution des gebundenen Enzyms werden dem Protein
Kalziumionen durch Zugabe geringer Mengen an EDTA entzogen. Diese elegante

Reinigungsmethode erwies sich auch fur die Gewinnung der rekombinanten PLD
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geeignet und wurde ohne Anderungen sowohl fiir die Reinigung von PLD1 als auch
PLD2 angewandt. In beiden Féallen konnte eine sehr hohe Reinheit (bis zu 90 %
bezogen auf die Proteinkonzentration) erzielt werden. In Abbildung 5.7.A ist das
Reinigungsprofil der Affinitatschromatografie an Octylsepharose am Beispiel der PLD2
dargestellt. Die meisten Proteine wurden unter den gewahlten Bedingungen nicht an
das Saulenmaterial gebunden. Sowohl Durchlauf (Fraktionen 1-9) als auch
Waschfraktionen (Fraktionen 10-16) enthalten keine PLD-Aktivitat. Nur in den
Elutionsfraktionen 17-22 konnte aktives Protein nachgewiesen werden. Abbildung 5.7.B
zeigt eine typische Reinigung von PLD1 und PLD2. Bei den gereinigten Proben (Bahnen
4 und 6) sind nur wenige verunreinigende bakterielle Proteinbanden zwischen 67 und
94 kDa zu erkennen. Als Negativkontrolle wurde der Rohextrakt aufgetragen, der die
Expression von Vektor pRSET5a ohne pld1- oder pld2-Inserts in BL21 (DE3) zeigt. Aus
der Abbildung 5.7 B ist ersichtlich, dal3 in der Position der PLD-Banden auch einige
bakterielle Proteine zu finden sind. Aufgrund der gewiinschten Nicht-Induktion durch
IPTG-Zugabe nahmen die PLD1- und PLD2-Banden im Rohextrakt im Verlauf der
Kultivierung nicht sichtbar zu. Der Versuch des Nachweises der PLD-Banden im
Rohextrakt mittels Western-Blot scheiterte, da die Herstellung von geeigneten
Antikérpern nicht erfolgreich war. Ein eigens fir diese Zwecke erzeugtes C-terminales
PLD1-Fragment (Aminosaurereste 606-809), hergestellt durch PCR unter Verwendung
der beiden Primer C-Term-fw und C-Term-rv, Subklonierung in pRSET5a und
Gewinnung der IBs, lieferte nach Immunisierung von Kaninchen nicht den gewiinschten
Antikorper. Ein Antikdrper, der gegen ein N-terminales Peptid (Aminosaurereste 37-52
der PLD1 aus Weillkohl) gerichtet war, erwies sich als wenig stabil und mit vielen
Kreuzreaktionen behaftet. Ein von Prof. Dr. Verger und Mitarbeitern (Laboratoire de
Lipolyse Enzymatique, Marseille Cedex, Frankreich) entwickelter und uns zur Verfigung

gestellter Antikdrper gegen PLD aus Sojabohnen flihrte ebenfalls nicht zum Erfolg.
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Abb. 5.7. Reinigung der PLD1- und PLD2-Isoenzyme mittels Ca*-vermittelter

Affinitdtschromatografie.

A) Reinigungsprofil der Affinitdtschromatografie von PLD2 an Octylsepharose.

B) SDS-PAGE von PLD1 und PLD2. Bahn 1: Molekulargewichtsmarker, Bahn 2: Expression
des Vektors ohne pld1l und pld2 (Negativkontrolle), Bahn 3: Bakterien-Rohextrakt mit PLD1,
Bahn 4: gereinigte PLD1, Bahn 5: Bakterien-Rohextrakt mit PLD2, Bahn 6: gereinigte PLD2.
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In Tabelle 5.5 sind die Reinigungsfaktoren und Enzymausbeuten bei der Reinigung
dargestellt. Obwohl die Zellen nicht durch Zugabe von IPTG induziert wurden, konnten
bei der Expression beachtliche Mengen an PLD1 und PLD2 in aktiver, loslicher Form
gebildet werden. Die spezifischen Hydrolyseaktivitdten der Rohextrakte Ubersteigen mit
0,06-0,11 U/mg fiur PLD1 bzw. 0,12-0,15U/mg fir PLD2 den in der Literatur
angegebenen Wert von 5 mU/mg fiir ein Fusionsprotein von PLD2 aus Weil3kohl mit
Glutathion-S-Transferase (Kim et al.,, 1999) um ein Vielfaches, obwohl das hier
verwendete Substrat 1,2-Di-[1-*C]-palmitoyl-PC wesentlich besser umgesetzt werden
sollte als das von uns verwendete synthetische Substrat PpNP.
Die fur die Reinigung an Octylsepharose notwendige CaCl,-Zugabe zum Rohextrakt
bewirkte allerdings eine Reduzierung der PLD-Menge durch Bildung eines Prazipitates,
so dald die Ausbeuten nach diesem Schritt nur noch 61,2 % fur PLD1 bzw. 72,2 % fur
PLD2 betrugen. Bei der sich anschlieBenden Affinitaitschromatografie konnten 75,0 %
(PLD1) bzw. 62,5 % (PLD2) der aufgetragenen Aktivitat wieder eluiert werden. Fur die
Enzymausbeute des gesamten Reinigungsverfahrens ergeben sich demzufolge 45,9 %
fir PLD1 bzw. 45,0 % flur PLD2.
Aus einem Liter Kultur konnten somit 7,5 mg PLD1 bzw. 6,25 mg PLD2 im Rohextrakt
erhalten werden, von denen bis zu 3,4 mg bzw. 2,8 mg Protein in reiner Form isoliert

werden konnten.
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Tabelle 5.5. Ausbeute von PLD1 und PLD2 bei der Reinigung aus dem Bakterien-
Rohextrakt.

Reinigungsschritt spezifische PLD-Aktivitat | Reinigungsfaktor PLD-Aktivitats-
(U/mg) ausbeute (%)

PLD1 PLD2 PLD1 | PLD2 PLD1 PLD2

Bakterien-Rohextrakt 0,06-0,11 0,12-0,15 1 1 100 100

Uberstand nach CaCl,-| 0,05-0,09 0,10-0,12 | ca.0,8 | ca. 0,8 61,2 72,2
Zugabe und Zentrifugation

Ca’*-vermittelte hydrophobe 5,0-8,8 10,0-12,5 | ca. 83 | ca. 83 45,9 45,0

Chromatografie

5.4. Versuche zur Rickfaltung von PLD1 und PLD2 inclusion bodies

Wie bereits unter 5.2. dargestellt, wurden bei Verwendung von 0,5mM IPTG zur
Induktion der Expression PLD1 und PLD2 tberwiegend in Form von IBs gebildet. Diese
wurden nach Zellernte durch Zentrifugation, Homogenisierung der Bakterien in
AufschluBpuffer und nach mechanischem Zellaufschluf3 mittels Hochdruck nach
Rudolph et al. (1996) prapariert. Anschlieend wurden die IBs in DTT-haltigem GdnHCI-
bzw. Harnstoff-Solubilisierungspuffer geldst und die Enzymkonzentration bestimmt. Alle
Versuche zur Renaturierung der Enzyme blieben bisher unbefriedigend. Trotzdem
sollen sie im folgenden kurz beschrieben werden. Die Renaturierungsversuche wurden
jeweils bei 8 °C durchgefiihrt. Bei der Renaturierung wurden den Renaturierungs-
ansatzen nach 2, 5 und 7 Tagen Proben enthommen, die mittels modifiziertem PpNP-
Test auf ihre PLD-Aktivitat hin untersucht wurden. Zur Optimierung des Renaturierungs-
prozesses wurde zunachst der pH-Wert des Puffers zwischen 5,5 und 9,0 variiert. Die
Messungen ergaben eine Optimumskurve. Die Verwendung von Tris/HCI-Puffer pH 7,1
erwies sich dabei als optimal (Daten nicht gezeigt). Im nachsten Schritt wurde versucht,
die optimalen Reduktions-/Oxidationsbedingungen durch Zusatz von DTT bzw. einem
GSSG/GSH-Gemisch als Redoxsystem einzustellen. Wahrend die PLD-Aktivitat im
Glutathion-haltigen Puffer auch nach 5-7 Tagen sehr gering blieb, stieg sie im DTT-
haltigen Puffer Uber einen Zeitraum von 5 Tagen stetig an, wonach sie ein Plateau
erreichte (Daten nicht gezeigt). Diese Begtinstigung der Faltung des Proteins unter
reduzierenden Bedingungen ist neben der Feststellung, dald keine Signalsequenzen
existieren, ein weiterer Hinweis darauf, dal das aktive Enzym im Cytosol vorliegt und
keine Disulfidbriicken enthélt. Im Gegensatz dazu wurde von der PLD aus Streptomyces

antibioticus berichtet, da3 dieses extrazellulare Enzym Disulfidbriicken enthalt, die
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essentiell sind fur die Bildung der Tertiarstruktur und deren Ausbildung ein frihes
Stadium der korrekten Proteinfaltung beeinfluf3t (Iwasaki et al., 2000).

Desweiteren wurde der EinfluR verschiedenster Medienzusétze auf die Renaturierungs-
Ausbeute untersucht. Hierzu wurden dem Basispuffer, der in den meisten Fallen 50 mM
Tris-HCI, pH7,1 (bei 8 °C), 10 mM DTT, 1 mM EDTA und 10 mM CaCl, enthielt,
stabilisierende Zuséatze wie PEG 6000 (0,1-0,4 g/, siehe Abb. 5.8), Glycerol (0-40 %
(v/v)) und L-Arg (0-1 M, Abb. 5.8), Detergenzien, wie z. B. Triton X-100 (0-20 mM) und
Tween 20 (0,005-0,05 % (v/v)), destabilisierende Substanzen, z. B. Harnstoff (0-1,2 M)
und GdnHCI (0-1 M), aber auch andere Zuséatze, wie z. B. CaCl, (0-100 mM, siehe Abb.
5.9), Tris-HCI (bis zu 1M), 1 mg/ml Triton X-100 kombiniert mit Ei-PC (0,1-0,4 mg/ml)
und das reduzierende Agens DTT (bis zu 20 mM) (Review in Rudolph et al., 1996),
zugefugt.

Abb. 5.8. Einflu3 von L-Arginin und PEG 6000 auf die Renaturierung von solubilisierten
PLD1-IBs. Der Basispuffer enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 7,1 (8 °C), 10 mM DTT, 1 mM EDTA und
10 mM CacCl,. Die IBs wurden in 8 M Harnstoff mit 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 8, 0,1 M DTT und
1 mM EDTA solubilisiert (30 pg/ml Protein, Rickfaltung bei 8 °C, Probennahme nach 2, 5 und 7
Tagen).
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Abb. 5.9. EinfluR der CaCl,-Konzentration auf die Renaturierung von solubilisierten PLD1-
IBs. Der Basispuffer enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 7,1 (8 °C), 10 mM DTT, und 1 mM EDTA. Die
IBs wurden in 6 M GdnHCI mit 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 8, 0,1 M DTT und 1 mM EDTA
solubilisiert und anschlielend gegen 4 M GdnHCI dialysiert (50 pg/ml Protein, Ruckfaltung bei

5 °C, Probennahme nach 2 Tagen).
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Grundsatzlich wurden bei allen Renaturierungsversuchen nur sehr geringe PLD-
Aktivitaten gemessen, so daf} die Inkubationszeit des Standardtests auf 3 bzw. 5
Stunden ausgedehnt werden muf3te, um mef3bare Extinktionsanderungen zu erhalten.
Geringe Verbesserungen der Faltung des Proteins brachten der Zusatz an PEG 6000
(0,2 g/l, Abb. 5.8), Glycerol (10-20 %) und Detergenz (Tween 20 und Triton X-100).
Auch die Zugabe von CaCl, im Bereich 10-15 mM zeigte eine geringe Aktivitats-
steigerung (Abb. 5.9). Alle anderen Substanzen verbesserten die Faltung nur
unwesentlich oder verschlechterten sie sogar (z. B. Harnstoff, GdnHCI oder Arginin). Die
Ausbeute lag bei allen Versuchen bei maximal nur 0,06 % bezogen auf die spezifische
Hydrolyseaktivitdt des loslichen Enzyms. Da durch Renaturierung von PLD1-IBs mit
allen getesteten Substanzen keine befriedigende Enzymausbeute erzielt werden konnte,
wurde auf weitere Versuche zur Renaturierung der IBs verzichtet und der Expression
ohne Induktion der Vorrang gegeben, zumal in diesem Fall das Enzym in aktiver, reiner

Form isoliert werden konnte.
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5.5. Biochemische Charakterisierung der Isoenzyme

Die rekombinant gewonnenen Isoenzyme bilden die Grundlage fur weiterfihrende
biochemische Charakterisierungen der PLD. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits
einige ausgewahlte Versuche zur Beantwortung besonders interessanter Fragen

durchgefihrt.

5.5.1. N-terminale Sequenzierung von PLD1 und PLD2

Beide Isoenzyme wurden nach der Reinigung an Octylsepharose mittels SDS-PAGE
durch Blotten auf eine Mikrosequenzierungsmembran (bertragen und durch Dr.
Rucknagel (Max-Planck-Forschungsstelle "Enzymologie der Proteinfaltung”, Halle) N-
terminal sequenziert. Bei beiden Isoenzymen stimmten die ermittelten Sequenzen Ala-
GIn-His-Leu-Leu mit der von der Gensequenz abgeleiteten Methionin-freien N-
terminalen Aminosauresequenz, die fir PLD1 und PLD2 identisch ist, Uiberein. Das laft
die Schluf3folgerung zu, dafd fir die Entfaltung der vollen Enzymaktivitdt bis auf die
Methionin-Abspaltung keine posttranslationalen Prozessierungen am N-Terminus
notwendig sind. Dies steht im Widerspruch zu den Angaben von Abousalham et al.
(1993), die aus WeilRkohl gereinigte PLD ansequenzierten. Aus unseren Ergebnissen
laRt sich ableiten, daf die von Abousalham et al. untersuchte PLD um 36 N-terminale
Aminosauren verkirzt war. Es wird vermutet, da diese PLD-Préaparation mit kiirzeren
Fragmenten verunreinigt war und der vollstandige N-Terminus moglicherweise wegen
einer Blockierung nicht bestimmt werden konnte. Diese Vermutung wird durch eigene
Befunde in der Arbeitsgruppe (R. Schops, unveroffentlicht) gestitzt. Bisher ist es nicht
gelungen, den N-Terminus des aus WeiRkohl isolierten Enzyms (aufgrund des
Laufverhaltens in der SDS-PAGE vermutlich die Isoform 2) aufgrund einer Blockierung
zu bestimmen. Auch von Novotna et al. (1999) wird eine N-terminale Blockierung der
Raps-PLD berichtet.
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5.5.2. Ermittlung der spezifischen Hydrolyseaktivitdt von PLD1 und PLD2

Die spezifische Hydrolyseaktivitat der gereinigten PLD1- und PLD2-enthaltenden Eluate
der Ca®*-vermittelten hydrophoben Interaktionschromatografie wurde durch Messung
der PLD-Aktivitat und der Proteinkonzentration bestimmt. Zur Ermittlung der
hydrolytischen Aktivitat wurde der PpNP-Test verwendet, bei dem Phosphatidyl-p-
nitrophenol als Substrat diente und die Menge an freigesetztem p-Nitrophenol bei einer
Wellenlange von 405 nm bestimmt wurde. Dieser Test wurde urspriinglich von D‘Arrigo
et al. (1995) entwickelt, um die PLD-Aktivitat aus verschiedenen Mikroorganismen
(Streptomyces species, S. chromofuscus) und aus Wirsingkohl zu bestimmen. Der
PpNP-Test lie3 sich jedoch auch auf die PLD aus Weil3kohl Ubertragen, da diese in
Ubereinstimmung mit Hirche et al. (1997) ebenso Substrate mit sekundaren Alkoholen
akzeptiert.

Die Proteinkonzentration in den Elutionsfraktionen wurde mittels Bradford-Test
bestimmt. Die ermittelten spezifischen Aktivitdten von PLD1 und PLD2 betragen, wie in
Tabelle 5.5 angegeben, 5,0-8,8 bzw. 10,0-12,5 pmol min™® mg™. Demnach besitzt PLD2

eine hohere katalytische Wirkung.

5.5.3. Bestimmung der Hydrolyseaktivitdt von PLD1 und PLD2 in Abhangigkeit vom pH-

Wert und von der Ca?"-Konzentration

Bereits 1953 bestimmte Kates das pH-Optimum der Hydrolyseaktivitdt von PLD aus
WeilRkohl, das bei pH 5,0-5,8 lag (Kates, 1953). Davidson und Long (1958) beschrieben
eine Aktivierung der PLD aus Wirsingkohl durch Zugabe von Ca**-lonen. Abousalham et
al. (1993) berichteten, da? das pH-Optimum der PLD aus Wei3kohl in den sauren
Bereich verschoben wird, wenn die Ca®*-Menge im Test erhoht wird. In Gegenwart von
10 mM CacCl, lag das Optimum bei pH 7,5. Bei Anwesenheit von 25 mM CacCl, wurde
ein pH-Optimum von 6,0 gefunden. Die hochste Aktivitat wurde bei 45 mM CacCl,
gemessen, wobei sich das pH-Optimum unter diesen Bedingungen bei pH 5,5 befand.
Die Untersuchung der Aktivitat der beiden rekombinanten Isoenzyme in Abhangigkeit
vom pH und der Kalziumkonzentration sollte Aufschlul3 dariber geben, ob diese
Verschiebungen durch die beiden von uns identifizierten PLD-Isoenzyme verursacht
werden. PLD1 und PLD2 wurden einzeln bei verschiedenen pH-Werten (pH 5,0-8,3) und
CaCl,-Konzentrationen (10-100 mM) inkubiert und ihre Aktivitaten bestimmt (Abb. 5.10).
Es konnte gezeigt werden, dal PLD1 und PLD2 unabhangig von der CaCl,-
Konzentration im Aktivitatstest das gleiche pH-Optimum flr die Hydrolyseaktivitat von

pH 5,5-5,6 haben. Die héchste Aktivitat wurde in Gegenwart von 45 mM Kalziumchlorid
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erreicht. Bei hoheren Konzentrationen stieg sie nicht weiter an. In Abwesenheit von
Kalziumionen betrug die Aktivitat beider Isoenzyme weniger als 10 % der Aktivitat beim
pH-Optimum.

Die von Abousalham et al. (1993) gefundene Abhangigkeit des pH-Optimums von der
Ca**-Konzentration konnte weder mit PLD1 noch mit PLD2 bestétigt werden. Es muR
jedoch betont werden, dal3 sich der hier verwendete Aktivitatstest mit PpNP als Substrat
von dem von Abousalham et al. durchgefiihrten Test unterschied, so daf3 mdgliche
Einflisse des pH-Wertes oder der Ca**-Konzentration auf die Substratbeschaffenheit
(Oberflachenladung, Struktur o. &.) nicht ausgeschlossen werden kénnen. Eine weitere
mogliche Erklarung koénnte die Anwesenheit von bisher beim Weil3kohl noch
unbekannten PLD-Isoenzymen des b- oder gTyps ahnlicher GroRe sein, da eine
amerikanische Arbeitsgruppe fur die PLDb- und PLDglsoenzyme aus Arabidopsis
thaliana ein pH-Optimum im neutralen Bereich angegeben hat (Qin et al., 1997, Pappan
und Wang, 1999a).

Abb. 5.10. Abhangigkeit der Hydrolyseaktivitat von PLD1 (A) und PLD2 (B) vom pH-Wert

und von der Kalziumkonzentration im PpNP-Test.
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5.5.4. Ermittlung der Transphosphatidylierungspotenz von PLD1 und PLD2

Bis auf die hohere spezifische Hydrolyseaktivitat von PLD2 konnten bisher noch keine
weiteren Unterschiede zwischen PLD1 und PLD2 festgestellt werden. Um das Verhalten
der Isoenzyme bei der Katalyse der Transphosphatidylierungsreaktion zu untersuchen,
wurde der von Hirche et al. (1996) entwickelte Aktivitatstest, der in Anwesenheit von
DO-PC und Glycerol im Diethylether/Acetatpuffer-Zweiphasensystem durchgefihrt wird,
verwendet. Nach der Dinnschichtchromatografie wurden die nach Entwicklung der
HPTLC-Platten erhaltenen Banden densitometrisch ausgewertet und die Initial-
geschwindigkeiten fiir Transphosphatidylierung (vr) und Hydrolyse (v4) berechnet. Die
erhaltenen Werte sind in Tabelle 5.6 dargestellt. Das Verhdltnis dieser beiden
Parameter (vi/vy) ist ein Mal} flr die Transphosphatidylierungspotenz der PLD.
Betrachtet man dieses Verhdltnis fir beide Isoenzyme, so ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede. Sowohl fiir PLD1 als auch fir PLD2 war die
Umesterungsrate zweimal hoher als die Hydrolyserate, d. h. ein Drittel des DO-PC
wurde zu DO-PA hydrolysiert, wohingegen die restlichen zwei Drittel zu DO-PG
umgesetzt wurden. Dagegen hat PLD2, wie bei der unter 5.4.2. ermittelten

Hydrolyseaktivitat, auch hier eine hohere Transphosphatidylierungsaktivitat als PLD1.

Tabelle 5.6. Initialgeschwindigkeiten der Transphosphatidylierung (v1) und Hydrolyse (vy)
von DO-PC in Anwesenheit von Glycerol fur PLD1 und PLD2 im Diethylether/Puffer

Zweiphasensystem.

Initialgeschwindigkeit (nmol min™ mI™)

Isoenzym aus WeilRkohl V/Vy
vt Vy

PLD1 23,0+0,7 12,7+19 1,8+0,3

PLD2 339+73 18,2+0,4 19+0,4
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6. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit sollten die molekularbiologischen Grundlagen fir die
Aufklarung der Proteinstruktur und fir die gentechnologische Veranderung der
enzymatischen Eigenschaften von Phospholipase D aus Weillkohl geschaffen werden.
Um das fiur industrielle Synthesen neuartiger Phospholipide noch nicht ausreichend
erforschte Enzym proteinchemisch besser charakterisieren zu kodnnen, sollte ein
Verfahren zur Gewinnung dieses Enzyms in gréfReren Mengen und hoher Reinheit
entwickelt werden. Die Klonierung des zugehérigen Gens und dessen heterologe
Expression in einem geeigneten Mikroorganismus, vorzugsweise E. coli, erschienen
dabei als das Mittel der Wahl. Aufgrund fehlender Informationen Uber die PLD-
Genstruktur in WeilRkohl wurden zunachst Datenbankrecherchen durchgefuhrt, um
pflanzliche, strukturell &hnliche PLDs zu finden, aus denen Primerstrukturen abgeleitet
werden konnten, die fur die Herstellung von Genfragmenten mittels PCR und deren
Sequenzierung notwendig waren.

Bei der Analyse der ermittelten Nukleotidsequenz einiger Fragmente zeigte sich, daf3 in
Weilzkohl zwei strukturell sehr &hnliche pld-Gene exprimiert werden, die nach der
Reihenfolge ihrer Entdeckung mit pldl und pld2 bezeichnet wurden. Beide Gene
enthalten 3 Introns, von denen eines upstream vom Startcodon liegt, die anderen beiden
befinden sich im ORF an vergleichbaren Positionen. pld1 codiert fur ein Protein mit 810
Aminosauren, PLD2 ist um zwei Aminosauren langer. Beide Primarstrukturen sind zu
91 % identisch (und zu 96 % &hnlich) und weisen hohe Homologien zu anderen
pflanzlichen PLD-Vertretern auf. Da beide Isoenzyme dem PLDa-Typ aus Arabidopsis
thaliana am starksten @hneln — bei dieser Pflanze entdeckte man auch b- und gTypen —
wurden sie den PLDas zugeordnet. Wie bei allen anderen pflanzlichen PLDs wurden
auch in PLD1 und PLD2 aus WeilRkohl die beiden hoch konservierten, fur die Aktivitat
essentiellen HKD-Motive und die fur die Kalziumbindung verantwortliche C2-Domé&ne im
N-Terminus der Proteine gefunden. Es wurde angenommen, daf} es sich bei beiden
Isoenzymen um intrazellulare Enzyme handelt, da mittels Signalsequenzrecherche kein
Hinweis auf das Vorhandensein einer Signalsequenz gefunden wurde. Das steht im
Widerspruch zu Literaturbefunden (Abousalham et al., 1993), die fur das
WeilRkohlenzym eine um 36 Aminosauren verkiirzte Sequenz nach N-terminaler
Proteinsequenzierung als die aktive Enzymspezies ansehen und die zusétzliche
Sequenz als Propeptid betrachten.

Die Expression beider pld-Gene in E. coli gelang mittels Klonierung in den Vektor

pRSET5a. Dieser Vektor, der weder N- noch C-terminale Tags enthalt, hat sich als
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vorteilhaft erwiesen, da alle anderen Konstrukte, die eine Fusion mit C- oder N-
terminalen Tags zur Vereinfachung der Reinigung enthielten (Strepll-, His- und GST-
Tag), keine oder nur eine sehr geringe Expressionsrate aufwiesen.

Mit den in pRSET5a klonierten Genen fiir PLD1 und PLD2 gelang es, nach Optimierung
der Expressionsbedingungen PLD-Hydrolyseaktivitaten von 37,5 umol min™ fur PLD1
und 62,5 umol min™ fiir PLD2 im Bakterien-Rohextrakt pro Liter Kultur anzureichern.
Dabei hat sich die Kultivierung der E. coli-Zellen bei einer Temperatur von 15 °C und bei
einem pH von 7,0 als optimal erwiesen. Wahrend ohne Induktion mittels IPTG die
Expression der beiden Gene in Form des aktiven léslichen Enzyms in den genannten
Aktivitdtsausbeuten gelang, wurde nach Induktion mittels IPTG die Expression in Form
von inclusion bodies beobachtet. Bisher ist jedoch die Renaturierung nur mit
unbefriedigenden Ausbeuten verlaufen.

Beide in I6slicher, aktiver Form aus dem Rohextrakt isolierten Isoenzyme konnten mit
der Ca**-vermittelten Affinitatschromatografie an Octylsepharose gereinigt werden. Da
aufgrund der fir die Reinigung bendtigten Kalziumchlorid-Zugabe jedoch grofze Mengen
an PLD1 und PLD2 koprazipitierten (38,8 bzw. 27,8 %), lag die Enzymausbeute
bezogen auf die Aktivitdt bei insgesamt nur 45,9 und 45,0 %. Der Reinigungsfaktor
betrug ca. 83 flr beide Isoenzyme. Die beiden gereinigten Isoenzyme zeigen gegeniber
dem synthetischen Substrat PpNP eine spezifische Hydrolyseaktivitat von 5,0-8,8 bzw.
10,0-12,5 pmol min® mg™ . Diese Werte stimmen mit dem der aus WeiRkohl isolierten
PLD gut tberein. Auch die gelelektrophoretischen Eigenschaften sind vergleichbar. Das
deutet darauf hin, dal? auch in der Pflanze keine Signalsequenzabspaltung und keine
groRenverandernden, posttranslationalen Modifizierungen erfolgen. Die Protein-
sequenzierung der N-Termini ergab den bereits vom ORF abgeleiteten, jedoch Met-
freien N-Terminus.

Beide Isoenzyme entfalten ihre hochste Aktivitat in Anwesenheit von ca. 45 mM CaCl,.
Ohne Zugabe von Ca?*-lonen betragt die Hydrolyseaktivitat weniger als 10 %. Die pH-
Optima der PLD1 und PLD2 liegen bei pH 5,5-5,6, unabhéngig von der CaCl,-
Konzentration im PpNP-Test. Dies steht im Widerspruch zu Literaturangaben
(Abousalham et al., 1993), wo fur eine PLD-Praparation aus Weil3kohl ein weiteres pH-
Optimum bei pH 7,5 in Anwesenheit von 10 mM Ca*" angegeben wird.

Der Vergleich der Messung der Transphosphatidylierungsaktivititen der beiden
rekombinanten Isoenzyme ergab keine gravierenden Unterschiede. Die im
Diethylether/Acetatpuffer-Zweiphasensystem gemessene Transphosphatidylierungsrate
von Huhnerei-PC in Anwesenheit von Glycerol und Wasser war etwa doppelt so hoch
wie die Hydrolyserate. In Bezug auf die Hydrolyse- und Transphosphatidylierungs-

aktivitat zeigte PLD2 eine hdhere Katalyserate als PLD1.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal beide Isoenzyme nach dem
beschriebenen Verfahren in ausreichender Menge und Reinheit fur weiterfiihrende
Struktur- und Funktionsuntersuchungen bereitgestellt werden kénnen. Dartber hinaus
erlauben die gewonnenen molekularbiologischen Erkenntnisse zu PLD1 und PLD2
gezielte Veranderungen der Proteinstruktur zur Modifizierung ihrer Stabilitdts- und

Katalyseeigenschaften.
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Anhang

Anhang

Genstruktur von pld1 und pld2 aus Weil3kohl

blau: Exonbereiche (im ORF: GroRbuchstaben)
gelb: Intronbereiche

mRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

und rot: Stopcodon

Exon 1
gagcttctctctaat cacggat cagat cccgaactcttcgtcttcctccctctgaccacc
------------------------------------------------- ctctgaccacc
----------------------- acagattcttcttcctctctcaccaccgatttagttt
------------------------------------------- caccaccgatttagttt
gactccgatctcgCa-=--=------------- - oo
gactccgatctcgcagttagtctttctctctctctctctgtgaatctcaccecgettgttt

caaggaat Ctt geaa---------=--==“"“““@ -
caaggaat cttgcaagttagtctttctctgaatctcttttgtacattcatcgctttgaat

gat gagt t gaact cgcaaactctatcctcatctgtgtaggtttcttatttatatactctg

Intron 1

aagct aaaacttcaattatttgtgtacggagggattgagtatacattatttggat aaact

--------------- gt gat aaaATCGCGCAGCATCTGTTGCATGGTACTTTGCACGCTA
--------------- gt gat aaa/ATCGCGCAGCATCTGTTGCATGGTACTTTGCACGCTA
------------------- at caATCGCGCAGCATCTGT TGCACGGGACTTTGCACGCTA

aat at gt gt t gaacggaagat ca GCGCCAGCATCTGI TGCACGGGACTTTGCACGCTA

Exon 2
CGATCTATGAAGT TGATGACCTCCACACTGGTGGACTCAGGTCCGECTTCT TG - - GGCA
CGATCTATGAAGT TGATGACCTCCACACTGGTGGACTCAGGTCCGECTTCTTC- - - GGCA
CCATCTATGAAGT TGATGCCCTCCACACTGGTGGTCTCAGGTCTGCAGGCTTCCTTGGCA
CCATCTATGAAGT TGATGCCCTCCACACTGGTGGTCTCAGGTCTGCAGGCTTCCTTGGCA

Intron 2

ACgt at at at t at gt t at ggaat at gat at t cct gaagct gt aacat aaagagacaat t t

60
11
37
17

75
71
52
77

75
131

137

75
191

197

75
251

257

75
311

317

75
367

377

75
367
52
437

120
412

93
497

177
469
153
557

179
529
155
617



Anhang

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

Intron 2

Exon 3
______________ ATTCTGGCTAATGT AGAAGAGACCATTGGT GT TGGCAAAGGAGAAA
aaaaaaaaat t cagATTCTGGCTAATGTAGAAGAGACCATTGGT GT TGGCAAAGGAGAAA
______________ ATTATATCAAATGT TGAAGAGACAAT TGGT TTCGGCAAAGGAGAAA
--------- t t cagATTATATCAAATGT TGAAGAGACAAT TGGT TTCGGCAAAGGAGAAA

CACAGCTGTACGCAACGATCGATCTCCAAAGAGCCAGAGT TGGTCGAACAAGAAAGATCA
CACAGCTGTACGCAACGATCGATCTCCAAAGAGCCAGAGT TGGTCGAACAAGAAAGATCA
CACAGCTCTACGCAACGATCGATCTACAAAAACGCTAGAGT TGGTAGAACCAGGAAGATCA
CACAGCTCTACGCAACGATCGATCTACAAAAACCTAGAGT TGGTAGAACCAGGAAGATCA

AGGACGAAGCCAAAAACCCAAAATGGTACGAGT CCTTTCACATCTACTGCGCCCACTTGG
AGGACGAAGCCAAAAACCCAAAATGGTACGAGT CCTTTCACATCTACTGCGCCCACTTGG
CAGACGAGCCCAAGAACCCAAAGT GGTATGAGT CCTTCCACATCTACTGTGCCCACATGG
CAGACGAGCCCAAGAACCCAAAGT GGTATGAGT CCTTCCACATCTACTGTGCCCACATGG

CTTCCGACATCATCTTCACCGT CAAGGACGACAACCCCAT CGGCGCCACCCT CATCGGAA
CTTCCGACATCATCTTCACCGT CAAGGACGACAACCCCAT CGGCGCCACCCTCATCGGAA
CTTCAGACATCATCTTCACCGT TAAAGACGATAACCCCATAGGAGCCACACT CATCGGGA
CTTCAGACATCATCTTCACCGT TAAAGACGATAACCCCATAGGAGCCACACT CATCGGGA

GAGCCTACGT CCCCGT CGACCAAGT CATCCACGGCGAGGAAGT CGACCAGT GGGT TGAGA
GAGCCTACGT CCCCGTCGACCAAGT CATCCACGGCGAGGAAGT CGACCAGT GGGT TGAGA
GAGCGTACGT CCCTGT CGACGAAGT CATCAACGGCGAGGAAGTAGAAAAATGGGT TGAGA
GAGCGTACGT CCCTGT CGACGAAGT CATCAACGGCGAGCAAGTAGAAAAAT GGGT TGAGA

TATTAGACAACGACAGAAACCCCAT CCACGGAGGGT CCAAGATCCACGT GAAGCTCCAGT
TATTAGACAACGACAGAAACCCCAT CCACGGAGGGT CCAAGATCCACGT GAAGCTCCAGT
TCCTGGACGACGACAGGAACCCAAT CCACGGAGAGT CCAAGATTCACGT CAAACTCCAGT
TCCTGGACGACGACAGGAACCCAAT CCACGGAGAGT CCAAGATTCACGT CAAACTCCAGT

ACTTCGGECGT CGAGGCGGAT CGTAACT GGAACCAAGGT ATCAAGAGCGCTAAGT TCCCTG
ACTTCGGCGT CGAGGCGGAT CGTAACT GGAACCAAGGT ATCAAGAGCGCTAAGT TCCCTG
ACTTCGCCGT TGAGGCGGAT CGAAACT GGAACAT GGGAGT CAAAAGCGCTAAGT TCCCTG
ACTTCGCCGT TGAGGCGGATCGAAACT GGAACAT GGGAGT CAAAAGCGCTAAGT TCCCTG

GAGTCCCTTACACGT TCTTCTCCCAGAGGCAGGGATGCAAAGT CTCTCTCTACCAAGACG
GAGTCCCTTACACGT TCTTCTCCCAGAGGCAGGGATGCAAAGT CTCTCTCTACCAAGACG
GAGTGCCTTACACGT TCTTCTCCCAGAGACAGGECTGCAAAGT TTCTTTGTACCAAGGECG
GAGTGCCTTACACGT TCTTCTCCCAGAGACAGGGCTGCAAAGT TTCTTTGTACCAAGECG

CTCACATTCCGGACAACT TCGT CCCGAGGAT CCCTCT CGCTGGAGGGAAGAACTACGAGC
CTCACATTCCGGACAACT TCGT CCCGAGGAT CCCTCTCGCTGGAGGGAAGAACTACGAGC
CTCATGTTCCGGATAACT TCGTCCCCAAGATTCCTCTCCCTGGT GGGAAGAACTACGAGC
CTCATGTTCCGGATAACT TCGTCCCCAAGATTCCTCTCGCTGGT GGGAAGAACTACGAGC

CTCAGAGGT GCTGGGAGGATATTTTCGACGCGATAAGCAACGCGCAGCATATGATCTACA
CTCAGAGGT GCTGGGAGCGATATTTTCGACGCGATAAGCAACGCGCAGCATATGATCTACA
CTCACAGATGCTGGGAGGATATTTTCGACGCGATAACCAACGCGAAACATTTGATCTACA
CTCACAGATGCTGGGAGCGATATTTTCGACGCGATAACCAACGCGAAACATTTGATCTACA

TCACTGGATGGTCTGTGTATACTGAGATTGCCT TGGT TAGAGACT CCAGGAGGCCGAAGC
TCACTGGATGGTCTGTGTATACTGAGATTGCCT TGGT TAGAGACT CCAGGAGGCCGAAGC
TTACTGGATGGTCTGT TTACACTGAGATCACT TTGGT GAGAGACT CGAGGAGGCCTAAAC
TTACTGGATGGTCTGT TTACACTGAGATCACTTTGGT GAGAGACT CGAGGAGGCCTAAAC

179
589
155
642

179
649
155
642

225
709
201
693

285
769
261
753

345
829
321
813

405
889
381
873

465
949
441
933

525
1009
501
993

585
1069
561
1053

645
1129
621
1113

705
1189
681
1173

765
1249
741
1233

825
1309
801
1293
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MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

Exon 3
CTGGAGGAGACGT GACCGT TGGCGAGCT GCTTAAAAAGAAAGCTAGCGAAGGT GTTAGGG
CTGGAGGAGACGT GACCGT TGGCGAGCT GCTTAAAAAGAAAGCTAGCGAAGGT GTTAGGEG
CAGGAGGTGATATGACTCTCGGCGAGT TACTTAAAAAGAAAGCTACCGAAGGCGT TAGGG
CAGGAGGTGATATGACT CTCGGCGAGT TACTTAAAAAGAAAGCTACCGAAGGCGT TAGGEG

TTCTTCTCCTTGT GT GGGATGATAGAACAT CCGT CGATGT GT TGAAGAAAGACGGTCTCA
TTCTTCTCCTTGI GT GGGATGATAGAACATCCGT CGATGT GT TGAAGAAAGACGGT CTCA
TTCTGTTACTTGT GT GGGACGACAGAACCT CCGT TGATGT TTTAAAAAAAGACGGTCTCA
TTCTGTTACTTGI GT GGGACGACAGAACCTCCGT TGATGT TTTAAAAAAAGACGGT CTCA

TGGCTACTCATGATGAAGAAACCGAGAATTTCT TCAGAGGAAGCGACGT TCATTGTATTC
TGGCTACTCATGATGAAGAAACGGAGAATTTCTTCAGAGGAAGCGACGT TCATTGTATTC
TGGCTACTCACGATGAAGACACT GAGAACTACT TCAACGGTAGCCGAAGTGCATTGTGTGT
TGGCTACTCACGATGAAGACACT GAGAACTACT TCAACGGTAGCGAAGTGCATTGTGTGT

TCTGTCCTCGTAACCCT GATGACGGT GGTAGCATAGT CCAGAACT TGCAGGT CTCAGCCA
TCTGTCCTCGTAACCCT GATGACGGT GGTAGCATAGT CCAGAACT TGCAGGT CTCAGCCA
TGTGTCCACGTAACCCT GACGACGGT GGTAGCATAGT CCAAAACT TGCAAGT CTCAGCCA
TGTGTCCACGT AACCCT GACGACGGT GGTAGCATAGT CCAAAACT TGCAAGT CTCAGCCA

TGTTCACGCACCATCAGAAGATCGT TGT TGT GGACAGCGAGAT GCCGAGCE- - - GAGGAG
TGTTCACGCACCATCAGAAGATCGT TGT TGT GGACAGCGAGAT GCCGAGCE- - - GAGGAG
TGTTCACGCACCACCAGAAGATCGTAGT TGT GGACAGCGAGGT GCCGAGCCAAGGAGGAG
TGTTCACGCACCACCAGAAGAT CGTAGT TGT GGACAGCGAGGT GCCGAGCCAAGGAGGAG

GITCACAGATGAGGAGCGATCGTGAGT TTTGT TGGTGGGATCGATCTCTGTGATGGACGT T
GITCACAGATGAGGAGGATCGTGAGT TTTGT TGGTGGGATCGATCTCTGTGATGGACGT T
GGTCCGAGAT GAGGAGGATCATGAGCT TTGT CCGAGGTATTGATCTCTGCGACGGACGT T
GGTCCGAGAT GAGGAGGATCATGAGCT TTGT CGGAGGTATTGATCTCTGCGACGGACGT T

ACGACACTCCTTTCCACTCCTTGT TCAGGACGT TGGACACTGTCCACCACGACGACTTCC
ACGACACTCCTTTCCACTCCTTGT TCAGGACGT TGGACACTGT CCACCACGACGACTTCC
ACGACACTCCTTTCCACTCCTTGI TCAGGACGT TGGACACGGT GCACCACGATGACTTCC
ACGACACTCCTTTCCACTCCTTGT TCAGGACGT TGGACACGGT GCACCACGATGACTTCC

ACCAGCCTAACT TCACCGGECGCCGCCAT CACCAAAGCCGEECCGAGEGAGCCT TGGECACG
ACCAGCCTAACT TCACCGGCGCCGCCAT CACCAAAGGCGGEGECCGAGGEGAGCCT TGECACG
ATCAGCCTAACT TCACCGGT GCT TCGATCACCAAAGGT GGT CCTAGGGAGCCT TGGECAGG
ATCAGCCTAACTTCACCGGT GCTTCGATCACCAAAGGT GGTCCTAGGGAGCCT TGGCAGG

ACATCCACTCTCGCCTCGAAGGT CCCATCCCTTGGGATGT TTTGTACAACT TCGAGCAGA
ACATCCACTCTCGCCTCGAAGGT CCCATCCCTTGGGATGT TTTGTACAACT TCGAGCAGA
ACATCCACTCTCGT CTCGAAGGT CCAATCCCTTGGGATGT TTTGTACAACT TCGAGCAGA
ACATCCACTCTCGT CTCGAAGGT CCAATCCCTTGGGATGT TTTGTACAACT TCGAGCAGA

GGTGGAGCAAGCAAGGT GGTAAAGACATTCTCGT TAAGCT GAGGGAGCTTAGTGATATCA
GGTGGAGCAAGCAAGGT GGTAAAGACAT TCTCGT TAAGCTGAGGGAGCTTAGTGATATCA
GATGGAGCAAGCAAGGT GGTAAAGACATTCTCGT TAAGT TGAGAGAGCTTAGTGATATTA
GATGGAGCAAGCAAGGTGGTAAAGACATTCTCGT TAAGT TGAGAGAGCTTAGTGATATTA

TCATCACACCTTCTCCCGT TATGT TCCAAGAGGAT CACGACGT GT GGAATGT GCAGCTGT
TCATCACACCTTCTCCCGT TATGI TCCAAGAGGAT CACGACGT GTGGAATGT GCAGCTGT
TCATCACTCCTTCTCCTGT TATGI TCCAAGAGGAT CACGACGT GTGGAACGT CCAGCTCT
TCATCACTCCTTCTCCTGI TATGI TCCAAGAGGAT CACGACGT GT GGAACGT CCAGCTCT

TTAGATCCATCGACGGT GGAGCT GCTGCTGEGT TCCCTGAGT CGCCTGAAGCTGCTGCTG
TTAGATCCATCGACGGT GGAGCTGCTGCTGGEGT TCCCTGAGT CGCCTGAAGCTGCTGCTG
TTAGATCTATAGACGGT GGAGCT GCCGCTGEGT TTCCTGATTCACCTGAAGTAGCTGCTG
TTAGATCTATAGACGGT GGAGCTGCCGCTGEGT TTCCTGATTCACCTGAAGTAGCTGCTG

AAGCTGGT CTTGT GAGT GGTAAGGATAACAT CATTGATAGAAGCATCCAAGATGCTTACA
AACGCTGGT CTTGT GAGT GGTAAGGATAACAT CATTGATAGAAGCATCCAAGATGCTTACA
AAGCTGGT TTGGTAAGT GGTAAGGACAAT GT CATTGACAGGAGT ATCCAAGACGCTTACA
AACGCTGGT TTGGTAAGT GGTAAGGACAAT GT CATTGACAGGAGT ATCCAAGACGCTTACA

TTCACGCTATCCGT CGCGCTAAAGACTTCATCTACATTGAGAATCAGTACTTCCTTGGAA
TTCACGCTATCCGT CGCGCTAAAGACTTCATCTACATTGAGAATCAGTACTTCCTTGGAA
TTCACGCCATAAGACGT GCTAAAGACTTCATCTATATCGAGAACCAGTACTTCCTTGGAA
TTCACGCCATAAGACGT GCTAAAGACTTCATCTATATCGAGAACCAGTACTTCCTTGGAA

885
1369
861
1353

945
1429
921
1413

1005
1489

981
1473

1065
1549
1041
1533

1122
1606
1101
1593

1182
1666
1161
1653

1242
1726
1221
1713

1302
1786
1281
1773

1362
1846
1341
1833

1422
1906
1401
1893

1482
1966
1461
1953

1542
2026
1521
2013

1602
2086
1581
2073

1662
2146
1641
2133



Anhang

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

Exon 3
GCTCTTTTGCTTGGEGCAGCTGATGGTATCACTCCTGAGGACATCAACGCTCTGCACTTGA
GCTCTTTTGCTTGGECAGCTGATGGTATCACTCCTGAGGACATCAACGCTCTGCACTTGA
GCTCCTTTGCTTGGEECTGCTGATGGTATCACTCCTGAAGACATCAATGCCCTGCATCTGA
GCTCCTTTGCTTGGEGCTGCTGATGGTATCACTCCTGAAGACATCAATGCCCTGCATCTGA

TCCCAAAAGAGCT GTCCTTAAAGATCGT TAGCAAGAT TGAGAAGGGAGAGAAGT TCAGGG
TCCCAAAAGAGCT GTCCTTAAAGATCGT TAGCAAGAT TGAGAAGCGAGAGAAGT TCAGEG
TCCCAAAGGAGT TGTCTCTCAAGATCGT TGACAAGAT CGAGAAAGGAGAGAAGT TTAGGG
TCCCAAAGGAGT TGTCTCTCAAGATCGT TGACAAGAT CGAGAAAGGAGAGAAGT TTAGCG

TTTATGITGT GGT GCCGAT GT GGCCGGAAGGT CTTCCGGAGAGT GCATCAGT GCAAGCTA
TTTATGITGTGGTGCCGAT GT GGCCGGAAGGT CTTCCGGAGAGT GCATCAGT GCAAGCTA
TTTATGITGT GGT TCCGATGT GGCCT GAAGGT AT CCCGGAGAGT GCATCGGT GCAAGCTA
TTTATGITGTGGT TCCGATGT GGCCTGAAGGT AT CCCGGAGAGT GCATCGGT GCAAGCTA
TATTGGAT TGECAGAGGAGGACCATGCAGATGATGTACAAGGATATTGT TCAAGCTCTTA
TATTGGATTGGCAGAGGAGGACCATGCAGATGATGTACAAGGATATTGT TCAAGCTCTTA
TATTGGAT TGECAGAGGAGGACCT TGGAGAT GATGTACAAGGATGT TACTCAGECTCTCA
TATTGGATTGGCAGAGGAGGACCT TGGAGATGATGTACAAGGATGT TACTCAGGCTCTCA
GGGCTCAGGGCTTAGAGGAAGATCCTAGAAACTATCTGACGT TCTTCTGCTTAGGAAACC
GGGCTCAGGECT TAGAGGAAGATCCTAGAAACTATCTGACGT TCTTCTGCTTAGGAAACC
GGGCTCAGGGGT TGGAGGAAGATCCTAGGAACTATCTGACGT TCTTCTGCCTTGGAAACC
GGGCTCAGGGEGT TGGAGGAAGATCCTAGGAACTATCTGACGT TCTTCTGCCTTGGAAACC
GTGAGGT TAAGAAAGAAGGAGAGT AT GAGCCAGCAGAGAGACCAGACGCTGACT CGAGCT
GT'GAGGT TAAGAAAGAAGGAGAGT AT GAGCCAGCAGAGAGACCAGACGCTGACT CGAGCT
GCGAGGT TAAGAAAGAAGGAGAGT AT GAGCCT GCGGAGAGACCAGACCCTGACACAGACT
GCGAGGT TAAGAAAGAAGGAGAGT AT GAGCCT GCGGAGAGACCAGACCCTGACACAGACT
ATATGAAGCCACAAGAAGCACGT CGCTTCATGATCTACGT CCACACCAAAATGATGATCG
ATATGAAGGCACAAGAAGCACGT CGCTTCATGATCTACGT CCACACCAAAATGATGATCG
ATATGAGGECGCAAGAGGCACGT CGCTTCATGATCTACGT CCATAGCAAAATGATGATTG
ATATGAGGGECGCAAGAGGCACGT CGCTTCATGATCTACGT CCATAGCAAAATGATGATTG

Intron 3

aatcatattttgtgaatagtttatatattttgaatatattttcgttagtttcattagttt

1722
2206
1701
2193

1782
2266
1761
2253

1842
2326
1821
2313

1902
2386
1881
2373

1962
2446
1941
2433

2022
2506
2001
2493

2082
2566
2061
2553

2082
2626
2061
2613

2082
2686
2061
2673

2082
2746
2061
2733

2082
2806
2061
2793

2082
2866
2061
2853

2082
2926
2061
2913



Anhang

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
nMRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

Intron 3

ct agagagtttttgcat at at at at at gcgt gt gt gt gt gact cact t gacct attt gca

- TTGACGATGAATATATCATCATTGGATCTGCTAACAT CAACCAGAGGT CGATGGATGGT
gTTGACGATGAATATATCATCATTGGATCTGCTAACAT CAACCAGAGGT CGATGGATGGT
- TTGACGATGAGTACATTATCGT CGGGT CTGCTAACAT CAACCAGAGGT CAATGGATGGT
gTTGACGATGAGTACATTATCGI CGGGT CTGCTAACAT CAACCAGAGGT CAATGGATGGT

Exon 4
GCGAGGGACTCTGAGAT TGCAATGGGAGGCTACCAACCACATCACTTGTCACATAGACAA
GCGAGGGACTCTGAGAT TGCAAT GGGAGGCTACCAACCACATCACTTGTCACATAGACAA
GCAAGGGACT CTGAGATAGCAAT GGGAGGGTATCAACCACATCACTTGTCACATAGACAA
GCAAGGGACT CTGAGATAGCAAT GGGAGGGTATCAACCACATCACTTGTCACATAGACAA

CCAGCTCGT GGACAGATCCATGGGT TCCGCATGT CACTCTGGTACGAACACCTAGGAATG
CCAGCTCGT GGACAGATCCATGGGT TCCGCATGT CACTCTGGTACGAACACCTAGGAATG
CCAGCTCGT GECCAGGT CCATGGGT TCCGTATGTCACTCTGGTACGAACACTTGCGAATG
CCAGCTCGT GECCAGGT CCATGGGT TCCGTATGT CACTCTGGTACGAACACTTCGGAATG

CTCGATGAGACCT TCCTCGATCCATCAAGCGT GGAATGCAT TGAGAAAGT TAACCCCATT
CTCGATGAGACCTTCCTCGATCCATCAAGCGT GGAATGCAT TGAGAAAGT TAACCGCATT
CTCGACGAGACGT TCCTAGATCCCTCGAGCT TGGAATGCAT TGAGAAAGT TAACCCCATT
CTCGACGAGACGT TCCTAGATCCCTCGAGCT TGGAATGCAT TGAGAAAGT TAACCGCATT

TCTGACAAGTATTGGGACT TATACT CGAGCGAGT CACT TGAACATGACCTTCCCGGTCAC
TCTGACAAGTATTGGGACT TATACT CGAGCGAGT CACT TGAACATGACCTTCCCGGTCAC
GCTGATAAGTACTGGGACTTTTACT CAAGCGAGT CACTGGAACATGACCTTCCTGGTCAC
GCTGATAAGTACTGGGACTTTTACT CAAGCGAGT CACTGGAACATGACCTTCCTGGTCAC

TTGCTACGCTACCCTGT TGATGTAGACGGT GAAGGTGACGTCACTGAGT TTCCCGGATTT
TTGCTACGCTACCCTGT TGATGTAGACGGT GAAGGTGACGTCACTGAGT TTCCCGGATTT
TTGCTGCGCTACCCGATTAGT GTGGACAAT GAAGGTAATATCACTGAGCTTCCAGGATTT
TTGCTGCGCTACCCGATTAGT GTGGACAATGAAGGTAATATCACTGAGCTTCCAGGATTT

GAGTTCTTCCCTGACACAAAGGCTCGTATCCTTGGAACCAAATCTGACTACTTGCCTCCA
GAGT TCTTCCCTGACACAAAGGCTCGTATCCTTGGAACCAAATCTGACTACTTGCCTCCA
GAGTTCTTCCCAGACT CAAAGGCCCGT AT CCTCGGAAACAAAGTAGACTACCTGCCTCCA
GAGT TCTTCCCAGACT CAAAGGCCCGT AT CCT CGGAAACAAAGTAGACTACCTGCCTCCA

Stop
ATCCTTACAACCTACgt t t cact t gggt at gcctt aacaat gaacttctctgtctttgaa
ATCCTTACAACCTACGgt t t cact t gggt at gcctt aacaat gaacttctctgtctttgaa
ATCCTTACAACTTAAgct cact gt ct ct acat t gct gct gcagt agcttt gaat aaattg
ATCCTTACAACTTAAgct cactgtctctacattgectgetge-------------------

taaactgagtgtctgtgtctacttttagaactaataagttggtcgttggtgtggtatgtt



Anhang

MRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

nmRNA PLD1
DNA PLD1
MRNA PLD2
DNA PLD2

MRNA PLD1

Exon 4
gcattttcacccctttggttttaattcgtgcaat gacat ggt gagaatgttagctttgtg

2681
3449
2660
3614

2741
3449
2702
3614

2793
3449
2702
3614

\'!



Anhang Vil

Primarstruktur von PLD1 und PLD2 aus WeilRkohl
blau: identische Aminosauren
gelb: Sequenzunterschiede

PLD1 MAQHLLHGTLHATI YEVDDLHTGGLRS- GFFGKI LANVEETI CVGKGETQLYATI 54
PLD2 MAQHLLHGTLHATI YEVDALHTGGLRSAG-LGKI | SNVEETI CFGKGETQLYATI 55

PLD1 DLCRARVGRTRKI KDEAKNPKWYESFHI YCAHLASDI | FTVKDDNPI GATLI GRA 109
PLD2 DLCKARVGRTRKI TDEPKNPKWYESFHI YCAHVASDI | FTVKDDNPI GATLI GRA 110

PLD1 YVPVDQVI HGEEVDQWEI LENDRNPI HCGSKI HVKLQYFGVEADRNWNQCI KSA 164
PLD2 YVPVDEVI NGEEVEKW/EI LEDDRNPI HCESKI HVKLQYFAVEADRNVWAMCGVKSA 165

PLD1 KFPGVPYTFFSQRQGCKVSLYCDAHI PDNFVPRI PLAGGKNYEPQRCWEDI FDAI 219
PLD2 KFPGVPYTFFSQRQGCKVSLYCGAHVPDNFVPKI PLAGGKNYEPHRCWED! FDAI 220

PLD1 SNAQHM Yl TGASVYTEI ALVRDSRRPKPGGEVTVGELLKKKASEGVRVLLLWD 274
PLD2 TNAKHLI YI TGASVYTEI TLVRDSRRPKPGGEDMILGELLKKKATEGVRVLLLWD 275

PLD1 DRTSVDVLKKDGLMATHDEETENFFRGSDVHCI LCPRNPDDGGSI VONLQVSAMF 329
PLD2 DRTSVDVLKKDGLMATHDEDTENYFNGSEVHCVL CPRNPDDGGSI VONLQVSAMF 300

PLD1 THHXKI VWVDSEMPSR- GGSQVRRI VSFVGE DLCDGRYDTPFHSLFRTLDTVHH 383
PLD2 THHXKI VVWWDSEVPSQGGGSEMRRI MSFVGE DLCDGRYDTPFHSLFRTLDTVHH 385

PLD1 DDFHQPNFTGAAI TKGGPREPWHDI HSRLEGPI AWDVLYNFEQRWEKQGGKDI LV 438
PLD2 DDFHOQPNFTGASI TKGGPREPWQDI HSRLEGPI AWDVL YNFEQRWEKQGGKDI LV 440

PLD1 KLRELSDI | | TPSPVM-QEDHDVWWVQLFRSI DGGAAAG-PESPEAAAEAGLVSG 493
PLD2 KLRELSDI | | TPSPVM-QEDHDVWWVQLFRSI DGGAAAG-PDSPEVAAEAGLVSG 495

PLD1 KDNI | DRSI QDAYI HAI RRAKDFI YI ENQYFLGSSFAWAADG TPEDI NALHLI P 548
PLD2 KDNVI DRSI QDAYI HAI RRAKDFI YI ENQYFLGSSFAWAADG TPEDI NALHLI P 550

PLD1 KELSLKI VSKI EKGEKFRVYVWPMAPECL PESASVQAI LDWQRRTMOVMYKDI V' 603
PLD2 KELSLKI VDKI EKGEKFRVYVWPMAPECI PESASVQAI LDWQRRTLEMMYKDVT 605

PLD1 QALRAQGLEEDPRNYLTFFCLGNREVKKEGEYEPAERPDADSSYNVKAQEARRFM 658
PLD2 QALRAQGLEEDPRNYLTFFCLGNREVKKEGEYEPAERPDPDTDY VRACQEARRFM 660

PLD1L YVHTKMM VDDEYI I I GSANI NQRSVDGARDSE! AMGGYQPHHLSHROQPARGCI H - 713
PLD2 YVHSKMM VDDEYI | VGSANI NQRSVMDGARDSEI AMGGYQPHHL SHRQPARGCVH 715

PLD1 GFRVSLWYEHLGWVLDETFLDPSSVEC! EKVNRI SDKYWDL YSSESLEHDL PGHL L 768
PLD2 GFRVSLWYEHLGWVLDETFLDPSSLEC!I EKVNRI ADKYWDFYSSESLEHDL PGHLL 770

PLD1 RYPVDVDGECDVTEFPGFEFFPDTKARI LCTKSDYLPPI LTT 810
PLD2 RYPI SVDNECNI TELPGFEFFPDSKARI LCNKVDYLPPI LTT 812



Anhang Vil
Aminosauresequenzen bisher bekannter pflanzlicher PLDs vom a-Typ
(Ubernommen aus Pappan et al., 1997)
gelb: saure Ca**-bindende Aminoséuren
, rot: HKD-Motive

Wi Rkohl - PLD1  MAQHLLH DDLHT NVEETI GVGKGE DL 56
Vi Rkohl - PLD2  MAQHLLH DALHT NVEETI GFGKGE DL 57
Ar abi dopsi s MAQHL LH DALHG NVEETI GVGKGE DL 56
Crat.-PLD1 MAQ! LLH DQLHS NI EETVGFGKGT DL 55
Crat.-PLD2 MARI LLH DRLHA NI EEKVGFGKGT DL 55
Mai s MAQI LLH ESLSN G EDTVGVGKGA DL 60
Pi mpi nel | a MAKTLLH DHLKA LV----- LAKGT DL 55
Rei s MAQMLLH ASLSN G EDTVGVGKGA DL 60
Ri zi nus MAQ SLH DKLHS NI EETVGFGKGV! DL 55
Tabak MAQI LLH DNLQX HVEETI GFGKGT DL 55
Tomat e MAQI QLH DNLQG HFEETVG GKGT DL 56
Vi gna MAQ! LLH DELHG NI EETVG GKGV DL 55
Wi Bkohl - PLDL QA KDE HI YCAHLA DDNPI G PVDQV 116
Wi Bkohl - PLD2 Q<A TDE HI YCAHVA DDNPI G PVDEV 117
Ar abi dopsi s QA KNE HI YCAHLA DDNPI G PVDQV 116
Crat.-PLD1 EKA EHE HI YCAHVA DDNPI G PVQEl 115
Crat.-PLD2 EKA EHE HI YCAHLA DDNPI G PVRDV 115
Mai s EKA SNE HI YCAHVA | DNSI G AVQDL 120
Pi mpi nel | a DKA ENE HI YCGHPS DDNPI G PVHEL 115
Rei s EKA TNE HI YCAHVA | DNPI G PVQEL 120
Ri zi nus EKA ENE HVYCAHQA DDNPI G PVEEL 115
Tabak EKA KNE HI YCAHVA DDNPI G PVEEL 115
Tomat e EKA ENE HI YCAHVA DDNPFG PVEEL 116
Vi gna EKA ENE HI YCGHLA DDNPI G PVSEV 115
Vi Rkohl - PLD1 | HGE L DNDRNPI HGGSKI HVKL QYFGVEADRNWNQG KSAKFPGVPYTFFSQ 176
Wi Bkohl - PLD2 | NGE L DDDRNPI HGESKI HVKL QYFAVEADRNWNMGVKSAKFPGVPYTFFSQ 177
Ar abi dopsi s | NGE L DNDRNPI QGGSKI HVKL QYFHVEEDRNWNMG KSAKFPGVPYTFFSQ 176
Crat.-PLD1 LDGE L DNDKNPI SGESKI HVKL QYFDVTRDLNWNRG KSVKYPGVPYTFFAQ 175
Crat.-PLD2 LDGE LDNNKNPI RGESKI HVKL QFFDVARDLNWNRG KSI KYPGVPYTFFAQ 175
Mai s LGGE SDENREPVGD- SKI HVKL QYFDVGKDRNWARGVRSTKYPGVPYTFFSQ 179
Pi mpi nel | a LEGE LDEDKNPI SEGSKI HVKLQYFDI TQDRNWAHG RSSKFPGVPYTFFSQ 175
Rei s LNGE CDNNRESVGE- SKI HVKL QYFDVSKDRNWARGVRSTKYPGVPYTFFSQ 179
Ri zi nus LDGE L DEDKNPVHSGSKI HVKL QYFEVTKDRNWGQGE RSSKYPGVPYTYFSQ 175
Tabak LEGE L DREMNPI AEGSKI HVKL QFFDVSRDPNVWERG RSSKYPGVPYTFFAQ 175
Tonat e LEGE MDKEMNPTAEGSKI HVKL QFFDVSRDPNWGRG RSSRYPGVPYTFFAQ 176
Vi gna LDGH LDTEKNPI EGGSKI HVRL QYFDVLKDRNWARG RSPKYPGVPYTFFSQ 175
Wi Rkohl - PLD1  RQGCKVSLYQDAHI PDNFVPRI PLAGGKNYEPQRCWEDI FDAI SNAQHM Yl TGABVYTE 236
Wi Bkohl - PLD2  RQGCKVSLYQGAHVPDNFVPKI PLAGGKNYEPHRCWEDI FDAI TNAKHLI YI TGABVYTE 237
Ar abi dopsi s RQGCKVSL YQDAHI PDNFVPRI PLAGGKNYEPQRCWEDI FDAI SNAKHLI YI TGABVYAE 236
Crat.-PLD1 RTGCKVSL YQDAHVPDSFI PDI PLSGSNNYDPHRCWEDVFDAI SNAKHLI YI TGABVYTE 235
Crat.-PLD2 RKGCKVTLYQDAHI PDNFI PEI PLSGSNSYSPHRCWEDVFDAI SNAKHLI YI TGABVYTE 235
Mai s RQGCKVTL YQDAHVPDNFVPRI QLADGKNYEPHRCWEDI FDAI SKAQHLI YI TGABVYTE 239
Pi mpi nel | a RPGCRI SLYQDAHVPDNFVPKI PLSGGKFYEPHRCWEDVFDAI TNAKHFI YI TGABVYTE 235
Rei s RQGCKVTLYQDAHVPDNFI PKI PLADGKNYEPHRCWEDI FDAI SNAQHLI YI TGABVYTE 239
Ri zi nus RQGCKVSL YQDAHI PDKFVPQ PLAGGNYYEPHRCWEDVFDAI TNAKHLI YI TGABVYTE 235
Tabak RTGCRVSL YQDAHVPDNFI PKI PLSGGKYYEPHRCWEDI FDAI | NAKHLI YI TGABVYTE 235
Tomat e RPGSRVSL YQDAHVPDNFI PKI PLSGGKYYEPHRCWEDI FDAI TNAKHLI YI TGABVYTE 236
Vi gna RQGCKVFL YQDAHVPDNFVPKI PLAGGKNYEAHRCWEDI FDAI TNAKHLI YI TGABVYTE 235



Anhang

Wi Bkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1
Crat .- PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tomat e

Vi gha

Wi Bkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1L
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tonmat e

Vi gha

Wei Bkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1L
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tomat e

Vi gha

Wei Rkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tonat e

Vi gha

Wi Bkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1L
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tomat e

Vi gha

I ALVRDSRRPKPGGDVTVGEL LKKKASEGVRVL LLVWDDRTSVDVLKKDGLMATHDEETE
| TLVRDSRRPKPGGDMT L GEL LKKKATEGVRVL LLVWDDRTSVDVL KKDGLMATHDEDTE
I ALVRDSRRPKPGGDVTI GELLKKKASEGVRVL LLVWDDRTSVDVLKKDGLVATHDEETE
| TLI RDSRREKPGGDI TL GELLKKKASEGYNVLM_VWDDRTSVGL L KKDGLMATHDEETE
| PLI RDSRREKPGCGEI TLGELLKKKANEGYNVLM_VWDDRTSVG.LKRDGLMATHDEETQ
| TLVRDTNRPKPGGDVTL GEL LKRKASEGVRVL MLVWDDRT SVGLLKKDGL VATHDEETA
FALI RDTRRPKPGGEDI MLGEL LKKKADEGVRVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLVATHDQETE
| TLVRDSNRPKPGGDVTL GELLKKKASEGVRVLM_VWDDRTSVGL L KRDGL MATHDEETE
| SLI RDSRRPKPGGDI TL GELLKKKASEGVRVLM_VWDDRTSVGL L KKDGLMATHDEETE
| TLVRDSRROKPGGEDI TLGELLKKKASEGVKVLML.VWDDRTSVGLLKKDGLVATHDQETE
I ALVRDSRRQKPGGDI ML GEL LKKKASEGVKVLM_VWDDRTSVGL L KKDGL MATHDQETE
I SLI RDSRRPKAGGEDQT | GELLKKKASEGVRVLMLVWDDRTSVGLLKKDGLVATHDEETE

1. HKD-Motiv
NFFRGSDVHCI LCPRNPDDGGS| VQNL QVSAMFTHHKI VWVDSEMP- SR- GGSQVRRI V
NYFNGSEVHCVL CPRNPDDGGSI VONL QVSAMFTHHQKI VWVDSEVP- SqgGGSEMRRI M
NFFRGSDVHCI LCPRNPDDGGSI VQSLQ STMFTHHQKI VWVDSEMP- SR- GGSEMRRI V
HYFQGT DVHCVL CPRNPDDGGSFVQDLQ STMFTHHXKI | VWDSDLP- S- - GGSDKRRI V
NYFQGTDVHCI LCPRNPDDGGSFVQDLQ STMFTHHQKI | VWDSDLP- S- - GGSDKRRI V
NYFHGTDVNCVL CPRNPDDSGSFVQDLQ STMFTHHKI VWVDHEMP- N- - QGSQQRRI V
EYFRDSNVHCVLCLRNPDDGGA | QAL TI STI FTHHQKI VWWDSEMPE S- - - GSENRRW
NYFHGSDVNCVLCPRNPDDSGS| VQDLSI STMFTHHKI VWVDHELP- N- - QGSQQRRI V
HFFONTDVHCVL CPRNPDDGGSFVQDLQ STMFTHHQKI VWVDSAMP- N- - GDSQRRRI V
QFFQGTEVNCVLCPRNPDDGGSI VQSLQ GTMFTHHQKI VWVDSELP- S- - GESEKRRI L
QYFQGTDVNCVL CPRNPDNGGSFVQDI Q STMFTHHXKI | VWDSALP- S- - GELEKRRI L
QFFRDTDVHCVLCPRNPDDGGSI VQDLQ STMFTHHQKI VWVDSALP- GG GGSDKRRI V

SFVGE DLCDGRYDTPFHSLFRTLDTVHHDDFHQPNFTGAAI TKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGGE DLCDGRYDTPFHSLFRTLDTVHHDDFHQPNFTGASI TKGGPREPWQDI HSRLEG
SFVGE DLCDGRYDTPFHSLFRTLDTVHHDDFHOQPNFTGAAI TKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGE DLCDCGRYDTPFHSLFRTLDTAHHDDFHQPNYTGAAI TKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGE DLCDGRYDTPFHSLFRTL DTAHHDDFHQPNFTGAVI AKGGPREPVWHDI HSRLEG
SFI G3 DLCDCGRYDTQYHSLFRTLDTVHHDDFHQPNFEGGSI KKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGGE DLCDGRYDTPFHSLFRTL DTAHHDDFHQPNFEGAAI TKGGPREPVWHDI HSRLEG
SFVGGEL DL CDCRYDTQYHSL FRTL DSTHHDDFHQPNFATASI KKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGGEL DL CDGRYDSPFHSL FRTL DSAHHDDFHQPNFAGASI EKGGPREPVWHDI HSRLEG
SFVGE DLCDCGRYDTPFHSLFRTL DTAHHDDFHQPNFPDGAI TKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGGE DLCDGRYDTPFHSLFRTL DTAHHDDFHQPNFADGSI TKGGPREPWHDI HSRLEG
SFVGGEL DL CDGRYDTAFHSL FRTL DTAHHDDFHQPNFPGAAI TKGGPREPWHDI HSRVEG

Pl AVDVL YNFEQRWEKQGGKDI LVKLRELSDI | | TPSPVYMFQEDHDVWNVQLFRSI DGGA
Pl AWDVL YNFEQRWEKQGGKDI LVKLRELSDI | | TPSPVMFQEDHDVWAVQLFRSI DGGA
Pl AWDVMYNFEQRWEKQGGKDI LVKLRDLSDI | | TPSPVMFQEDHDVWAVQLFRSI DGGA
Pl AWDVL FNFEQRWKKQGGKDVLLNLREI DD- | | PPTSVTYHDDPETWAVQLFRSI DGGA
Pl AWDVL FNFEQRVWKKQAGRDLLI NLREI ED- | | PPTPVTYDDDQETVWNVCQLFRSI DGGA
Pl AWDVL YNFEQRWRKQGGKDLLVRLRDLPDI | | PPSPVMFPEDRETWAVQLFRSI DGGA
PVAVDVL FNFEQRWRKQGGKDI LLNLRELQDVI | PPSPVTFPDDDETVWAVQLFRSI DEGA
Pl AWDVL YNFEQRWRKQGGKDLLLQLRDLSDTI | PPSPVMFPEDRETWAVQLFRSI DGGA
Pl AWDVL FNFEQRWRKQGGKDLLI QLRELEDVI | PPSPVMYPDDFEAVWNVQLFRSI DGGA
Pl AWDVL FNFEQRWRKQGGKDVLVNFRELDDI | | PPSPVMHLDDSETWAVQLFRSI DEGA
Pl AVDVL FNFEQRWRKQGGKDI LVNFRELDDVI | PPSPVMYPDDHETVWAVQLFRSI DGGA
Pl AWDVL FNFEQRWRKQGGKDI LAPLRELEDVI | PPSPVTFPDDHETWAVQLFRSI DGGA

AAGFPESPEAAAEAGLVSGKDNI | DRSI QDAY! HAI RRAKDFI YI ENQYFLGSSFAWAAD
AAGFPDSPEVAAEAGLVSGKDNVI DRSI QDAYI HAI RRAKDFI Y1 ENQYFLGSSFAWAAD
AAGFPESPEAAAEAGLVSGKDNI | DRSI QDAY! HAI RRAKDFI YVENQYFL GSSFAWAAD
AFGFPDTPEEAAKSGLVSGKDNI | DRSI QDAYI QAI RRAKNFI Y1 ENQYFLGACFGWDSN
AFGFPETPEEAAKAGLVSGKDNI | DRSI QDAY! QAI RRAKNFI YI ENQYFLGGCFGADSN
AFGFPETPEEAARAGLVSGKDAQ | DRSI QDAYVNAI RRAKNFI Y1 ENQYFLGSSYGWKPE
AFFFPQTPEEAAKAGLVSGKENI | VRSI QDAYI HAI RGPKI FI YI ENQYFL GSSFGWNSE
AFGFPDTPEEAAKAGLVSGKDAQ | DRSI QDAYI HAI RRAKNFI Y1 ENQYFLGSSYAVWKPE
AFGFPETPEDAPEAGLVSGKDNI | DRSI QDAY! HAI RRAKNFI YI ENQYFLGSSFGWSPD
AFGFPETPEDAAKAGLVSGXDNI | DRSI QDAYI HAI RRAKNFI Y1 ENQYFLGSSYDWQSD
AFGFPDTPEDAAKAGLVSGKDNI | DRSI QDAYI HAI RRAKNFI Y1 ENQYFL GSCADWQCD
AFGFPDTPEDAAKAGLVSGKDNI | DRSI QDAY! HAI RRAKNFI YI' ENQYFL GSSFSVWAND
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Anhang
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Tabak
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Tabak

Tonat e

Vi gha

Wei Bkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1L
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tonmat e

Vi gha

Wei Rkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tonat e

Vi gha

Wi Bkohl - PLD1
Wi Bkohl - PLD2
Ar abi dopsi s
Crat.-PLD1L
Crat.-PLD2

Mai s

Pi mpi nel | a
Rei s

Ri zi nus

Tabak

Tomat e

Vi gha

G TPEDI NALHLI PKELSLKI VSKI EKGEKFRVYVVWPMAPEGLPESASVQAI LDWORRT
G TPEDI NALHLI PKELSLKI VDKI EKGEKFRVYVWPMAPEG PESASVQAI LDWORRT
G TPEDI NALHLI PKELSLKI VSKI EKGEKFRVYVVWPMAPEGLPESGSVQAI LDWORRT
DI KVEDVGALHLI PKELSMKI VSKI EAGERFTVYlI VWPMAPEG PESASVQAI LDWORRT
DI KVEDVGALHLI PKELSLKI VSKI EAGERFAVYVWVPMAPEGQ PESASVQAI LDWORRT
G KPEEI GALHLI PKELSLKI VSKI EAGERFTVYVVWPMAPEGVPESASVQAI LDWORRT
DI KDEDI GALHLI PKELSLKI VSKI EAGKRFTVYWLPMAPEQ PESGSVQAI LDWORRT
G KPEDI GALHLI PKELALKVWVSKI EAGERFTVYVVWPMAPEGVPESGSVQAI LDWORRT
G KPEDI NALHLI PKELSLKI LSKI AAGERFTVYI WPMAPEG PESASVQAI LDWXKRT
DI KVEDI GALHVI PKELALKI VSKI EAGERFTVYVWVPMAPEGQ PESASVQAI LDWORRT
DVKVEDI GALHVI PKELALKI VSKI EAGERFTVYVWPMAPEG PESASVQAI LDWORRT
DI KREEI GALHLI PKELSLKI VSKI EAGERFAVYVWVPMAPEGQ PESSSVQAI LDWXKRT

MAVMYKDI VQAL RAQGL EEDPRNYL TFFCL GNREVKKEGEYEPAERPDADSSYMKAQEAR
LEMWKDVT QAL RAQGL EEDPRNYL TFFCL GNREVKKEGEYEPAERPDPDTDYMRACQEAR
MEMMYKDVI QAL RAQGL EEDPRNYL TFFCL GNREVKKDGEYEPAEKPDPDTDYMRAQEAR
MOMWYKDVWQAL QAKG EEDPRNYL TFFCL GNREVKKSGEYEPSEQPEPDSDYLKAQEAR
MDMMYKDVVQALRAKG EEDPRNYL TFFCLGNREVKKGGEYEPTEQPEPDSDYL RAQQAR
MEMWTDI AQALEANG EANPKDYL TFFCLGNREVKQEGEYEPEEHPEPDTDYI RAQEAR
MEMMYKDI | QALQANG EEDPRNYL TFFCL GNREVKRDGEYEPSEKPDPDTDYSRAQESR
MEMWTDI TEALQAKG EANPKDYL TFFCL GNREVKQAGEYQPEEQPEADTDYSRACQEAR
MEMMYKDI VQALKANG | EDPRNYL TFFCLGNREVKKSGEYEPAEKPEPDTDYI RAQEAR
MEMWKHI VQALNAKG EEDPRNYLTFFCI GNREVKKSGAYEPSETPEPDSDYI RAQEAR
MEMMYKCI VQAMNAKG EEDPRNYLTFFCI GNREVKKSGEYEPSESPEPDSNYVRAQEAR
I EMWKDVVQAL RAKGSDEDPRNYL TFFCL GNREVKKSGEYEPAEQPEPDSDY QRACEAR

2. HKD-Motiv
RFM YVHTKIVM VDDEY! | | GSANI NORSVDGARDSEI AMGGY QPHHL SHRQPARGQ HG
RFM YVHSKIVM VDDEY! | VGSANI NQRSVDGARDSEI AMGGY QPHHL SHROPARGQVHG
RFM YVHTKIVM VDDEY! | | GSANI NORSMDGARDSEI AMGGY QPHHL SHRQPARGQ HG
RFM YVHAKIVM VDDEY! | | GSANI NQRSVDGARDSEI AMGAYQPYHLNTRNRARGQ HG
RFM YVHAKLM VDDEY! | | GSANI NORSVDGARDSEI AMGAYQPYHLNTRNRARGQ HG
RFM YVHTKIVM VDDEY! | | GSANI NQRSMDGARDSEI AMGAYQPYHLATRQPARGQ HG
RFM YVHAKIVM VDDEY! | | GSANI NORSVDGAKDSEI AMGAYQPHHLATREPARGQ HG
RFM YVHTKIVM VDDEY! | | GSANI NQRSMDGARDSEI AMGGYQPYHLATRQPARGQ HG
RFM YVHTKIVM VDDEY! | | GSANI NORSVDGARDSEI AMGAYQPHHL STRQPARGQ HG
RFM YVHSKIVM VDDEY! | VGSANI NQRSVDGARDSEI AMGAYQPHHLATREPARGQ HG
RFM YVHSKIVM VDDEY! | VGSANI NORSVDGARDSEI AMGAYQPYHLAT SKPARGQVHG
RFM YVHTKIVM VDDEY! | | GSANI NQRSVMDGARDSEI AMGGYQPYHLANTQPARGVYG

FRVBLWYEHL GMLDETFLDPSSVECI EKVNRI SDKYWDL YSSESL EHDL PGHLLRYPVDV
FRVSLWYEHL GVLDETFLDPSSLECI EKVNRI ADKYWDFYSSESL EHDLPGHLLRYPI SV
FRVBLWYEHL GMLDETFLDPSSLECI EKVNRI SDKYWDFYSSESLEHDLPGHLLRYPI GV
FRVALWYEHL GV DETFL EPDSEECVRKVNHVADKYWDL YASEEL EKDLPGHLLRYPI G

FRVALWYEHL GV DEAFL EPENEECVRKVNEI ADRYWEL YASEEL ENDL PGHLLRYPVEI

FRVSLWYEHL GV EDVFQRPESVECVQKVNEVAEKYWDL YSSDDL EQDL PGHLLSYPI GV
FRVBLWYEHL GVLDDTL AL PESVDCVQKVNT VADKYWDL YSSETLENDLPGHLLRYPI AV
FRVAL WY EHL GV DDVFQRPESL ECVQKVNRI AEKYWDMYSSDDL QQDLPGHLLSYPI GV
FRVBLWY EHL GVL DESFL NPESEECVRKVNQVAEKYWDL YSSETLEHDLPGHLLRYPI GV
FRVALWYEHL GV DETFL HPESEECVSKVNRMADKYWDL YSSESL ERDL PGHLLRYPI GV
FRVALWYEHL GML DETFQHPESEECVRKVNQ ADKYWDL YSSESLERDLPGHLLRYPI GV
FRVSLWYEHL GVLHDTFOQRPESEECI NKVNQ ADKYWDL YSSESL ERDLPGHLLRYPI GV

DGEGDVTEFPGFEFFPDTKARI LGTKSDYLPPI LTT
DNEGNI TELPGFEFFPDSKARI LGNKVDYLPPI LTT
ASEGDI TELPGFEFFPDTKARI LGTKSDYLPPI LTT
SSDGEVTELPGTEFFPDTKARVLGTKSDYLPPI LTT
AGDGGVTELPGAEFFPDTKARVLGAKSDYLPPI LTT
TADGSVTELPGVENFPDTRARVLGNKSDYLPPI LTT
ASEGNVTELPGTEFFPDTKARVLGAKSDFLPPI LTT
ASDGVVTELPGVEYFPDTRARVLGAKSDYMPPI LTS
ASEGDVTELPGTEFFPDTKARVLGAKSDYLPPI LTT
ASECGDVTEL PGAEHFPDTKARVLGTKSDYLPPI LTT
ASECDI TELPGHEFFPDTKARVLGTKSDYLPPNLTT
ASEGEVTELPGFEFFPDTKARI LGAKADYLPPI LTT
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