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Einleitung

1 Einleitung

Schon seit den Anfangen der Landwirtschaft ist Schéddlingsbefall eine Hauptursache fiir
Ernteverluste. Auch heute bedingen Pflanzenkrankheiten, ausgeldst durch Pathogene, jahrlich
grofle Schéaden bei der Kultivierung von Nutzpflanzen (vgl. Oerke et al., 1994, Baker ef al.,
1997). Zu den herkdmmlichen Methoden, Pflanzen vor Schidlingsbefall zu schiitzen, geho-
ren die Ziichtung resistenter Sorten und die Anwendung von Fungiziden, Insektiziden und
Pestiziden. Der Einsatz chemischer Pflanzenschutzmittel kann Pflanzenkrankheiten zwar
zuriickdréngen, ist jedoch problematisch, da sowohl die Produktion dieser Substanzen als
auch ihre Anwendung das okologische Gleichgewicht stéren konnen. Zudem wird zuneh-
mend beobachtet, dass die Pathogene nach intensivem Gebrauch von Pflanzenschutzmitteln
neue Resistenzen ausbilden.

Die Ziichtung pathogenresistenter Kulturpflanzen kann helfen diese Probleme zu vermei-
den. Der groBflachige Anbau solcher Sorten birgt jedoch auch Probleme. So erhdht sich auf-
grund der genetischen Uniformitdt der angebauten Pflanzen das Risiko von Krankheitsepi-
demien in Monokulturen. Aullerdem wird der Selektionsdruck auf den Krankheitserreger
erhoht und die geziichtete Sorte muss durch eine andere ersetzt werden, nachdem das Patho-
gen die Resistenzmechanismen liberwunden hat. Die gezielte Ziichtung neuer resistenter Sor-
ten durch Kreuzung und Riickkreuzung ist, ebenso wie die Entwicklung neuer Pflanzen-
schutzmittel, sehr kosten- und zeitintensiv. Es ist daher erforderlich, neue Konzepte zu entwi-
ckeln. Dabei ist die Erforschung der Signalmechanismen, die bei Schidlingsbefall und der
Aktivierung pflanzlicher Abwehrreaktionen ablaufen, von grofler Bedeutung. Ferner haben
Molekularbiologie und Biotechnologie die Mdglichkeit eroffnet, durch gezielte Transforma-
tion von Genen Merkmale von einer Pflanze auf eine andere zu tlibertragen. Durch das Zu-
sammenspiel dieser Mdglichkeiten einer schnelleren Ziichtung durch den Einsatz der Gen-
technik, verbunden mit dem Umsetzen neuer Strategien zur Resistenzvermeidung, wird ein

dauerhafter Schutz von Wirtspflanzen angestrebt.

1.1 Grundlagen pflanzlicher Pathogenabwehr

Pathogene wie Bakterien, Viren, Pilze und Oomyceten verursachen die Schadigung zahl-
reicher 6konomisch bedeutsamer Kulturpflanzen. Pilze und Oomyceten dominieren dabei
unter den Erregern. Obwohl Pflanzen stindig dem Angriff von Pathogenen aus ihrer Umwelt
ausgesetzt sind, sind sie unter natiirlichen Bedingungen gegeniiber den meisten potentiell
pathogenen Mikroorganismen resistent (Bell, 1981). Dieses Phdnomen wird als Nichtwirts-
oder Basisresistenz bezeichnet (Prell, 1996, Buchanan et al., 2000, Heath, 2000). Die Basis-

resistenz resultiert aus dem Unvermdgen der meisten potentiellen Pathogene, die Abwehrbar-
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rieren der Pflanze zu liberwinden, da sie nicht iiber die fiir die Besiedlung der Pflanze erfor-
derlichen Pathogenizitdtsmerkmale verfligen. Die Pflanze kann das Pathogen aber auch durch
die Induktion aktiver Abwehrmechanismen an der Parasitisierung hindern. Erst wenn die
Basisresistenz der Pflanzen tiberwunden werden kann, wird die Pflanze zu einer Wirtspflanze
fiir das entsprechende Pathogen. Diese Interaktion wird als kompatibel bezeichnet (Basis-
kompatibilitit). Einige Kultivare einer Pflanzenspezies konnen jedoch gegeniiber einzelnen
Rassen eines Pathogens resistent sein (Wirts- oder Kultivarresistenz). Diese Wechselbezie-
hung eines avirulenten Pathogens mit einer resistenten Pflanze wird als inkompatibel be-
zeichnet (Prell, 1996).

Eine Vielzahl von Studien der vergangenen Jahre hat gezeigt, dass die Abwehrmechanis-
men der Wirts- und Nichtwirtsresistenz dhnlich, in vielen Fillen wahrscheinlich sogar iden-
tisch sind (Hammond-Kosack & Jones, 1996, Ebel & Scheel, 1997, Heath, 2000). In beiden
werden konstitutive und induzierte Abwehrmechanismen unterschieden.

Erste Abwehrmaflnahmen der Pflanze, die dem Pathogenbefall entgegen wirken, sind
strukturelle Barrieren an der Zelloberfliche (Hammond-Kosack & Jones, 1996). Schutz bie-
ten vor allem durch Lignineinlagerungen verstirkte Zellwénde, die das Eindringen von Pa-
thogenen in die Zellen erschweren (Ride, 1983). AuBerdem konnen in der Zellwand gespei-
cherte antimikrobielle Substanzen (z.B. Phenolderivate, Saponine, cyanogene Glykoside,
Acetophenone) das Wachstum eindringender Pathogene inhibieren (Bohlmann, 1994, Elstner
et al., 1996, Osbourn, 1996a, Osbourn, 1996b, Filippone et al., 1999). Gelingt es dem Phyto-
pathogen, z.B. durch enzymatischen Abbau der Zellwénde und Detoxifikation der antimikro-
biellen Substanzen, diese Barrieren zu iiberwinden, kommt es zu Wechselwirkungen an der
Plasmamembran der Pflanzenzellen. Diese konnen zahlreiche Abwehrreaktionen aktivieren,
die die weitere Ausbreitung des Pathogens verhindern helfen. Voraussetzung fiir diese indu-
zierte Abwehr ist die Erkennung von Phytopathogenen. Dabei wird das auslésende Signal in
ein zelleigenes Signal umgewandelt und in einer Signaltransduktionskaskade zum Ort der
Auslosung von Abwehrreaktionen weitergeleitet (Ebel & Scheel, 1992, Scheel et al., 2000,
Heath, 2000, Feys & Parker, 2000).

Induzierte Abwehrreaktionen basieren beispielsweise auf der allosterischen Aktivierung
spezifischer Enzyme. Diese konnen strukturelle Barrieren an der Penetrationsstelle durch
oxidative Vernetzung von Zellwandkomponenten verstirken oder neue Barrieren aufbauen
(Bradley et al., 1992). Durch Aktivierung der Kallosesynthase kommt es zur Bildung einer
Kallosepapille zwischen der Zellwand und der Plasmamembran der Pflanze (Kauss et al.,
1989, Messiaen et al., 1995). Diese kann genau wie Lignin- oder Suberineinlagerung (Ham-
merschmidt, 1984, Scheel, 1992) das Wachstum der Pathogene sowie eine Sekundirinfektion
verhindern. Ein weiterer Mechanismus der pflanzlichen Pathogenabwehr ist die Akkumulati-

on reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, ,,oxidative burst, Otte & Barz, 1996, Hammond-
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Kosack & Jones, 1996, Mehdy et al., 1996, Doke, 1997, Lamb & Dixon, 1997, Piedras et al.,
1998). ROS (05", H,0,, HO, und OH") werden vermutlich als Superoxidanionen (Jabs et al.,
1997) nach einem Mechanismus gebildet, der analog der Synthese von ROS in Makrophagen
(Segal & Abo, 1993) eine NADPH-Oxidase einschlie3t (Doke, 1985). AuBlerdem konnen
ROS in Pflanzen durch andere Oxidasen oder Peroxidasen gebildet werden (Bolwell et al.,
1995, Zhang et al., 1995). Es konnte bislang nicht geklart werden, ob diese unterschiedlichen
Synthesewege in einer Pflanze kooperativ oder unabhédngig voneinander arbeiten. Die ROS
konnen direkt toxisch auf das Phytopathogen wirken oder in die Verstirkung der pflanzlichen
Zellwand durch Quervernetzung der prolin- und hydroxyprolinreichen Glykoproteine invol-
viert sein (Peng & Kuc, 1992, Keller, 1993, Baker & Orlandi, 1995, Lamb & Dixon, 1997).
Daneben ist H,O, als Reaktionspartner an der Ligninpolymerbildung beteiligt (Bolwell ef al.,
1995).

Pflanzliche Abwehrreaktionen kdnnen auch durch die transkriptionelle Aktivierung von
Abwehrgenen initiiert werden. Diese kodieren z.B. fiir lytische Enzyme, wie Chitinasen und
Glukanasen, die mikrobielle und pilzliche Zellwinde angreifen, oder fiir Enzyme des generel-
len Phenylpropanstoffwechsels, die eine der Ausgangsverbindungen der Phytoalexinbio-
synthese (4-Cumaroyl-CoA) bereitstellen (Hahlbrock & Scheel, 1989, Dixon & Lamb, 1990,
Kombrink & Somssich, 1995). Eine weitere Gruppe von Proteinen, deren Transkription nach
einer Pathogeninfektion aktiviert wird, sind die PR-Proteine (,,pathogenesis-related prote-
ins“). Diese kleinen, proteasestabilen Proteine mit meist saurem isoelektrischen Punkt wur-
den urspriinglich in Tabak (Nicotiana tabacum) nach Infektion mit dem Tabak-Mosaik-Virus
(TMV) identifiziert (van Loon & van Kammen, 1970). Sie kommen aber auch in anderen
Pflanzen vor (Linthorst, 1991). Die konstitutive Expression von PR-Proteinen in transgenen
Pflanzen fiihrte zu erhohter Resistenz gegeniiber Pathogenen (Epple ef al., 1997, Kombrink &
Somssich, 1997), die durch kombinierte Expression mehrerer PR-Proteine in einer Pflanze
weiter gesteigert werden konnte (Zhu ef al., 1994, Jach et al., 1995).

ROS scheinen auch an anderen Abwehrprozessen, wie der hypersensitiven Reaktion
(HR), beteiligt zu sein. Die HR ist definiert als rdumlich begrenztes, schnelles Absterben von
Pflanzenzellen (Dangl et al., 1996, Greenberg, 1997). Durch Nihrstoffentzug wird dem infi-
zierenden Pathogen die Existenzgrundlage genommen. Auflerdem werden antimikrobielle
Substanzen freigesetzt, die das eindringende Phytopathogen an seiner Ausbreitung hindern
und in seinem Wachstum beschrinken sollen. Ein kausaler Zusammenhang zwischen dem
hypersensitiven Zelltod und der Induktion anderer Abwehrreaktionen konnte bisher allerdings
nicht nachgewiesen werden (Atkinson, 1993, Jakobek & Lindgren, 1993, Dangl et al., 1996).
Die genauen molekularen Mechanismen, die bei der HR ablaufen, sind ebenfalls nicht voll-

standig verstanden.
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Das beschriebene Spektrum der Abwehrreaktionen ist in verschiedenen Pflanzenarten
sehr dhnlich und wird in einem definierten rdumlichen und zeitlichen Muster aktiviert (Ebel
& Cosio, 1994, Ebel & Scheel, 1997). Die lokalen Reaktionen werden dabei in vielen Pflan-
zen von einer systemisch erworbenen Resistenz (,,systemic aquired resistance®, SAR) beglei-
tet, die die gesamte Pflanze gegen nachfolgende Infektionen durch verschiedene Pathogene
immunisiert (Ryals et al., 1996, Hunt et al., 1996, Sticher et al., 1997, Alvarez et al., 1998,
Pieterse & van Loon, 1999).

1.2 Elicitoren als Signale pflanzlicher Pathogenabwehr

Grundlegende Voraussetzung fiir die Aktivierung von Abwehrreaktionen ist die Erken-
nung von Phytopathogenen durch die Pflanze. Die molekularen Determinanten, die diese
Erkennung vermitteln, werden als Elicitoren bezeichnet (Ebel & Scheel, 1997). Urspriinglich
bezeichnete der Begriff Elicitor Molekiile, die die Bildung und Akkumulation von Phytoale-
xinen, niedermolekularen, meist lipophilen Stoffen mit antimikrobieller Wirkung, induzieren
(Keen et al., 1975). Spiter wurde der Begriff auf alle Signalsubstanzen erweitert, die in
Pflanzen Abwehrreaktionen auslosen (Ebel, 1986, Hahlbrock & Scheel, 1987). Man unter-
scheidet nach Art der Interaktion nichtrassenspezifische (generelle) und rassenspezifische
Elicitoren. Generellen Elicitoren wird eine Rolle bei der Auslosung von Abwehrmechanis-
men in Nichtwirtspflanzen bzw. bei der Auslosung der nichtkultivarspezifischen Abwehrre-
aktionen in Wirtspflanzen zugeschrieben. Dagegen vermitteln rassenspezifische Elicitoren die
Erkennung in der rassen-/kultivarspezifischen Form der Wirtsresistenz (De Wit, 1995, Boller,
1995, Ebel & Scheel, 1997).

1.2.1 Generelle Elicitoren

Generelle Elicitoren konnen strukturell sehr unterschiedliche Substanzen sein (Ebel &
Cosio, 1994). So wurden z.B. Oligosaccharide (Sharp et al., 1984), Glykoproteine (Parker et
al., 1991), Proteine (Scholtens-Toma & De Wit, 1988, Ricci et al., 1989, Yu, 1995) und Fett-
sduren (Bostock ef al., 1982) aus verschiedenen Pathogenen isoliert und deren Fihigkeit,
pflanzliche Abwehrreaktionen auszulosen, nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
viele der gereinigten und charakterisierten Elicitoren anstelle des gesamten Pathogens hinrei-
chend fiir die Induktion der multifaktoriellen Abwehr der Pflanze sind (Ebel & Scheel, 1997).

Man unterscheidet zwei Arten von Elicitoren. Exogene Elicitoren sind z.B. strukturelle
Bausteine der Zellwand phytopathogener Mikroorganismen oder mikrobielle Sekretionspro-
dukte. Sie werden entweder vom Pathogen abgegeben oder durch die Wirkung hydrolytischer
Enzyme der Pflanze freigesetzt (Granado et al., 1995, Cervone et al., 1997, Ebel & Scheel,
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1997). Endogene Elicitoren sind meist Oligosaccharide sowie deren Grundbausteine (Ryan &
Farmer, 1991), die durch die Einwirkung lytischer Enzyme des Pathogens aus pflanzlichen
Zellwandpolymeren freigesetzt werden (Cervone ef al., 1997).

Eine charakteristische Klasse genereller Elicitoren stellen die Elicitine dar. Diese hoch-
konservierten, nicht glykosylierten 10-kDa Proteine kommen in Phytophthora-Spezies und in
einigen Pythium-Spezies vor (Ricci et al., 1989, Huet et al., 1995, Yu, 1995, Ponchet et al.,
1999). Elicitine induzieren die HR in Tabakpflanzen (Ricci et al., 1989, Kamoun et al., 1993,
Kamoun et al., 1999, Ponchet et al., 1999) und die Akkumulation von ROS in Tabak-
suspensionszellkulturen (Pugin ef al., 1997). Die Nekrosebildung der HR wird von einer sys-
temischen Resistenz der Pflanze gegen nachfolgende Infektionen mit virulenten Isolaten von
Phytophthora parasitica var. nicotianae oder Sclerotinia sclerotiorum begleitet (Bonnet et
al., 1996, Keller et al., 1996). Das Elicitin von Phytophthora parasitica (P. parasitica) ist o-
Parasiticein und fehlt nur in virulenten Isolaten der Spezies P. parasitica f.sp. nicotianae. In
Tabakpflanzen 16st dieser Oomycet offensichtlich keine Basisresistenz aus, d.h. die Virulenz
von P. parasitica f. sp. nicotianae korreliert invers mit der Elicitin-Sekretion. Das impliziert,
dass Elicitine als Avirulenzfaktoren, als genusspezifische Erkennungsdeterminanten, fiir die
Aktivierung der pflanzlichen Abwehr fungieren kénnen (Kamoun et al., 1994, Bonnet ef al.,
1994). Dies wurde vor kurzem im Oomyceten Phytophthora infestans (P. infestans) demon-
striert, in welchem die Elicitin-Bildung (Infestin) durch transgene Gegenstrangexpression
ausgeschaltet werden konnte (van West et al., 1999). Dadurch wurden diese Oomyceten auf
der Nichtwirtspflanze Nicotiana benthamiana virulent (Kamoun et al., 1998).

AuBer fiir die Strukturbildner der Zellwand von Pilzen und Oomyceten, z.B. B-Glukan-
fragmente aus der Zellwand des Myzels von Phytophthora sojae (Sharp et al., 1984, Ebel &
Scheel, 1997), ist die endogene Funktion fiir die meisten Elicitoren nicht bekannt. Es wird
vermutet, dass sie essentielle Aufgaben im Lebenszyklus und Infektionsprozess der Pathoge-
ne inne haben, da es fiir das Pathogen aus evolutionérer Sicht unvorteilhaft ist, ein Erken-
nungssignal zur Induktion der pflanzlichen Abwehr zu konservieren. Fiir Cryptogein konnte
die Funktion als Sterol-Carrierprotein gezeigt werden (Mikes et al., 1997). Der Nachweis,
dass es sich dabei um eine essentielle Funktion fiir den Oomyceten Phytophthora cryptogea
handelt, steht jedoch noch aus. Das GP42-Elicitorprotein aus Phytophthora sojae (Parker et
al., 1991), das die elicitoraktive Komponente Pep-13 enthilt (Niirnberger et al., 1994), weist
eine Ca*"-abhingige Transglutaminaseaktivitit (EC 2.3.1.13) auf. Dieses extrazellulire En-
zym katalysiert die Bildung von Isopeptidbindungen und kdnnte eine Funktion in der Quer-
vernetzung von Zellwandbestandteilen des Oomyceten haben (F. Brunner & T. Niirnberger,

personliche Mitteilung).
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1.2.2 Rassenspezifische Elicitoren

Die Resistenz bestimmter Kultivare einer Wirtspflanze gegeniiber bestimmten Rassen ei-
nes Pathogens kann durch die ,,Gen-fiir-Gen-Hypothese* (Flor, 1956) erklart werden (rasse-
/kultivarspezifische Form der Wirtsresistenz). Nach diesem Modell findet man im Fall in-
kompatibler Interaktion zwischen der Pflanze und dem Phytopathogen fiir jedes (semi)-
dominante pflanzliche Resistenzgen ein komplementéres (semi)dominantes Avirulenzgen im
Pathogen (Flor, 1956, Ellingboe, 1984, Takken & Joosten, 2000, Heath, 2000, Feys & Parker,
2000). Beide Gene wirken konditional, das Resistenzgen (R) ist also nur dann wirksam, wenn
im Pathogen ein dominantes Avirulenzgen (avr) vorhanden ist. Die einfachste biochemische
Interpretation dieses genetischen Modells stellt das Signal-Sensor-Modell dar. Das Phyto-
pathogen ist die Quelle eines Signals (Elicitor, kodiert durch das Avirulenzgen), das von ei-
nem Sensor (Rezeptor, kodiert durch das Resistenzgen) der Pflanze erkannt wird (Keen,
1990, De Wit, 1995). Der Ausfall nur eines dieser Gene wiirde die Basiskompatibilitit wieder
herstellen (De Wit, 1997).

Klasse | R- Pflanze avr-Gen’ Struktur der R- Referenz

Gen' Genprodukte

I Cf-2 | Tomate avr2 LRR*-TM* Dixon et al., 1996
Cf-4 | Tomate avrd LRR-TM Thomas et al., 1997
Cf-5 | Tomate avrs LRR-TM Dixon et al., 1998
Cf-9 | Tomate avr9 LRR-TM Jones et al., 1994

11 Pto Tomate avrPto Proteinkinase Martin et al., 1993

11T Xa2l |Reis LRR-TM, Proteinkinase | Hammond-Kosack & Jones,

1997

v HMI1 |Mais NADPH-Reduktase Johal & Briggs, 1992

\Y Mio Gerste 7 Transmembranhelizes | Devoto et al., 1999

Vla RPS2 | Arabidopsis | avrRpt2 LZ’-LRR-NBS® Bent et al., 1994
RPM]I | Arabidopsis | avrRpm1 LZ-LRR-NBS Grant et al., 2000
I Tomate LZ-LRR-NBS Orietal., 1997
RPPS | Arabidopsis | avrRpp8 LZ-LRR-NBS McDowell ef al., 1998
Pita Reis avrPita LZ-LRR-NBS Jia et al., 2000

VIib L6 Flachs AL6 TIR’-LRR-NBS Lawrence et al., 1995
N Tabak TMV-Replikase | TIR-LRR-NBS Whitham ef al.,1994
RPP5 | Arabidopsis TIR-LRR-NBS Parker et al., 1997

Tab. 1-1: Klassen pflanzlicher Resistenzgene gruppiert nach ihren strukturellen Merkmalen
(modifiziert nach Takken & Joosten, 2000)

'Resistenzgen; “Avirulenzgen; **leucin-rich repeat (leuzinreiche Domine); *“transmembrane region® (Trans-
membrandoméne); *“leucin zipper* (Leuzin-ReiBverschluss-Domine); *nucleotide binding site* (Nukleotidbin-
dende Doméne); "“Toll/interleukin receptor domain® (Toll/Interleukinrezeptor-Doméine)

Gram-negative Bakterien nutzen das evolutionédr konservierte Typ-III-Sekretionssystem,
um Effektorproteine, darunter Avr-Proteine, ins Zytosol der Pflanzenzellen (Wirtszellen) zu
exportieren, wo die Interaktion mit dem R-Genprodukt erfolgt. Bakterielle Pilusstrukturen
ermdglichen dabei wahrscheinlich den Transport der Avr-Proteine durch die pflanzliche
Zellwand (Alfano & Collmer, 1997, Galan & Collmer, 1999). Dagegen werden Pilze und

Oomyceten offenbar an der pflanzlichen Plasmamembran erkannt. Es ist aber auch eine In-
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jektion von Effektoren denkbar. So konnte z.B. kiirzlich das Resistenzgenprodukt Pita aus
Reis, das mit dem Avirulenzgenprodukt AvrPita des Reispathogens Magnaporthe grisea in-
teragiert, als zytoplasmatisches Protein charakterisiert werden (Jia et al., 2000).

R-Genprodukte, die Resistenz gegeniiber Pathogenen verleihen, kdnnen nach ihren struk-
turellen Merkmalen in sechs Klassen eingeteilt werden: (I) jene mit einer Transmembran- und
einer leuzinreichen Doméne (,,transmembrane - leucin-rich repeat®, TM-LRR), (II) die Prote-
inkinase-Klasse, (III) die Proteinkinase-Klasse mit leuzinreicher Doméne, (IV) eine Klasse
von Proteinen mit NADPH-Reduktase-Aktivitit, (V) die Klasse von Proteinen mit trans-
membransténdigen Helizes, sowie (VI) jene mit nukleotidbindender, leuzinreicher Doméne
(,,nucleotide binding — leucin-rich repeat, NB-LRR). Die letzte Klasse (VI) kann noch unter-
teilt werden nach Leuzin-ReiBverschluss-Motiv (,,leucin zipper”, LZ) und Toll/Interleukin-
rezeptor-Motiv (TIR) (vgl. dazu Tab. 1-1 nach Takken & Joosten, 2000). Ahnliche strukturel-
len Merkmale findet man auch fiir Rezeptormolekiile in Insekten und Vertebraten. Es scheint
also eine evolutionir konservierte Grundlage der Erkennung von Pathogenen zu geben, die
angeborene Immunitét (,,innate immunity*, Aderem & Ulevitch, 2000, Cohn et al., 2001,
Staskawicz et al., 2001, Niirnberger & Scheel, 2001).

Die genetischen Grundlagen der ,,Gen-fiir-Gen-Hypothese* sind durch zahlreiche Beispie-
le belegt. So wirken die Produkte der Avirulenzgene avr4 und avr9 des Pathogens Cladospo-
rium fulvum (C. fulvum) nur auf den Genotyp Cf-4 bzw. Cf-9 der Tomate als Elicitoren der
HR (van den Ackerveken et al., 1992, Joosten et al., 1994). Die Transformation von auf Ge-
notyp Cf-9 virulenten C. fulvum-Rassen mit avr9 fithrt zur Ausbildung der Wirtsresistenz,
wihrend der Verlust des avr9 die Virulenz auf Cf-9 zur Folge hat (van den Ackerveken et al.,
1992, Marmeisse et al., 1993). Jedoch ist die molekulare Wirkungsweise der Avirulenzgen-
und Resistenzgenprodukte in den meisten Féllen nicht eindeutig geklirt. Die Zahl der Syste-
me, in denen beide Gene isoliert und die Interaktion zwischen beiden Genprodukten unter-
sucht wurde, ist begrenzt (De Wit, 1997). Fiir das Paar AvrPto/Pto konnte eine physische
Interaktion der zu den Genen korrespondierenden Proteine im Hefe-2-Hybridsystem gezeigt
werden (Tang et al., 1996). Befillt das pathogene Bakterium Pseudomonas syringae pv. to-
mato eine Tomatenpflanze, so wird, falls es in diesem speziellen Bakterienstamm ausgebildet
wird, das Avr-Protein (AvrPto) in die Pflanze injiziert. Im Zytosol interagiert AvrPto mit
einer resistenzgenkodierten Serin/Threonin-Proteinkinase (Pto) (Martin et al., 1993). Auch
fiir das R-Genprodukt Pita und das Avirulenzgenprodukt AvrPita aus Magnaporthe grisea
konnte eine in-vitro-Interaktion nachgewiesen werden (Jia et al., 2000). Im Gegensatz zu
diesen experimentell bestdtigten Interaktionen wurde fiir das Genprodukt Cf-9 durch ver-
schiedene biochemische Analysen gezeigt, dass es mit dem Avirulenzgenprodukt Avr9 keine

physische Interaktion eingeht (Luderer et al., 2001).
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Fiir kein Resistenzgenprodukt konnte bisher die postulierte Funktion als pflanzlicher
membransténdiger Elicitorrezeptor fiir Avr-Proteine von Pilzen oder Oomyceten als Liganden
nachgewiesen werden, obwohl strukturelle Merkmale, wie Transmembrandoménen und leu-
zinreiche Protein/Protein-Interaktionsdoméinen (LRR), darauf hindeuten (De Wit, 1998).
Mehr noch als bei den generellen Elicitoren ist fiir die rassenspezifischen Elicitoren die Frage
nach ihrer essentiellen Funktion fiir das Pathogen offen. So bleiben z.B. die Deletion oder die
Inaktivierung von avr4 oder avr9 in C. fulvum ohne nachweisbare negative Auswirkungen
auf den Lebenszyklus und die Pathogenitit des Pilzes (Joosten et al., 1994, Lauge & De Wit,
1998).

Ein Beispiel, dass ein Avr-Protein auch toxische Aktivitét in Nichtwirtspflanzen hat, ist
NIP1 (necrosis inducing protein) aus Rhynchosporium secalis. Das Protein wirkt neben seiner
Rolle als rassenspezifischer Elicitor (in nanomolarer Konzentration) in resistenten Gerstekul-
tivaren (Resistenzgen Rrsl) offenbar auch als Virulenzfaktor (in mikromolarer Konzentrati-
on) in suszeptiblen Gerstensorten und anderen monokotyledonen und dikotyledonen Pflanzen
(Hahn et al., 1993, Rohe et al., 1995, Knogge, 1996). Die nicht kultivarspezifische toxische
Aktivitit von NIP1 hingt vermutlich mit der Aktivierung einer plasmalemmagebundenen H'-
ATPase zusammen (Wevelsiep et al., 1993, Knogge, 1996).

1.3 Elicitorperzeption

Die enorme strukturelle Diversitdt der bisher gereinigten Elicitoren schlieit die Existenz
eines universellen strukturellen Motivs als allgemeines Signal fiir die Auslosung der pflanzli-
chen Pathogenabwehr aus (Boller, 1995, Ebel & Scheel, 1997). Die Tatsache, dass viele ge-
nerelle und rassenspezifische Elicitoren pflanzliche Abwehrreaktionen bereits in nanomola-
ren Konzentrationen mit hoher Spezifitit auslosen, deutet auf die Existenz von Elicitorrezep-
toren hin (Sharp et al., 1984, Cheong et al., 1993, Niirnberger et al., 1994, Hahn, 1997). Da-
bei erfolgt die rezeptorvermittelte Pathogenerkennung bakterieller Avr-Proteine im Zytosol
(Bonas & van den Ackerveken, 1997), wihrend Elicitoren von Oomyceten und Pilzen an
plasmamembranstidndige Rezeptoren binden. Es konnten bereits einige Bindungsstellen in
verschiedenen Pflanzen detektiert werden (vgl. Tab. 1-2 nach Niirnberger, 1999). Ein ge-
meinsames Merkmal aller untersuchten Bindungsstellen ist ihre relativ geringe Abundanz und
die hohe Ligandenaffinitit der Rezeptoren (Ky). In den meisten Fillen konnte eine quantitati-
ve und qualitative Korrelation zwischen der Fahigkeit dieser Elicitoren an einen Rezeptor zu
binden und pflanzliche Abwehrreaktionen zu induzieren, nachgewiesen werden.

Ziel verschiedener Arbeitsgruppen ist es, Elicitorrezeptoren aus Pflanzen zu isolieren.
Durch Proteinquervernetzung und Photoaffinitdtsmarkierung konnte das Molekulargewicht

und die Untereinheitenstruktur verschiedener Rezeptoren aufgeklirt werden. So wurden u.a.
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ein Bindungsprotein (75 kDa) fiir den Chitooktaoseelicitor in Reis (Shibuya et al., 1996), ein
Bindungsprotein (66 kDa) fiir EIX in Tabak (Hanani & Avni, 1997), drei Bindungsproteine
(75 kDa, 100 kDa, 170 kDa) fiir das Hepta-B-Glukosid in Soja (Frey et al., 1993), ein Bin-
dungsprotein (100 kDa) fiir Pep-13 in Petersilie (Niirnberger et al., 1995) sowie ein Bin-
dungsprotein (115 kDa) fiir FIg22 in Tomate (Meindl ef al., 2000) identifiziert. Bisher konnte
jedoch nur das 75-kDa-Protein, das mit synthetischem Hepta-B-Glukan interagiert, mittels
Affinititschromatographie aus der Plasmamembran von Soja gereinigt und anschlieBend das
kodierende Gen kloniert werden (Mithofer et al., 1996, Umemoto et al., 1997). Da dieses
Protein keine offensichtliche Transmembrandomine bzw. Signaltransduktionsdoméne (Kina-
sedomine, LRR usw.) aufweist, ist es wahrscheinlich nur ein Teil eines Proteinkomplexes,
der als Rezeptor funktionell aktiv ist. Vermutlich sind die iibrigen detektierten Glukan-Binde-
proteine ebenfalls Bestandteile dieses Rezeptorkomplexes. Es konnte gezeigt werden, dass
der Hepta-B-Glukosid-Rezeptor aus Soja, wenn er in Tomatenzellen exprimiert wird, eben-
falls das Hepta-B-Glukan binden kann (Mithofer et al., 2000). Die ermittelte Bindungskon-
stante ist mit 130 nM jedoch deutlich groBer als in Soja (4,5 nM), d.h. die Affinitdt der Bin-

dungsstelle zum Liganden ist im heterologen Organismus geringer.

Elicitor Typ | Pflanze Kq' [nM] Referenz
Hepta-B-glukan g | Sojabohne 3,0 Cosio et al., 1990
(Phytophthora sojae)’ Cheong & Hahn, 1991
Glykopeptid (gp8) g | Tomate 3,3 Basse et al., 1993
(Hefe)

Oligopeptid (Pep-13) g | Petersilie 2,4 Niirnberger et al., 1994
(Phytophthora sojae)

Protein (Cryptogein) g | Tabak 2,0 Wendehenne ef al., 1995
(Phytophthora cryptogea)

Polypeptid (Avr9) r | Tomate 0,07 Kooman-Gersmann ef al.,
(Cladosporium fulvum) 1996

Protein (EIX) g | Tabak 6,2 Hanania & Avni, 1997
(Trichoderma viride)

Chitooktaose g |Reis 5,4 Shibuya et al., 1993
Chitopentanose g | Tomate 22,8 Baureithel et al., 1994
Syringolid 1 r | Sojabohne 8,7 Jietal., 1997
(Pseudomonas syringae pv. glycinea)

Harpin, (HrpZ) g | Tabak 425 Lee et al., 2001b
(Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)

AvrPto r | Tomate Tang et al., 1996
(Pseudomonas syringae pv. tomato)

Flagellin (F1g22) g | Tomate 2,0 Felix et al., 1999
(Pseudomonas syringae pv. tabaci) Meindl et al., 2000

Tab. 1-2: Charakterisierung pflanzlicher Elicitorrezeptoren

(modifiziert nach Niirnberger, 1999)
'Affinitit der Bindungsstelle zum Elicitor; *Struktur des Elicitors und der in der Referenz verwendete Name;
*Herkunft des Elicitors; g: genereller Elicitor; r: rassenspezifischer Elicitor

AulBlerdem wurde kiirzlich eine Chitinase-verwandte, putative Rezeptorkinase (RLK, ,,re-

ceptor like kinase*) aus Tabak isoliert, deren Transkriptakkumulation nach Infektion mit Phy-
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tophthora parasitica und TMV stimuliert wurde. Exprimiert im heterologen System humaner
HeLa-Zellen ist diese Rezeptorkinase in der Plasmamembran lokalisiert (Kim et al., 2000).
Des Weiteren konnte aus Arabidopsis thaliana ein Gen fiir einen putativen Rezeptor fiir den
bakteriellen Elicitor Flagellin identifiziert werden. Es kodiert wahrscheinlich ebenfalls fiir
eine Rezeptorkinase (RLK), die Homologien zu R-Genprodukten aufweist (Gémez-Gémez &
Boller, 2000, Gomez-Gomez et al., 2001). Der Bindungsnachweis steht jedoch sowohl fiir die
Chitin-bindende als auch fiir die Flagellin-bindende RLK noch aus.

1.4 Signaltransduktion in der pflanzlichen Pathogenabwehr

Wie bereits erwéhnt, ist das Muster induzierter und praformierter Abwehrreaktionen in
der Wirts- und Nichtwirtsresistenz dhnlich. Diese Ahnlichkeit lisst sich auch bei den Mecha-
nismen der Signalwandlung beobachten. So scheinen die Stimulierung von Ionenfliissen iiber
die Plasmamembran, die durch spezifische Kandle vermittelt werden, die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die Aktivierung von Serin/Threonin-Kinasen, Phosphatasen sowie
GTP-bindenden Proteinen in diese Kaskaden involviert zu sein (Felix et al., 1994, Dixon et
al., 1994, Kombrink & Somssich, 1995, Ebel & Scheel, 1997, Ligterink et al., 1997, Scheel,
1998, Rajasekhar et al., 1999, Kawasaki, et al., 1999, Bischoff et al., 1999, Niirnberger &
Scheel, 2001). Diese Komponenten einer Signaltransduktionskaskade werden in tierischen
Zellen nach Bindung entsprechender Liganden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder
Rezeptorkinasen aktiviert. Auch in Pflanzenzellen scheinen &hnliche Rezeptormolekiile das
extrazelluldre Signal zu erkennen und in ein intrazelluldres Signal umzuwandeln (Scheel,
1998). Das Arabidopsis-Genom-Projekt hat jedoch gezeigt, dass G-Protein gekoppelte Rezep-
toren im Pflanzensystem im Vergleich zu Rezeptorkinasen relativ selten sind (Arabidopsis-
Genom-Initiative, 2000). Im Gegensatz zu tierischen Rezeptorkinasen, zumeist Tyrosinkina-
sen, findet man in pflanzlichen Systemen vor allem Serin/Threonin-Kinasen (Braun & Wal-
ker, 1996, Arabidopsis-Genom-Initiative, 2000).

Als schnellste messbare Reaktionen der Pflanzenzellen nach Behandlung mit Elicitor zei-
gen sich ein Efflux von CI- und K -Ionen, ein Influx von Protonen und Ca*"-Ionen und ein
Anstieg der zytoplasmatischen Ca**-Konzentration (Niirnberger ef al., 1994, Tavernier et al.,
1995, Jabs et al., 1997, Pugin et al., 1997, Blume et al., 2000). Dabei scheint extrazelluldres
Ca’" essentiell fiir die Induktion der pflanzlichen Pathogenabwehr zu sein. Sowohl das Ent-
fernen von Ca’" aus dem Kulturmedium als auch das Blockieren des Ca*"-Influxes durch
Inhibitoren hemmen die pflanzlichen Abwehrreaktionen (Tavernier et al., 1995, Pugin et al.,
1997, Xu & Heath, 1998, Mithofer et al., 1999, Blume et al., 2000, Grant et al., 2000). Inwie-
fern auch intrazelluldre Ca®"-Speicher involviert sind, ist bislang unbekannt. Verschiedene
Inhibitor- und Effektorstudien deuten darauf hin, dass G-Proteine und Proteinkinasen bei der

Auslosung der Ionenfliisse eine Rolle spielen (Conrath et al., 1991, Legendre et al., 1992,
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Felix et al.,1994, Mathieu et al., 1996, Gelli et al., 1997). Auch die Beteiligung von MAP-
Kinase-Kaskaden (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen), wie sie fiir Hefe und tierische Orga-
nismen beschrieben wurden, konnte in Pflanzen nachgewiesen werden (Conrath et al., 1997,
Hirt, 1997, Zhang & Klessig, 1998, Romeis et al., 1999, Cardinale et al., 2000, Yang et al.,
2001, Frye et al., 2001). Weiterhin wurde gezeigt, dass Ca’"-abhingige Proteinkinasen
(CDPK) an der Signaltransduktion beteiligt sind (Romeis et al., 2000). Sie kdnnten als poten-
tielle Interaktionspartner fiir zytosolische Ca**-Ionen wirken.

ROS haben neben ihrer direkten Abwehrwirkung auch eine wichtige Signalfunktion
(Lamb & Dixon, 1997, Bolwell, 1999, Scheel, 2001). Inhibierungsstudien mit Diphenylenio-
donium (DPI) haben gezeigt, dass nicht nur die Akkumulation der ROS, sondern auch andere
Aspekte der Abwehrantwort ausbleiben. In einigen Systemen 16st die Applikation von H,0O,
die Abwehrantwort aus (Levine et al., 1994, Kovtun et al., 2000, Yang et al., 2001), in ande-
ren die Behandlung mit O, (Jabs et al., 1997, Alvarez et al., 1998).

Auch Stickstoffmonoxid stellt eine Signalkomponente in der Aktivierung von Abwehrge-
nen und der Auslosung des programmierten Zelltods bei der pflanzlichen Pathogenabwehr
dar (Delledonne et al., 1998, Durner et al., 1998, Clarke et al., 2000, Wendehenne et al.,
2001). Weitere Elemente der pflanzlichen Abwehr gegen Pathogene sind Phytohormone wie
Salicylsdure, Jasmonsdure und Ethylen (Anderson et al., 1997, Dong, 1998, Reymond &
Farmer, 1998, Thomma et al., 1998, Klessig et al., 2000, McDowell & Dangl, 2000).

Die Ahnlichkeit der Muster in der pflanzlichen Pathogenabwehr sowohl in basisresisten-
ten als auch in kultivarspezifisch resistenten Pflanzen steht im Gegensatz zur strukturellen
Vielfalt der verschiedenen Elicitoren (Ebel & Scheel, 1997). So scheint die Spezifitit von
Pflanze-Pathogen-Interaktionen im Wesentlichen auf der Ebene der Signalperzeption deter-
miniert zu sein. Im Hinblick auf neue Strategien der Pflanzenziichtung, z.B. die Ubertragung
von Perzeptionssystemen fiir Pathogene von resistenten Pflanzen auf 6konomisch wichtige,
suszeptible Pflanzen, wird den Rezeptoren groBe Beachtung geschenkt. Von besonderer Be-
deutung sind dabei Gene, die filir Elicitorrezeptoren von Nichtwirtspflanzen kodieren, deren
Transformation in Kulturpflanzen (Wirtspflanzen) eine relativ stabile Form der Resistenz zu

erzeugen verspricht (Niirnberger & Nennstiel, 1998, Nennstiel, 1998).

1.5 Die Interaktion von Petersilie und Phytophthora sojae — ein Modellsystem zum

Studium der Nichtwirtsresistenz

Die Interaktion von Petersilie (Petroselinum crispum L.) mit dem Oomyceten Phyto-
phthora sojae (P. sojae) zeigt die typischen Merkmale einer Nichtwirtsresistenz. Durch die
Infektion von Petersiliekeimlingen mit Zoosporen des Oomyceten P. sojae werden umfang-

reiche Abwehrreaktionen ausgelost, z.B. der hypersensitive Zelltod, die Kallosebildung, die
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transkriptionelle Aktivierung von Abwehrgenen und die Phytoalexinbildung (Hauffe et al.,
1986, Jahnen & Hahlbrock, 1988, Schmelzer ef al., 1989, Somssich et al., 1989). Eine Roh-
elicitorpriparation aus der Zellwand bzw. aus dem Kulturmedium des in vitro kultivierten
Oomyceten ist in der Lage, in suspensionskultivierten Petersiliezellen bzw. -protoplasten
einen Teil dieser Reaktionen zu aktivieren. Dazu gehoren u.a. die Expression von PR-
Proteinen und die Phytoalexinbiosynthese. Petersiliezellen und -protoplasten kdnnen im Ver-
gleich zur Ganzpflanze als ein experimentell leicht handhabbares Modellsystem eingesetzt
werden. Sie ermdglichen biochemische und molekularbiologische Studien an biologisch iden-
tischem Material, das in ausreichender Menge zur Verfiigung steht.

Ein 42-kDa-Glykoprotein (GP42), das nichtkovalent mit der Oomyceten-Zellwand assozi-
iert ist und in Petersiliezellen die gleichen Abwehrreaktionen wie der oben beschriebene Roh-
elicitor auslost, wurde als eine elicitoraktive Komponente von P. sojae identifiziert. Die Ab-
wehr induzierende Determinante wird durch die Priméarstruktur des Proteins bestimmt (Parker
et al., 1988, Parker et al., 1991). Durch proteolytische Spaltung von GP42 wurde ein
elicitoraktives 13mer Peptid (Pep-13) freigesetzt, das sich als hinreichend und notwendig fiir
die Elicitoraktivitit des Glykoproteins erwies (Niirnberger et al., 1994, Sacks ef al. 1995).

Mit ['*°I]-Pep-13 war es moglich, Bindungsstudien an Plasmamembranpriparationen von
Petersiliezellen durchzufiihren, wobei eine Ligandenbindungskonstante (Ky) von 2,4 nM er-
mittelt wurde (Niirnberger et al., 1994). Durch Verwendung von proteinvernetzenden Sub-
stanzen wurde das Molekulargewicht des Rezeptorproteins mit 100 kDa ermittelt (Niirnber-
ger et al., 1995). AuBlerdem gelang die Anreicherung des Bindeproteins durch Affinitéts-
chromatographie (Nennstiel ef al., 1998).

Zur Charakterisierung der Pep-13-Bindungsstelle wurde eine Serie von Strukturanaloga
(Alaninsubstitutionen) von Pep-13 eingesetzt. Es erfolgte ein Vergleich dieser Pep-13-
Analoga hinsichtlich ihrer Fahigkeit, die Bindung von ['*’I]-Pep-13 zu kompetieren bzw. die
Phytoalexinbiosynthese in Petersilieprotoplasten zu aktivieren. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Liganden mit hoher Kompetitoraktivitdt im Rezeptor-Bindungsassay auch eine hohe
Elicitoraktivitdt im Phytoalexinassay besaflen. Beispielsweise fiihrte die Substitution der a-
romatischen Aminosdure Tryptophan-2 durch Alanin zum Ausbleiben von Rezeptorbindung
und Abwehraktivierung (Niirnberger ef al., 1994, Zimmermann et al., 1997).

Zu den frithesten Abwehrreaktionen von Petersiliezellen nach Pep-13-Behandlung zdhlen
ein transienter Influx von Ca>" (Jabs et al., 1997, Blume et al., 2000), eine Alkalinisierung
des Kulturmediums durch H'-Influx, sowie ein Efflux von K" und CI (Scheel ez al., 1991,
Niirnberger et al., 1994). Diese lonenfliisse, die hinreichend und notwendig fiir die Induktion
spaterer Abwehrantworten sind (Scheel et al., 1991, Sacks et al., 1993, Niirnberger et al.,
1994, Jabs et al., 1997), gehen vermutlich auf die Aktivierung elicitorresponsiver lonenkani-

le zuriick. Ein derartiger elicitorresponsiver Ca**-Kanal, der in der Plasmamembran lokali-
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siert ist, konnte mittels ,,patch-clamp“-Technik identifiziert und charakterisiert werden
(Zimmermann et al., 1997). Durch den Einsatz einer Petersiliezelllinie, die das Gen fiir den
Ca’"-Indikator Aequorin stabil exprimiert, wurde gezeigt, dass die Elicitorbehandlung mit
Pep-13 zu einer zweiphasigen Ca*"-Antwort im Zytosol fiihrt, und ein kausaler Zusammen-
hang zur Aktivierung der Abwehrreaktionen besteht. Innerhalb kiirzester Zeit ist ein starker,
transienter Anstieg des zytoplasmatischen Ca*" (auf etwa 1 uM) zu beobachten, dem in einer
zweiten Phase eine Stabilisierung der Ca**-Konzentration auf erhohtem Niveau (300 nM),
verglichen mit dem Basalniveau (50-70 nM), folgt. Interessanterweise stellt nur diese zweite
Phase der Reaktion das fiir die Signalkaskade notwendige Element dar (Blume ef al., 2000).

Es wurde auBerdem gezeigt, dass der Ca”"-Influx notwendig fiir die Aktivierung der Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist. Der schnelle Anstieg der Konzentration der ROS
im Kulturmedium wird wahrscheinlich durch die Aktivitit einer NADPH-Oxidase hervorge-
rufen. Wird der Inhibitor DPI eingesetzt, so werden die Pep-13-induzierte Bildung der ROS
und die Phytoalexinbildung verhindert, die lonenkanile sind dagegen weiterhin aktiv. Setzt
man dem Kulturmedium O, zu, so wird die Phytoalexinbiosynthese in Abwesenheit des Eli-
citors stimuliert. Dies erfolgt nicht bei H,O,-Applikation. Offensichtlich hat O, eine Signal-
funktion in der Aktivierung der Pathogenabwehr. Kiirzlich wurde ein Petersiliegen mit Ho-
mologie zur katalytischen Untereinheit der O,™ produzierenden NADPH-Oxidase aus Phago-
zyten (gp917") isoliert. Nach Expression der korrespondierenden cDNA in Hefe konnte eine
enzymatische NADPH-Oxidase-Aktivitit nachgewiesen werden (Zinecker, 2001).

Weiterhin konnten drei Pep-13-induzierte MAP-Kinasen identifiziert werden, deren Akti-
vierung durch Ionenkanalinhibitoren, nicht jedoch durch DPI inhibiert wurde (Ligterink et al.,
1997, Jabs et al., 1997, Kroj, 1999). Daraus ist zu schlieBen, dass die elicitorinduzierte Akti-
vierung der MAP-Kinasen abhidngig von den lonenfliissen iiber die Plasmamembran ist. Sie
liegt im Signalweg jedoch oberhalb oder parallel zur O, -Bildung. Welche Rolle die MAP-
Kinasen in der Aktivierung der Abwehrreaktionen spielen, ist derzeit offen. Fiir eine MAP-
Kinase (MPK3) konnte aber gezeigt werden, dass sie in den Kern transloziert wird. Daher ist
zu vermuten, dass sie dort ihr Substrat, z.B. Transkriptionsfaktoren findet, die durch die Ak-
tivierung selbst die transkriptionelle Aktivierung von Abwehrgenen stimulieren konnen (Lig-
terink et al., 1997).

Diese Pep-13-induzierten Prozesse bilden eine Kaskade, die in Abb. 1-1 dargestellt ist.
Durch rezeptorvermittelte Elicitorbindung werden zuerst Ionenfliisse, anschlieBend der ,,0xi-
dative burst™ und spéter die Phytoalexinakkumulation induziert (Jabs et al., 1997). Die Betei-
ligung von Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen in verschiedenen Stufen
der Signalkaskaden sind durch zahlreiche Inhibitorstudien belegt (Dietrich et al., 1990, Con-
rath et al., 1991, Renelt et al., 1993, Blume ef al., 2000). Alle Pep-13-Analoga wurden auch

auf ihre Fihigkeit untersucht, Ionenfliisse und den ,,oxidative burst“ zu induzieren. Dabei
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wurde gezeigt, dass aktive Derivate, die an den Rezeptor binden und die Phytoalexinbio-
synthese auslosen, auch aktiv in Bezug auf die Stimulierung der Ionenfliisse und die Bildung
der ROS sind, inaktive hingegen nicht (Niirnberger et al., 1994, Blume et al., 2000). MAP-
Kinasen konnen auch direkt iiber den Pep-13-Rezeptor aktiviert werden. Thre Rolle in der

Signaltransduktion wird gegenwiértig untersucht.

P parasitica-Elicitor

P.sojae-Elicitor HO.

.
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Abb. 1-1: Hypothetisches Modell der induzierten Signaltransduktion in Petersilie
(modifiziert nach Jabs et al., 1997)

1.6 Die Gattung Phytophthora — Phytopathogene mit hohem Schadenspotential

Der Begriff Phytophthora stammt aus dem Griechischen und bedeutet Pflanzenzerstorer.
Traditionell zéhlte man die Oomyceten zu den Pilzen. Da sie sich jedoch strukturell und bio-
chemisch von anderen Pilzklassen unterscheiden, werden sie heute mit einigen Braunalgen in
eine eigene Gruppe, die Chromisten, eingeordnet (Dick, 1995, Alexopoulus et al., 1996, Er-
win & Ribeiro, 1996). Charakteristisch fiir diese Organismen ist das Fehlen von Chitin (Poly-
N-acetylglucosamin) in der Zellwand und von Sterolen in den Membranen. Die Zellwand ist
aus Zellulose und B-Glukanen aufgebaut (Fry, 1996).

Die meisten Phytophthora-Spezies verursachen Féulnis in Wurzeln, Stingeln, Bléttern
und Friichten von Pflanzen, darunter auch landwirtschaftlich wichtige Kulturpflanzen. Einige,
z.B. Phytophthora parasitica (P. parasitica), attackieren Hunderte verschiedener Kultur-
pflanzen. Andere, wie Phytophthora infestans (P. infestans), haben nur ein enges Wirtsspekt-
rum (Kartoffel und Tomate), verursachen aber ebenfalls schwere Schiaden in der Landwirt-
schaft. Der durch Phytophthora-Spezies jéhrlich allein in den USA verursachte wirtschaftli-

che Schaden wird auf mehrere Milliarden Dollar geschdtzt und ist weltweit noch erheblich
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hoher (Erwin & Ribeiro, 1996). P. infestans ist der Erreger der Kraut- und Knollenfiule, die
immer wieder zu gro3en Ernteverlusten fiihrte. Bekannt ist unter anderem die Hungersnot in
Irland um 1845, die durch grofle Verluste in der Kartoffelernte ausgelost wurde. Von den
Hauptnahrungsmittelpflanzen ist die Kartoffel auch heute noch von groBlen Ernteausfillen
(ca. 20 %) betroffen, die durch Krankheiten, hauptsdchlich durch die Kraut- und Knollenfaule
verursacht werden (James, 1981). Der jdhrlich weltweit entstehende Schaden durch diese
Krankheit wird auf ca. 5 Milliarden Dollar geschitzt.

Phytophthora-Infektionen sind schwer zu kontrollieren, da Oomyceten genetisch sehr fle-
xibel sind und so gegen die meisten Fungizide Resistenzen entwickeln konnten (Davidse et
al., 1991, Spielmann et al., 1991). Die Entdeckung neuer Pflanzenpathogene (Fry, 1996)
macht auflerdem deutlich, dass es weitere Pathogene in der Natur gibt, die noch nicht mit
unseren Kulturpflanzen in Kontakt gekommen sind. Einige davon koénnen moglicherweise
erneut folgenschwere Epidemien ausldsen. Daher ist es notwendig, nach alternativen Metho-
den zum Schutz von Nutzpflanzen vor dem Befall mit Oomyceten zu suchen. Zur Entwick-
lung solcher Strategien im integrierten Pflanzenschutz miissen zunéchst die Signalprozesse
zwischen Pflanze und Pathogen aufgeklért werden. Dadurch kdnnen wichtige Bindeglieder in
den Signalwegen, die zur Zerstorung des Wirts fiihren, erkannt werden. Dies schafft die
Grundlage fiir die Entwicklung von Kontrollstrategien, die auf Eingriffen in diese Signalwege
basieren. Solche Eingriffe konnen durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren aber auch durch
genetische Modifikation des Wirts geschehen.

Bei der Interaktion von P. parasitica mit Petersiliezellen bzw. —protoplasten zeigen sich
die typischen pflanzlichen Abwehrreaktionen, ndmlich die Aktivierung von ROS, die Phytoa-
lexinakkumulation und die Abwehrgenaktivierung. AuBBerdem werden Elemente der Signal-
transduktionskaskade, z.B. Ionenfliisse, ein Anstieg der zytosolischen Ca”*" Konzentration
und MAP-Kinasen aktiviert. Es konnte durch Behandlung von Petersiliezellen mit einem
Rohelicitor proteinogener Natur aus dem Kulturmedium des in vitro kultivierten Oomyceten
gezeigt werden, dass ein qualitativ &hnliches Spektrum an Abwehrreaktionen wie durch Pep-
13 aktiviert wird (vgl. Abb. 1-1). Unterschiede gibt es jedoch in Intensitit und Kinetik der
pflanzlichen Abwehr (Fellbrich et al., 2000). Dies deutet darauf hin, dass die Aktivierung der

jeweiligen Signalkaskaden durch separate Perzeptionsmechanismen erfolgt.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Dieser Arbeit vorausgegangene Studien haben ergeben, dass P. parasitica und andere
Phytophthora-Spezies ebenfalls Elicitoren der Phytoalexinbiosynthese in Petersilie besitzen,
die nicht identisch mit Pep-13 sind (Jahnen und Hahlbrock, 1988, Fellbrich et al., 2000). Da

die Infektion von Petersilie mit Zoosporen verschiedener Phytophthora-Spezies zur Auspri-
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gung einer hypersensitiven Reaktion fiihrt (Jahnen und Hahlbrock, 1988), muss ein HR-
Elicitor existieren. Um verschiedene Elicitorperzeptionssysteme studieren zu kénnen und
damit die Voraussetzung fiir die Analyse von Synergismen und Interferenzen verschiedener
Signalwege zu schaffen, wurde ein Elicitor aus P. parasitica isoliert, der sowohl den hyper-
sensitiven Zelltod als auch die de-novo-Synthese von Phytoalexinen in Petersiliezellen indu-
ziert (Fellbrich, 2001). Es handelt sich dabei um das Elicitorprotein NPP1 (Nekrosen-
produzierendes Protein aus Phytophthora). NPP1 ist nicht in der Lage, die Pep-13-Bindung
an dessen Rezeptor zu kompetieren (Fellbrich, 2001), was auf die Existenz eines Pep-13-
unabhéngigen Perzeptionssystems in Petersilie hindeutet.

Die Sequenzen einiger Peptidfragmente von NPP1, die durch Proteaseverdau des Elici-
torproteins erhalten wurden (Fellbrich, 2001), stellten den Ausgangspunkt dieser Arbeit dar.
Da sich die biochemische Aufreinigung des Proteins als sehr aufwendig herausgestellt hatte
(Fellbrich, 2001), sollte die PCR-gestiitzte Klonierung der fiir das Elicitorprotein kodierenden
cDNA die Basis fiir die Herstellung von rekombinantem Protein bilden. Weitergehend sollte
ein Element des Elicitorproteins NPP1 detektiert werden, dass hinreichend und notwendig fiir
die Elicitoraktivitét ist. Dieser elicitoraktive Teil des Proteins sollte nach radioaktiver Mar-
kierung zur Charakterisierung einer putativen Bindungsstelle fiir NPP1 in Petersiliemikroso-
men eingesetzt werden. Durch chemische Proteinquervernetzung des radioaktiv markierten
Liganden mit der putativen Bindungsstelle und nachfolgende Autoradiographie sollten Infor-
mationen iiber das Molekulargewicht des Bindungsproteins erhalten werden.

Neben diesen Studien sollten die experimentellen Voraussetzungen fiir die Inaktivierung
des fiir NPP1 kodierenden Gens in P. infestans durch transgene Gegenstrangexpression ge-
schaffen werden (,,gene silencing). Die Analyse der Mutanten sollte Aufschluf3 iiber die en-

dogene Funktion von NPP1 vermitteln.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien und Bioreagenzien

Die Laborchemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad und wurden, sofern nicht
anders aufgefiihrt, von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Serva (Heidel-
berg), Roth (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen), Riedel-de-Haén (Deisenhofen), Calbiochem
(Bad Soden), Novabiochem (Bad Soden) und Difco (Detroit, USA) bezogen. Sterilfilter
stammten von Sartorius (Gottingen). HPLC-reine Chemikalien lieferte J. T. Baker (Gries-
heim). Enzyme fiir die molekularbiologischen Arbeiten lieferten Stratagene (Heidelberg),
Invitrogen (Groningen, Niederlande), Eurogentec (Seraing, Belgien), GibcoBRL (Eggen-
stein), Promega (Madison, USA) und Roche (Mannheim). Oligonukleotide wurden von der
Firma MWG-Biotech (Miinchen) bezogen. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide
sind im Anhang aufgefiihrt. Radiochemikalien lieferte Amersham-Pharmacia Biotech (Upp-

sala, Schweden).

2.2 Methoden zur Kultivierung, und Behandlung von Pflanzenmaterialien

2.2.1 Kultivierung von Petersiliezellkulturen

Zellsuspensionskulturen von Petersilie (Petroselinum crispum L.) wurden in modifizier-
tem Gamborg's B5S-Medium mit 1 mg/ml 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsdure) im Dunkeln
bei 26°C geschiittelt (110 rpm/min) und alle 7 Tage in frisches Medium iiberfiihrt (HA-
Medium, Hahlbrock, 1975).

2.2.2 Praparation und Elicitorbehandlung von Petersilieprotoplasten

Die Isolierung der Petersilieprotoplasten erfolgte nach Dangl et al. (1987) mit 5 Tage al-
ten Petersiliezellen.

Die Petersilieprotoplasten wurden nach ihrer Priaparation unter sterilen Bedingungen mit
B5-Saccharose-Medium (BS5, 1 mg/ml 2,4-D, 0,4 M Saccharose, pH 5,5) auf eine Dichte von
5 x 10° Protoplasten/ml eingestellt. In Mikrotiterplatten mit geringer Eigenfluoreszenz (Cy-
toplate, Applied Biosystems, Foster City, USA) wurden je 100 ul der Protoplastensuspension
mit bis zu 6 pl Effektor fiir 24 h bei 26°C im Dunkeln inkubiert. Zur Kontrolle der Elicitie-
rung wurden die Petersilieprotoplasten mit einer Pep-13-Lésung behandelt (Niirnberger ef al.,
1994), wobei die Endkonzentration des Elicitors 100 nM betrug.

Die Menge der durch die Petersilieprotoplasten gebildeten autofluoreszierenden Furano-

coumarine (Phytoalexine) wurde nach 24 h Effektorbehandlung anhand der Fluoreszenz des
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Kulturmediums (360 nm Exitation / 440 nm Emission) mit dem Cytofluor II (Biosearch, Bed-

ford, USA) in relativen Fluoreszenzeinheiten (rfu) bestimmt (Parker et al., 1991).

2.2.3 Bestimmung der Vitalitiit der Petersilieprotoplasten

Die Vitalitdt der Petersilieprotoplasten wurde durch Doppelfarbung mit Fluoresceindiace-
tat und Propidiumiodid bestimmt (Huang et al., 1986). Der Vitalfarbstoff Fluoresceindiacetat
wird nur in lebenden Protoplasten zu griin fluoreszierendem Fluorescein umgesetzt. Dagegen
weist eine rote Fluoreszenz des Propidiumiodids im Zellkern auf tote bzw. membrangeschi-
digte Zellen oder Protoplasten hin, da Propidiumiodid die intakte Membran nicht passieren
kann. Zu 100 pl Petersilieprotoplasten wurde 1 pl einer Fluoresceindiacetatlosung (5 mg/ml
in Aceton) und 1 pl einer Propidiumiodidlésung (1 mg/ml) gegeben. Die Vitalitdt der Proto-
plasten konnte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Leica, Leitz DMLI, Wetzlar) be-

stimmt werden.

2.2.4 Mikrosomenpriparation aus Petersiliezellen

Mikrosomen wurden nach der Methode von Niirnberger et al. (1994) prapariert. Im Un-
terschied zum beschriebenen Protokoll wurden die mikrosomalen Membranen in 50 mM
Tris/HCIL, pH 7,5, 150 mM NaCl resuspendiert.

2.2.5 Bestimmung der Ethylenakkumulation in Petersiliezellen nach Elicitorgabe

Durch die Behandlung von Petersiliezellen mit Elicitor wird die Ethylenbiosynthese indu-
ziert. Die Messung der freigesetzten Ethylenmenge (pmol/ml Zellkultur) erfolgte gaschroma-
tographisch nach Chappell ef al. (1984) in Zusammenarbeit mit Prof. Thomas Boller (Fried-
rich-Miescher-Institut Basel, Schweiz).

2.2.6 Elicitorbehandlung von Tabakpflanzen

In Blétter von 2-4 Wochen alten Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum) wurden 40 pl der
wassrigen Effektorlosung (2 pM) infiltriert. Die Nekrosebildung wurde nach 4-6 h durch
Eintrocknen des Blattgewebes der Infiltrationsstelle sichtbar. 24-48 h nach Elicitorgabe wa-

ren die Nekrosen deutlich an der Gelb- bis Braunfarbung des Gewebes erkennbar.

2.3 Kultivierung verschiedener Phytophthora-Spezies

Zur Stammbhaltung wurden alle verwendeten Phytophthora-Spezies auf Sakai-Medium
(34 g Bohnenmehl, 17 g Hafermehl, 8,5 g Saccharose, 15 g Bactoagar ad 1 1 H,O) in 50 ml
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Erlenmeyerschrigkdlbchen kultivert. Die Inkubation erfolgte bei 16°C in der Dunkelheit.
Nach 4-6 Wochen Kultivierung wurden Teile des Myzels auf frischem Medium subkultiviert.

2.3.1 Anzucht von P. parasitica in Fliissigkultur

Der Oomycet P. parasitica, Stamm 1828, von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorga-
nismen und Zellkultur GmbH (Braunschweig) wurde 4-6 Wochen auf 200 ml Fliissigmedium

(Henninger, 1959) in Fernbachkolben bei 16°C in Dunkelheit angezogen.

2.3.2 Anzucht von P. infestans in Fliissigkultur

P. infestans, Stamm 88069 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Francine
Govers, Wageningen Agricultural University, Niederlande), wurde 4-6 Wochen auf 200 ml
Fliissigmedium (Henninger, 1959) in Fernbachkolben bei 18°C im Dunkeln kultiviert.

Kleine Kulturen von P.-infestans-Transformanten wurden auf modifiziertem Plich-
Medium (0,5 g KH,POy4, 0,25 g MgSO,, 1 g Asparagin, 1 mg Thiamin, 0,5 g Hefeextrakt, 10
mg B-Sitosterol und 25 g Glukose pro 1 unter Zusatz von 10 pg/ml Rifampicin) in Petrischa-
len (D 4 cm) fiir 1-2 Wochen bei 18°C in Dunkelheit angezogen.

2.3.3 Anzucht von P. sojae in Fliissigkultur

Die Rasse 1 von P. sojae von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zell-
kultur GmbH (Braunschweig) wurde 3-4 Wochen auf 200 ml fliissigem Asparaginmedium
(Keen, 1975) in Fernbachkolben bei 16°C im Dunkeln kultiviert.

2.4 Molekularbiologische Arbeiten

Molekularbiologische Standardmethoden, die im Folgenden nicht einzeln erwéhnt sind,
wurden wie in Sambrook et al. (1989) beschrieben durchgefiihrt.

2.4.1 Bakterienstimme und Plasmide

Fiir die molekularbiologischen Arbeiten wurden die folgenden E.-coli-Stimme (Tab.2-1)
und Plasmide (Tab. 2-2) verwendet:
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E.-coli-Stimme Spezifikation Referenz
DH50. supE44, AlacU169 (F80 lacI’ZAM15) hsdR17 recAl, |Invitrogen (Groningen, Nie-
end Al, gyrA96, thi-1 relAl derlande)
SURE el4’(mcrA), A(merCB-hsdSMR-mrr)171, sbeC, recB, | Invitrogen (Groningen, Nie-
recJ, umuC:Tn5(kan®) uvrC, supE44, lac, gyrA96, derlande)
relAl, thi-1, endAl, [F’, proAB”, lacI"ZAM15,
Tn10(tet®)]
BL21 F ompT hsdSB(rg-mg’)gal dcm Amersham-Pharmacia Biotech
(Uppsala, Schweden)
BL21/D3 F ompT hsdSB(rg-mg)gal dem (DE3) pLysS (Cam®) | Invitrogen (Groningen, Nie-
derlande)

Tab. 2-1: verwendete E.-coli-Stimme

Plasmid Spezifikation Wirt Referenz

pGEM-T flori, colElori, lacZ, MCS, Amp', Sp6 E. coli DH5q, Promega (Madison, USA)
und T7-Promotor E. coli SURE

pGEX-5X-1 | colElori, MCS, Amp', laclq, tac- E. coli DH50q, Amersham-Pharmacia Biotech
Promotor, RBS, GST E. coli BL21 (Uppsala, Schweden)

pJC40 colElori, MCS, Amp', laclq, T7- E. coli DH5q, Clos et al., 1994
Promotor, His10, E. coli BL21D3

pTH209 colElori, lacZ, MCS, Amp', HSP70- E. coli DHS50: Judelson et al., 1991
Promotor, Ham34-Terminator, Neomycin' P. infestans

Tab. 2-2: verwendete Plasmide

2.4.2 Praparation und Behandlung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus Bakterien-Ubernachtkulturen mit entsprechender Selektion un-
ter Verwendung von ,,QIAprep“-Sdulen der Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerprotokol-
len gereinigt.

Die Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsendonucleasen in den vom Hersteller mitgelie-
ferten Puffern gespalten. Dazu wurden pro ug DNA jeweils 5 Einheiten (5 U) Enzym zuge-
setzt und 1-3 h inkubiert (in der Regel bei 37°C).

DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen (0,8-1,5 %) elektrophoretisch aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angefirbt. Das Agarosegelblockchen mit dem gewiinschten DNA-
Fragment wurde ausgeschnitten. Unter Verwendung des ,,QIAquick gel extraction kit* der
Firma Qiagen (Hilden) wurde die entsprechende DNA nach Herstellerangaben reisoliert. So-

mit stand das gereinigte DNA-Fragment zur Klonierung in den gewiinschten Vektor zur Ver-

fligung.
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2.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Klonierung von PCR-Produkten

Fiir die PCR (,,Polymerase chain reaction*) wurden ,, Thermocycler der Firma Perkin
Elmer (Boston, USA) verwendet. In der Regel wurde 1-10 ng DNA, 5 uM der jeweiligen
Oligonukleotide, 20 nM dNTPs, 15 mM MgCl,, 5 U/ul Tag-Polymerase und 10 x Reaktions-
puffer nach Herstellerangaben (GibcoBRL, Eggenstein) im Volumen von 50 ul eingesetzt.
Nach 1 min Denaturierung bei 94°C wurden 25-30 Zyklen von 20 s Denaturierung, 30 s
Hybridisierung bei 45-68°C und 30 s bis 1 min 30 s Polymerisation bei 72°C durchlaufen.
Anschlieend wurde die Polymerisation 7 min bei 72°C fortgesetzt und darauf auf 4°C ge-
kiihlt. PCR-Produkte wurden mit ,,QIAquick-Saulchen der Firma Qiagen (Hilden) gereinigt
und anschliefend in den pGEM-T-Vektor kloniert. Dazu wurden Protokolle der Hersteller
verwendet (Promega, Madison, USA).

Zur Klonierung gelelektrophoretisch gereinigter DNA-Fragmente (vgl. 2.4.2) wurden die-
se mit linearisiertem, dephosphoryliertem Vektor gemischt. Die DNA-Molekiile hybridisieren
iiber kompatible einzelstringige Bereiche und werden durch die T4-DNA-Ligase kovalent
verbunden. Diese Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 12°C.

Die Transformation der Plasmid-DNA in E. coli erfolgte nach Hanahan (1983).

2.44 RT-PCR

RT-PCR-Experimente zur Analyse der Transkriptakkumulation wurden unter der Ver-
wendung von ,,Ready-to-go'"“-Beads (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Es wurde 1 pg Gesamt-RNA fiir die reverse
Transkription eingesetzt (30 min, 42°C). Nach 5 miniitiger Inkubation bei 95 °C wurde eine
PCR-Reaktion nach 2.4.3 durchgefiihrt. Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden im 1,5 %igen

Agarosegel analysiert.

2.4.5 DNA-Sequenzierung

PCR-Reaktionen zur Sequenzierung von DNA wurden mit dem ,,SequiTherm EXCEL™
Long-Read™ DNA Sequencing kit der Firma Epicentre Technologies, bezogen iiber BIO-
zym Diagnostik GmbH (Oldendorf), oder dem ,,ThermiSequenase fluorescent labelled primer
cycle sequencing kit der Firma Amersham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden) durch-
gefiihrt. Die Auftrennung und Analyse der Sequenzreaktion erfolgte mit einem DNA-
Sequenzierautomaten (LICOR 4000L bzw. LONGREADER 4200) der Firma MWG-Biotech
(Miinchen). Fiir die Detektion der DNA-Fragmente enthielten die verwendeten Oligonukleo-
tide 5'-Fluoreszenzmarkierungen (,,IRD800 bzw. IRD700*, MWG-Biotech, Miinchen).
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2.4.6 Auswertung der Sequenzdaten

Zur Auswertung der Sequenzdaten wurde das Programm ,,DNASIS 2.1* (Hitachi, Tokio,
Japan) genutzt. Sequenzvergleiche mit Datenbanken erfolgten mit Hilfe von Programmen, die
den BLAST-Algorithmus (,,Basic Local Alignment Search Tool*) verwenden (Altschul ef al.,

1990, Altschul et al., 1997). Genutzt wurde dazu der angebotene Service vom ,,National

Centre for Biotechnological Information* (L»Whneb-l—n-l-m—mh-ge*J)

2.4.7 Isolierung der NPP1-cDNA

2.4.7.1 Isolation von RNA und polyA"™-RNA aus verschiedenen Phytophthora-Spezies

Die Isolation der RNA aus dem Myzel der Oomyceten erfolgte nach Logemann et al.
(1987). PolyA"™-RNA wurde unter Verwendung des ,,PolyATract™ mRNA Isolation System*
der Firma Promega (Madison, USA) nach Herstellerprotokollen isoliert.

Die Qualitit der RNA wurde durch geleltrophoretische Analyse bestimmt. Fiir das Agaro-
segel wurde 1 g Agarose mit 10 ml 10 x MOPS (0,2 M MOPS, pH 7,0, 50 mM Natriumace-
tat, 10 mM EDTA) und 87 ml H,O erhitzt. Nach Abkiihlen wurde 5,1 ml 37 % Formaldehyd
zugesetzt und das Agarosegel gegossen. Die RNA-Proben (2-5 pl) wurden mit 10-15 pl Pro-
benpuffer (720 ul Formamid, 150 ul 10 x MOPS, 240 pl 37 % Formaldehyd, 100 ul H,O,
100 pl Glyzerol, 80 ul 10 % Bromphenolblau) gemischt und 5 min bei 65°C inkubiert. Nach
kurzer Inkubation bei 4°C wurden die Proben gelelktrophoretisch aufgetrennt (bei 50 V).

2.4.7.2 RACE-Reaktion (,,Rapid Amplification of cDNA Ends*)

Die Isolierung von 5°- und 3'-RACE-Fragmenten der NPP1-cDNA wurde mit dem
~SMART™ RACE c¢DNA Amplification kit“ der Firma Clontech (Palo Alto, USA) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden die internen Oligonukleotide der cDNA des
Elicitorproteins ,,RACE 5-1“ und ,,RACE 3-1* (s. Anhang 1) sowie die Oligonukleotide des
~SMART™ RACE c¢DNA Amplification kit (5’-Race [5’CDS], 3’-Race [3’CDS], SmartlI,
UP, NUP, s. Anhang 1) und polyA"™-RNA verwendet. Nach der reversen Transkription wurde
eine vom Hersteller empfohlene ,,touch down“-PCR angewandt, ein Gradient mit 3 Stufen
abfallender Temperatur (68°C, 64°C und 61°C) fiir die Hybridisierung der Oligonukleotide
mit dem entsprechenden DNA-Fragment. Die erhaltenen 5°- und 3’-PCR-Fragmente wurden
in den Vektor pGEM-T kloniert und sequenziert. Aus den erhaltenen Sequenzdaten wurden
Oligonukleotide abgeleitet, die zur Isolierung der Gesamt-cDNA mittels PCR (vgl. 2.4.3)
eingesetzt werden konnten (PpexpEcoRI/1, PpexpEcoRI/2 und PpexpXhol/1, Anhang 2).
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2.4.8 Isolierung von genomischer DNA aus Phytophthora-Myzel

Die Isolierung der genomischen DNA aus dem Myzel verschiedener Phytophthora-
Spezies erfolgte nach Raeder & Broda (1985).

2.4.9 Bakterielle Expression von NPP1 und seiner Derivate

Zur bakteriellen Expression von NPP1 bzw. entsprechenden Derivaten wurden der Vektor
pGEX-5X-1 (GST-Fusion) der Firma Amersham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden)
und/oder der Vektor pJC40 (Histidin;o-Fusion, Clos ef al., 1994) verwendet. Die Expressi-
onsprodukte lieBen sich deshalb durch Affinititschromatographie an Glutathion-Agarose
(GSH-Agarose fiir GST-Fusion) bzw. Ni-NTA-Agarose (fiir His;o-Fusion) aufreinigen.

Die offenen Leserahmen wurden zur Einfiihrung geeigneter Spaltstellen mittels PCR am-
plifiziert und in den Vektor pGEM-T kloniert. Die Nukleotidsequenzen der verwendeten
Oligonukleotide fiir NPP1 und seine Derivate sind im Anhang 2 zusammengefasst. Von Ein-
zelkolonien wurde Plasmid-DNA isoliert und sequenziert. Fragmente mit korrekter Sequenz
wurden in die Vektoren pGEX-5X-1 und/oder pJC40 subkloniert. Die Suche nach positiven
Kolonien erfolgte mittels PCR unter Einsatz genspezifischer Oligonukleotide. Die Plasmid-
DNA dieser Klone wurde isoliert und mittels Restriktionsanalyse untersucht. Die erhaltenen
Plasmide mit der korrekten Sequenz wurden in E. coli BL21 (pGEX-5X-1) oder in E. coli
BL21D3 (pJC40) transformiert und Einzelkolonien zur Test-Expression eingesetzt.

2.4.9.1 Test-Expression

Zur Proteinexpression wurden 5 ml LB-Medium (10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g
NaCl pro 1 H,O) mit Ampicillinselektion (100 pg/ml) mit 500 pl einer Bakterien-Ubernacht-
kultur beimpft und bei 37°C unter Schiitteln (180 rpm) inkubiert bis die ODg ca. 0,6 betrug.
Die Induktion der Proteinbiosynthese erfolgte durch Zugabe von IPTG (0,4-2 mM). An-
schlieBend wurden die Bakterien weitere 3 h bei 37°C (180 rpm) geschiittelt. Dann wurden je
2 ml der Expressionskultur in ein Mikrozentrifugengefdf tiberfiihrt und pelletiert (10 min,
4000 x g). Das Bakterienpellet wurde in 2 x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) aufgenommen
und lysiert sowie 10 min bei 100°C inkubiert. Nach Zentrifugation (2 min, 10000 x g) wur-
den die Proben in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Analyse der Proben erfolgte
mit Coomassiefarbung (vgl. 2.6.3.2) und im Immunoblot (vgl. 2.6.4).

2.4.9.2 Préparative Expression

Ubernachtkulturen der Bakterien wurden 100-fach in LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin)

verdiinnt und unter Schiitteln (180 rpm) bei 37°C bis zu einer ODgyy von 0,6 vermehrt. Zur
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Induktion der Proteinbiosynthese wurde 0,4 mM IPTG zugesetzt. Anschlieend wurde weite-
re 4 h bei 30°C (fiir GST-Fusionsproteine) oder 5 h bei 37°C (fiir His;(-Fusionsproteine) un-
ter starkem Schiitteln (180 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien durch Zentri-

fugation geerntet (10 min, 4000 x g) und je nach Fusionsprotein weiter bearbeitet.

2.4.9.3 Affinitétsreinigung der Expressionsprodukte mittels Glutathion-Agarose

Die Bakterien wurden in PBS (10 mM NaH,PO,, 1,8 mM K,;HPO,, 2,7 mM KCI, 140
mM NaCl, pH 7.5) unter Zusatz von 10 mM DTT und 0,001% PMSF resuspendiert und Ly-
sozym (Endkonzentration: 100 pg/ml) zugesetzt. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wur-
de 10 % Laurylsarcosin (Endkonzentration: 1 %) zugesetzt. Nach Ultraschall-Behandlung (3
x 20 s, bei 4°C) wurden die Zellfragmente durch Zentrifugation (20 min, 4°C, 5000 x g) se-
dimentiert und der Uberstand mit 10 % Triton-100 (Endkonzentration: 2 %) und GSH-
Agarose (0,2 % v/v) versetzt. Nach 4-12-stiindigem Schiitteln bei 4°C wurde die GSH-
Agarose durch Zentrifugation (2 min, 4°C, 2000 x g) abgetrennt. AnschlieBend wurde die
GSH-Agarose 3 mal mit 1 M NaCl in PBS und 5 mal mit PBS gewaschen. Eluiert wurde das
Fusionsprotein durch 10-miniitige Behandlung der GSH-Agarose mit Elutionspuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 8, 10 mM Glutathion). Die Abspaltung der Glutathion-S-Transferase (GST)
erfolgte durch 16-stiindige Inkubation bei RT mit der Protease Faktor Xa (Amersham-
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), wobei 10 U Protease pro mg Protein eingesetzt
wurden. Anschlieend wurde das Protein durch Dialyse gegen H,O entsalzt und konnte nach

der Bestimmung des Proteingehaltes (vgl. 2.6.1) fiir biologische Tests eingesetzt werden.

2.4.9.4 Affinititsreinigung der Expressionsprodukte mittels Ni-NTA-Agarose

Resuspendiert wurden die Bakterien in 45 ml Puffer 1 (50 mM NaH,PO4, 10 mM
Na,HPO,4, 8 M Harnstoff, pH 8,0). Nach 15 bis 30 min Inkubation bei RT wurden die Zell-
fragmente durch Zentrifugation (20 min, RT, 5000 x g) abgetrennt. Nach Zugabe von Imida-
zol (Endkonzentration: 20 mM) und Ni-NTA-Agarose (0,2 % v/v) wurde 3-4 h bei RT ge-
schiittelt. Die Ni-NTA-Agarose wurde durch Zentrifugation (2 min, RT, 2000 x g) abgetrennt
und unspezifisch gebundene Proteine wurden durch 4 Waschschritte entfernt. Die dazu ver-
wendeten Puffer waren: Puffer 2 (50 mM NaH,PO,, 10 mM Na,HPO,, 8 M Harnstoff, pH
6,3), Puffer 2 (2 M Harnstoff), Puffer 2 (0,5 M Harnstoff), Puffer 2 (0,1 M Harnstof¥). Eluiert
wurde das Protein durch Zugabe von 50 mM NaH,PO,4, 10 mM Na,HPO,4, 50 mM NacCl, 250
mM Imidazol (2 mal). Nach Dialyse gegen H,O wurde der His;o-Teil des Proteins durch Fak-
tor Xa (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) abgespalten.
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2.5 Proteinchemie

2.5.1 Peptidsynthese

Die Synthese der verwendeten Peptide erfolgte mit dem Economy Peptide Synthesizer
EPS 221 der Firma ABIMED (Langenfeld) nach dem Protokoll des Herstellers. Es handelt
sich um einen automatischen Durchflusssyntheseapparat, in dem Sdulen (Amid-Triger oder
Fmoc-Aminosdure-Triger) der Firma ABIMED (Langenfeld) verwendet wurden. Nach der
Synthese wurden die Peptide vom Trigerharz abgespalten (90 % Trifluoressigsdure, 5 %
H,0, 5 % Triethylsilan), durch Zugabe von 5 Volumen tert.-Butylmethylether bei 0°C gefillt,
in Wasser resuspendiert und lyophilisiert. Die Reinheit der Peptide wurde mittels ,,Reversed-
phase“~-HPLC und die Aminosduresequenz durch Peptidsequenzierung iiberpriift (Nennstiel
et al., 1998).

Peptid Sequenz

Pep-13 VWNQPVRGFKVYE

Peptid 1 NGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
Peptid 9 AVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDY
PKA-Peptid RHMKLEFLRRASLGDVISH

Tab. 2-3: synthetisierte Peptide

2.5.2 Peptidsequenzierung

Die N-terminale Sequenzierung der Peptide erfolgte auf einem G1000A Proteinsequencer
(Hewlett Packard, Avondale, USA) mit Chemikalien und nach Protokollen des Herstellers.

2.5.3 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Fiir die analytische HPLC-Trennung von Peptiden und Proteinen wurde eine Vydac C4-
Sdule (300A, 5 pm, 4,6 x 250, The Separation Group, Hesperia, CA) auf einer HP1100 (Agi-
lent Technologies, Waldbronn) verwendet. Die Detektion der Peptide erfolgte bei 214 nm

und 280 nm iiber einen Diodenarraydetektor (nach Nennstiel et al., 1998).

2.5.4 Antikorperproduktion

Die fiir die Antikérperproduktion synthetisierten Peptide (Peptid 1 und Peptid 9, vgl. Tab.
2-3) wurden von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) an BSA gekoppelt und fiir die Im-
munisierung von jeweils einem Kaninchen pro Peptid verwendet. Die Bereiche aus denen die
Peptide gewihlt wurden, waren nach Jameson-Wolf-Analyse (Jameson & Wolf, 1988) als
besonders antigen eingestuft worden. Nach der ersten Immunisierung der Kaninchen wurde
die Injektion nach 14, 28 und 56 Tagen wiederholt. Es wurde Blut vor der Immunisierung
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(Prdimmunserum) und 38, 66 und 80 Tage nach der ersten Injektion entnommen. Nach Tests
der Giite der Antikdrper wurde in allen Experimenten der Antikérper AK152 vom Peptid 1 in
einer Verdiinnung von 1:5000 verwendet, da der AK168 vom Peptid 9 unspezifische Banden
detektierte.

Die verwendeten sekundéren Anti-Kaninchen-Antikorper gekoppelt mit alkalischer Phos-
phatase oder Meerettich-Peroxidase stammten von der Firma BioRad (Hercules, USA), der
mit alkalischer Phosphatase gekoppelte Anti-Ziege-Antikorper wurde von Sigma (Dei-

senhofen) bezogen.

2.6 Proteinanalytische Methoden

2.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinbestimmungen erfolgten mit dem BCA-Proteinassay-Reagenz der Firma Pierce
(Rockford, USA), dem beiliegenden Protokoll folgend. Der Proteingehalt wurde anhand einer
mit BSA (0-20 pg) erstellten Eichkurve ermittelt.

2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

In Minigelapparaturen ,,Mighty Small*“ der Firma Hoefer (San Francisco, USA) wurden
10-15 %ige Polyacrylamidgele vorbereitet, die nach Protokollen von Laemmli (1970) herge-
stellt wurden. Die préparierten Proteinextrakte wurden mit 0,2 Volumen 5 x Probenpuffer
(500 mM Tris/HCI, pH 6,8, 25 % Glyzerol, 10 % SDS, 25 % B-Mercaptoethanol, 0,05 %
Bromphenolblau) versetzt und 5 min auf 95°C erhitzt. Nach elektrophoretischer Auftrennung
der Proteine bei 10-60 mA wurden die Gele gefirbt oder auf Nylon-Membranen (Porablot
NCL, Macherey-Nagel, Diiren) transferiert.

2.6.3 Farbung von Proteinen nach SDS-PAGE

2.6.3.1 Silberfarbung

Zur Féarbung der Proteinbanden mit Silbernitrat (Blum et al., 1987) wurden die Polyacryl-
amidgele fiir 30 min in Fixierer (50 % Methanol, 12 % Essigsdure) inkubiert und anschlie-
Bend fiir 3 x 20 min in 50 % Ethanol neutralisiert. Es folgte eine einminiitige Inkubation mit
0,02 % Natriumthiosulfat. Nach kurzem Waschen mit Wasser (3 x 20 s) wurde fiir 20 min
mit Silbernitratlosung (2 g/l AgNOs, 0,1 % Formaldehyd) inkubiert. Nach erneutem Waschen
mit Wasser wurde das Gel mit Entwickler (60 g/l Na,COs, 0,05% Formaldehyd) geférbt und

die Farbreaktion durch Ansduern mittels Zugabe von Fixierer beendet.
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2.6.3.2 Coomassiefdarbung von Proteinen

Zur Farbung wurden die Polyacryamidgele mit ,,Coomassie Blue G250“- Losung (0,25 g
Coomassie Blue G250, 45 % Methanol, 45 % Wasser, 10 % Essigsdure) 1 h inkubiert und
anschliefend mit Entfarberlosung (45 % Methanol, 45 % Wasser, 10 % Essigsdure) wieder
entfarbt.

Zur Aufbewahrung wurden die Gele iiber Nacht in 5 % Methanol, 1 % Glyzerol inkubiert

und anschlieend zwischen 2 Cellophanblittern getrocknet.

2.6.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach der SDS-PAGE wurden Proteine durch ,,Semi-Dry“-Transfer mit einer Apparatur
von BioTech Fischer (Reiskirchen) auf Nitrozellulosemembranen (Porablot NCL, Macherey-
Nagel, Diiren) tibertragen. Der Transfer erfolgte nach Burnette (1981) bei einer Stromstérke
von 1 mA/cm? Membran iiber 2 h. Der Aufbau des Blots geschah von der Anode zur Kathode
in der Reihenfolge: 2 Lagen dickes, in Puffer 1 (300 mM Tris/HCL, pH 10.4, 20 % Methanol)
dquilibriertes Filterpapier, 1 Lage in Puffer 2 (25 mM Tris/HCIL, pH 10.4, 20 % Methanol)
getrianktes dickes Filterpapier, die in Puffer 2 dquilibrierte Nitrozellulosemembran, das vom
Sammelgel befreite Proteingel sowie 3 Lagen dickes, in Puffer 3 (25 mM Tris/HCI, pH 9.4,
20 % Methanol, 40 mM 6-Aminocapronsdure, 0,01 % SDS) getrinktes Filterpapier. Mem-
bran und Filterpapier hatten Gelgroe. Die Kontrolle des Transfers erfolgte durch gefarbte
Markerproteine der Firma BioRad (Hercules, USA). Die Membranen wurden mit 5 % fett-
freier Trockenmilch in PBS (80 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 7,5) 2-
12 h geblockt. AnschlieBBend erfolgte eine einstiindige Inkubation mit dem entsprechenden
Antiserum in Blocklosung. Nach intensivem Waschen (mindestens 3 x 20 min) mit PBS er-
folgte die Inkubation mit dem sekundédren Antikorper (ein Konjugat mit alkalischer Phospha-
tase (AP) oder Meerettich-Peroxidase). Im Anschluss wurde erneut mindestens 3 x 20 min
mit PBS gewaschen. Fiir die Reaktion der alkalischen Phosphatase wurde die Membran 3 min
in AP-Reaktionspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 9.5, 100 mM NacCl, 50 mM MgCl,) dqui-
libriert. Anschliefend wurde die Membran mit frisch bereiteter Substratlosung nach Angaben
des Herstellers (NBT-BCIP, Promega, Madison, USA) iiberschichtet und im Dunkeln inku-
biert. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser. Fiir die Detektion mittels
,Meerettich“-Peroxidase gekoppelter Antikorper wurde der ,,ECL Plus Kit“ der Firma
Amersham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden) verwendet, wobei ebenfalls nach den
Instruktionen des Herstellers verfahren wurde. Durch Chemilumineszenz konnten die ent-

sprechenden Proteinbanden auf Rontgenfilmen (Kodak, Rochester, USA) detektiert werden.
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2.8 Radioaktive Markierung von NPP1

2.8.1 lIodierung von NPP1

Die Iodierung von NPP1 erfolgte mit Hilfe von ,,Jodobeads* der Firma Pierce (Rockford,
USA) nach den Angaben des Herstellers. Die Reaktionsperlen wurden in PBS (10 mM
NaH,POq4, 1,8 mM K,;HPO,, 2,7 mM KCI, 140 mM NaCl, pH 6,8) édquilibriert und danach
wieder getrocknet. AnschlieBend wurden 0,25 nmol, 0,5 nmol oder 1 nmol Nal zugegeben.
Nach 5-miniitiger Inkubation bei RT oder 4°C wurden 0,5 nmol NPP1 zugesetzt. Nach 0, 15,
30 und 90 s, sowie nach 2 und 5 min Inkubation bei RT oder 4°C wurde die Iodierung durch
Entfernen der Reaktionsperlen beendet.

Des Weiteren wurde eine andere Methode zur Iodierung des Proteins eingesetzt. Dazu
wurden mit ,,JODOgen* beschichtete Reaktionsgefdle der Firma Pierce (Rockford, USA)
verwendet. Die Aktivierung von Nal, d.h. die Bildung von I', erfolgte durch Zugabe von Nal
zum Oxidationsmittel in das beschichtete Reaktionsgefdll. AnschlieBend wurde das aktivierte
I" aus dem Reaktionsgefil entnommen und in ein neues GefiB zum zu iodierenden Protein
His;o-NPP1 gegeben. Die lodierung erfolgte mit 0,5 nmol NPP1 und 0,25 nmol bzw. 0,5
nmol Nal nach den Angaben des Herstellers in 100 ul Ansdtzen, wobei eine Zeitabhiangigkeit
der Reaktion (0, 30 s, 1, 5 und 10 min) untersucht wurde.

Aliquots von beiden lodierungsverfahren wurden jeweils in einer SDS-PAGE mit an-

schlieBender Silberfarbung analysiert.

2827 S]-Markierung von NPP1

Fiir die Markierung des Proteins mit [*°S] wurden die Expressionskulturen wihrend der
Proteinbiosynthese vor IPTG-Gabe mit [*°S]-Methionin/[>°S]-Cystein (Verhiltnis: 80/20)
behandelt (vgl. auch 2.4.9).

Ubernachtkulturen der Bakterien wurden 100-fach in LB-Medium (100 pg/ml Ampicil-
lin) verdiinnt und unter Schiitteln (180 rpm) bei 37°C bis zu einer ODgyy von ca. 0,6 ver-
mehrt. Anschlieend wurden die Bakterien bei RT zentrifugiert (10 min, 2000 x g) und das
Bakterienpellet in Wasser resuspendiert. Nach weiterer 4-stiindiger Inkubation bei 37°C wur-
den die Bakterien erneut zentrifugiert (RT, 10 min, 2000 x g) und im gleichen Volumen M9-
Medium (50 mM Na,HPO,4, 10 mM KH,PO4, 10 mM NH4CIL, 5 mM NaCl, 1 mM MgSOy,
0,1 mM CaCl,, 20 % Glukose) aufgenommen. Nach weiterer 2-stiindiger Inkubation bei 37°C
oder Ubernachtkultivierung bei 30°C wurden 20 mM aller Aminoséuren (auBer Methionin)
zugegeben und es wurde wieder bei 37°C inkubiert. Zur Induktion der Proteinbiosynthese
wurden 0,4 mM IPTG zugesetzt. Gleichzeitig wurde 10 pCi [*°S]-Methionin/[**S]-Cystein
pro ml Zellen appliziert. Nach 20-miniitiger Inkubation erfolgten die Zugabe von Rifampicin
(200 pg/ml) und eine 10-miniitige Inkubation bei 42°C im Wasserbad. AnschlieBend wurden
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die Bakterien weitere 4 h bei 37°C stark geschiittelt. Die Bakterien wurden durch Zentrifuga-
tion (10 min, RT, 4000 x g) geerntet und das markierte Protein wurde nach Aufschluss der
Bakterien durch Ni-NTA-Affinitdtschromatographie gereinigt (vgl. 2.4.9.4).

2.8.3 Radioaktive Phosphorylierung von NPP1

2.8.3.1 Klonierung von PKA-NPP1

Die Phosphorylierung des Proteins wurde durch Einbau einer spezifischen Phosphorylie-
rungsstelle ermdglicht. Ein Peptid der Sequenz LRRASLG wurde durch die entsprechenden
Oligonukleotide PKA1 und PKA2 (s. Anhang 2) in einer PCR-Reaktion N-terminal bzw. C-
terminal mit dem NPP1-Expressionsprotein fusioniert. Die Klonierung erfolgte in den Vektor
pJC40 als Hisjo-Fusion, was die Aufreinigung des Expressionsproduktes durch Affinitéts-
chromatographie mittels Ni-NTA-Agarose ermoglichte.

2.8.3.2 Phosphorylierungsreaktion

Zur Phosphorylierungsreaktion wurde die cAMP-abhingige Proteinkinase A (PKA) der
Firma New England Biolabs (Beverly, USA) verwendet. Aquimolare Mengen von Protein
und [y—32P]ATP sowie 1 U PKA Enzym/pmol Protein wurden fiir die Reaktion eingesetzt, die
routineméBig fiir 2-3 h bei 30°C erfolgte. In einigen Experimenten wurden Inkubationszeiten

bis 5 h untersucht.

2.8.3.3 Diinnschichtchromatographische Analyse der Phosphorylierungsreaktion

Zur Analyse der Phosphorylierungsexperimente wurden Aliquots der Reaktionsansétze
diinnschichtchromatographisch untersucht (nach Kieffer et al., 1993). Je 2 ul eines Ansatzes
wurden auf Polyethylenimin-Zellulose-beschichtete (PEI-Zellulose) Glasplatten (10 x 20
mm) der Firma Merck (Darmstadt) aufgetragen. Als Laufmittel diente 0,8 M NaH,POy,, pH 4.
Die Chromatographie erfolgte fiir 1 h bei RT. Nach dem Lauf wurde die Platte leicht getrock-

net und einer Autoradiographie unterzogen (30 min).

2.8.3.4 Filtrationsassay zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitit von [*°P]-NPP1

Der Phosphorylierungsreaktionsansatz wurde mit 25 % TCA und 1 % Casaminoséuren
fiir 30 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend durch einen Whatman GF/B Glasfaserfilter
(Whatman, Maidstone, England) auf einer Schleicher & Schuell Manifold Filtrationseinheit
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(Dassel, Deutschland) filtriert. Das auf dem Filter gebundene prézipitierte Protein wurde 2
mal mit 5 ml eiskalter 5 %iger TCA gewaschen. AnschlieBend wurde die filtergebundene
Radioaktivitdt durch Scintillationsspektrometrie in 3 ml Aquasol (Amersham-Pharmacia Bio-
tech, Uppsala, Schweden) bestimmt. Die Hintergrundaktivitét (unspezifische Bindung von [y-
P]ATP) wurde im Phosphorylierungsansatz ohne Zusatz der cAMP-abhingigen Proteinki-
nase (PKA) bestimmt. Die spezifische Radioaktivitit wurde als Differenz beider Werte er-

rechnet.

2.9 Bindungsstudien mit radioaktivem NPP1

2.9.1 Bindungsaktivitit im Filtrationsbindungsassay

Mikrosomen (300 pg) wurden in 100 pl Bindungspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150
mM NacCl, 2 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 0,1 % BSA, 100 uM Leupeptin) resuspendiert und
die Bindung des Elicitors an die Bindungsstelle wurde durch Zugabe von 2 und 10 nM [**P]-
NPP1-PKA1 bzw. [**P]-NPP1-PKA2 gestartet. Nach 60-miniitiger Inkubation auf Eis wurde
die Bindung durch Zugabe von 5 ml eiskaltem Waschpuffer (100 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150
mM NaCl) gestoppt und der freie Ligand von rezeptorgebundenem Liganden durch Filtration
durch einen Whatman GF/B Glasfaserfilter (Whatman, Maidstone, England) auf einer Schlei-
cher & Schuell Manifold Filtrationseinheit (Dassel) getrennt. Die Filter wurden 2 mal mit 5
ml eiskaltem Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde die Radioaktivitit auf den Filtern
durch Scintillationsspektrometrie ermittelt. Die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart

von 2 uM unmarkiertem NPP1 bestimmt.

2.9.2 Proteinvernetzung zur Detektion einer Bindungsstelle

Fiir die Proteinvernetzung mit dem homobifunktionellen Reagenz BS® (Bis-(Sulfo-
succinimidyl)suberat, Pierce, Rockford, USA) wurden Petersiliemikrosomen (300 pg) in
Bindungspuffer mit 2 nM [**P]-NPP1 (+/- 2 uM NPPI als Kompetitor) fiir 60 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Mikrosomen pelletiert (90 s, 10000 x g), das Pellet wur-
de mit 1 ml Bindungspuffer gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (90 s, 10000 x g) in
100 pl Bindungspuffer resuspendiert. Die Proteinquervernetzung wurde durch Zusatz von
BS; (8 mM) gestartet und die Reaktion fiir 30 min bei RT durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden
jeweils mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

2.10 Elektrophysiologische Untersuchungen an planaren Lipidbilayern
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Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Birgit Kliisener (Ruhr-
Universitit Bochum) nach Kliisener & Weiler (1999) durchgefiihrt. In der Offnung einer Pi-
pette bildet sich durch Eintauchen in eine Lipidlosung eine proteinfreie Lipiddoppelmembran
aus 80 % 1-Palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-phosphatidylcholin und 20 % 1,2-Dioleoyl-glycero-
3-phosphatidylethanolamin. In einer Kiivette befindet sich 100 mM KCI, 10 mM HEPES, pH
7,0. Mittels Elektroden wird ein elektrisches Potential an die Kiivette angelegt. Gibt man
einen Porenbildner in eines der Kompartimente, wird es den vorhandenen Ionen ermdglicht,
die Membran durch eine gebildete Pore zu passieren, was man durch die Bestimmung der
Leitfahigkeit ermitteln kann. Fiir die Experimente wurden wéssrige Losungen (5-10 uM) von
NPP1 und GST als Kontrolle verwendet (Endkonzentration: 10-20 nM).

2.11 Transformation von Phytophthora infestans mit NPP1-cDNA

Die Transformation von P. infestans erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Irma Vijn, im
Labor von Prof. Francine Govers (Wageningen Agricultural University, Niederlande), modi-
fiziert nach van West et al. (1999).

2.11.1 Priaparation von Zoosporen

Zur Elektrotransformation wurden Zoosporen von P. infestans prapariert. Dazu wurden
vier 15 cm Roggen/Saccharose-Medium-Petrischalen (Medium nach van West et al., 1998)
mit dem entsprechenden Stamm (P. infestans 88069) beimpft und bei 18°C im Dunkeln in-
kubiert. Nach 8-10 Tagen wurde zu jeder Petrischale 25 ml vorgekiihltes (10°C), modifizier-
tes Petri-Medium (0,25 mM CaCl,, I mM MgSO,4, 1 mM KH,PO,, 0,8 mM KCI) gegeben.
Die mit Parafilm verschlossenen Petrischalen wurden fiir 2,5-3 h bei 10°C gelagert.

AnschlieBend wurde die Fliissigkeit mit einer sterilen Pipette abgenommen und {iber ei-
nen 50 um Filter in ein Becherglas gegeben. Nach kurzem Mischen wurde die Suspension in
50 ml Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und 1/50 Vol. 5 M LiCl zugegeben. Nach vorsichtigem
Invertieren wurde zligig aber vorsichtig mit 5 ml 33 %igem Percoll in modifiziertem Petri-
Medium unterschichtet. Danach wurde mit 5 ml 140 % Percoll (unter der Sterilbank einengen
bis 140 % erreicht sind) unterschichtet. Exakt 5 min nach Zugabe des 5 M LiCl wurde die
Zentrifugation (4°C, 5 min, 1200 x g) gestartet.

Nach der Zentrifugation war ein brauner Ring der Zoosporen zu erkennen. Es wurde zu-
erst die 140 %ige Percoll-Schicht mit einer langen Pipette entfernt. AnschlieBend konnten die

Zoosporen entnommen und in ein gekiihltes 10 ml Gefal3 tiberfiihrt werden.
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2.11.2 Elektrotransformation und Regeneration der Transformanten

10 pg linearisierte NPP1-cDNA von P. infestans im Vektor pGEM-T und 10 pg des Re-
sistenzplasmids pTH209 (Judelson et al., 1991) wurden in Elektroporationskiivetten (4 mm,
Invitrogen, Groningen, Niederlande) auf Eis vorgelegt.

Nach Zugabe von 500 ul Zoosporen (0,5-2 x 107) wurde 2-3 mal auf und ab pipettiert, um
die DNA mit den Zoosporen zu mischen. Die Elektroporation erfolgte bei 500 V, 50 uF. Zii-
gig wurden die Zoosporen in 15 ml Regenerationsmedium (fliissiges Roggen/Saccharose-
Medium (nach van West et al., 1998) mit 100 mM Mannitol, 1 mM KClI, 2,5 mM CaCl,, 250
pg/ml Ampicillin, 10 ug/ml Rifampicin, 25 pug/ml Vancomycin, 10 pg/ml Amphotericin B)
gegeben und 12 h bei 18°C im Dunkeln gelagert.

Nach 24-48 h bei 18°C wurden die regenerierten Zoosporen auf Selektivmedium (Rog-
gen/Saccharose-Agar mit 1 pug/ml Geneticin, 250 pg/ml Ampicillin, 10png/ml Rifampicin, 25
pg/ml Vancomycin, 10 ug/ml Amphotericin B) ausplattiert (7 ml Regenerationsmedium pro
15 cm Petrischale) und bei 18°C im Dunkeln kultiviert. 24-36 h danach wurde die iiberschiis-
sige Fliissigkeit vorsichtig abgenommen und verworfen. 10-14 d spiter waren wachsende
Kolonien sichtbar. Sie wurden auf neuen Roggen/Saccharose-Agar mit hoherer Antibiotika-
konzentration iibertragen und erneut bei 18°C in Dunkelheit kultiviert.

Putative Transformanten wurden zur Analyse der gebildeten Proteine im Immunoblot
(vgl. 2.6.4) und zur Isolierung von RNA fiir eine RT-PCR (vgl. 2.4.7.1, 2.4.4) und genomi-
scher DNA (vgl. 2.4.8) in 4 cm Petrischalen in Plich-Medium kultiviert (vgl. 2.3.2).
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3 Ergebnisse

Studien zur Signalperzeption und —transduktion erfordern eine ausreichende Menge einer
homogenen Ligandenpréiparation. Deshalb war es erforderlich, das fiir den Elicitor NPP1-
kodierende Gen zu klonieren, das Protein in E. coli zu exprimieren und durch Affinitdtschro-
matographie zu reinigen. Weiterhin sollten partielle cDNA-Fragmente von NPP1 dazu die-
nen, ein Minimalmotiv zu finden, das hinreichend und notwendig fiir die Elicitoraktivitt ist.
Ziel war es, neben dem elicitoraktiven Pep-13 aus P. sojae, ein weiteres Signalmolekiil flir
Rezeptor-Liganden-Bindungsexperimente zur Verfiigung zu haben, um Perzeptionsmecha-
nismen und den Aufbau bzw. die Interferenz von Signalwegen, die von unterschiedlichen
Elicitoren ausgeldst werden, zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von
Pep-13 an mikrosomale Membranen aus Petersilie nicht durch NPP1 kompetiert wird
(Fellbrich et al., 2000), so dass die Vermutung der Existenz eines Pep-13-unabhéngigen Per-
zeptionssystems fiir NPP1 nahe lag.

Weiterhin wurden erste Experimente durchgefiihrt, die Hinweise auf die endogene Funk-
tion des Elicitorproteins geben konnen. Dies sollte durch Inaktivierung des fiir NPPI-
kodierenden Gens durch transgene Gegenstrangsynthese (,,gene silencing*) im Oomyceten P.

infestans erfolgen (nach van West et al., 1999).

3.1 Klonierung der cDNA fiir das P.-parasitica-Elicitorprotein NPP1

Zur Klonierung der fiir NPP1-kodierenden cDNA wurden Proteinsequenzinformationen
benoétigt. Das aus dem Kulturmedium des Oomyceten P. parasitica gereinigte Elicitorprotein
wurde mit der Endoproteinase Glu-C proteolytisch gespalten und das Peptidgemisch durch
,Reversed-phase“-HPLC aufgetrennt. Die dabei isolierten Peptide wurden sequenziert (Fell-
brich, 2001). Aus der Aminosduresequenz von 3 Peptiden (ELI1, ELI2 und ELI3), die in Abb.
3-1 gelb unterlegt sind, wurden degenerierte Oligonukleotide (elil, eli2 und eli3, s. Anhang
1) abgeleitet und zur PCR-Reaktion eingesetzt. Der Einsatz der Oligonukleotide eli2 und eli3
ergab ein PCR-Fragment von 534 bp, welches kloniert und sequenziert wurde. Aus den erhal-
tenen Nukleotidsequenzdaten konnten weitere Oligonukleotide (RACE3-1, RACES5-1, s.
Abb. 3-1 blau unterlegt und Anhang 1) abgeleitet werden. Sie wurden in Kombination mit
dem Oligonukleotid UP (Clontech, Palo Alto, USA, s. Anhang 1) zur 5’- und 3’-RACE-
Reaktion eingesetzt, um die unbekannten Bereiche der fiir NPP1 kodierenden cDNA des 5°-
bzw. 3’-Terminus zu isolieren. Dabei wurde die vom Hersteller empfohlene ,,touch down‘-
PCR angewandt. In einem Gradienten wurden 3 Stufen abfallender Temperatur (68°C, 64°C
und 61°C) fiir die Hybridisierung der Oligonukleotide mit der zu amplifizierenden DNA ver-
wendet. Anschlieend wurde eine zweite PCR-Reaktion durchgefiihrt, in welcher die PCR-
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Fragmente der ersten Reaktion als Ausgangsmaterial zur Amplifikation eingesetzt wurden.
Neben den Oligonukleotiden RACE3-1 und RACES5-1 kam in dieser PCR-Reaktion das Oli-
gonukleotid NUP (Clontech, Palo Alto, USA, s. Anhang 1) zum Einsatz. Die erhaltenen
DNA-Fragmente fiir den 5°- und den 3’-Bereich der fiir NPP1 kodierenden cDNA wurden
ebenfalls kloniert und sequenziert. Die daraus abgeleiteten Oligonukleotide PpexpEcoRI/1
und PpexpXhol/1 (Abb. 3-1 orange unterlegt und Anhang 2) waren die Voraussetzung fiir die
Isolierung der vollstindigen NPP1-cDNA mit einem offenen Leserahmen von 714 bp (Abb.
3-1).

1 [CECNGTCNCINAGEINNGE cTC ATA GCA GCC GCA GTA TCA CTC GCT 45 PpexpEcoRI/1
L

M N 4 L T F I A A A v S L A

46 GIC GIC CAA GCC GAC GTIG ATC TCG CAC GAT GCC GTT GTC CCG TIC 90
4 4 Q A D \' I S H D A \' \' P F ELI1

91 GCC CAA CCC ACA GCC ACC ACT ACG GAA CAG AAG GCT GGT GTC AAG 135
A Q P T A T T T E Q K A G \Y K

136 TTC AAA CCG CAG ATC CAC ATC TCG AAC GGC TGT CAT CCG TAT CCT 180
F K P Q I H I S N G C H P Y P ELI2

181 GCA [GTG GAT GCG AAC GGC AAT ACC AGT GGC GGT CTG AAG CCT ACC 225 RACE3-1
A \ D A N G N T S G G L K P T

226 GGT TCC TCT AGT GCG GGC TGC AAG GGC TCC GGA TAC GGC AGT CAA 270
G S S S A G C K G S G Y G S Q

271 GTC TAC GGT CGA GTG GCT ACG TAC AAT GGC GTC TAC GCT ATC ATG 315
\' Y G R \ A T Y N G \" Y A I M

316 TAC TCG TGG TAT TIC CCT AAG GAC TCG CCA GTC ACT GGA CTG GGG 360
Y S W Y F P K D S P Vv T G L G

361 CAT CGC CAC GAC TGG GAG CAC GTG GTC GTC TGG GTC GAC GAT ATC 405
H R H D W E H \ \' \Y w Vv D D I

406 AAA CTC GAT AGT CCG TCG ATC ATC GCT GTG TCG CCT TCT GCC CAC 450
K L D S P S I I A \' S P S A H

451 AGT GGC TAC AAC ATC TAC TAT CCA CCC GAA TCC AAC ACC ATC GAC 495
S G Y N I Y Y P P E S N T I D

496 GGC TAC AGT GCC AAG GTG GAC TAC TCG TCC AGT TGG GTG GTG ATC 540
G Y S A K \' D Y S S S W Vv \' I

541 AAT CAC GCG CTG GAC AGC ACG ACG GAC GCT GGA GAA ACC [CAG GAT 585 RACE 5-1
N H A L D S T T D A G E T Q D

586 [ CIG ATC ATG TGG GAT CAA CTC ACG GAC GCA GCA CGC ACG GCG CTG 630
L I M W D Q L T D A A R T A L

631 GAA AAT ACG GAC TTC GGC GAC GCT AAC GIC CCC ATG AAG GAC GGC 675

E N T D F G D A N V P M K D G ELI3
676 AAT TTC CTA ACC AAG GTA GGC INEGHIGERACENACIICERNAG 714 PpexpXhol/1
N OF L T K V G N A Y Y A *

Abb. 3-1: Nukleotid- und abgeleitete Aminoséduresequenz der NPP1-cDNA aus P. parasitica

Eine eukaryotische Sekretionssignalsequenz (von Heijne & Abrahmsén, 1989) mit 19 Aminosduren ist kursiv
dargestellt.

Gelb unterlegt sind Peptide, deren Aminoséuresequenzen durch Sequenzierung HPLC-gereinigter Peptide (ELII1,
ELI2, ELI3) nach Proteasespaltung (Glu-C) des aus dem Kulturmedium gereinigten NPP1 bestimmt wurden. Aus
diesen wurden degenerierte Oligonukleotide (elil, eli2, eli3, s. Anhang 1) zur Klonierung eines fiir NPP1 kodie-
renden cDNA-Fragments abgeleitet.

Blau unterlegt sind die Oligonukleotide (RACE 3-1, RACE 5-1), die zur RACE-Reaktion eingesetzt wurden, um
den 5’- und den 3’-Bereich der fiir NPP1 kodierenden cDNA zu isolieren.

Orange unterlegt sind die Oligonukleotide (PpexpEcoRI/1, PpexpXhol/1) zur Klonierung der vollstdndigen
cDNA korrespondierend zum Elicitorprotein NPP1.

Die aus der isolierten cDNA fiir das Elicitorprotein NPP1 abgeleitete Aminosduresequenz

enthielt alle ermittelten Aminoséuresequenzen der durch Proteaseverdau erhaltenen Peptide
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(Fellbrich, 2001), inklusive des Aminoterminus (Asparaginsiure), der unmittelbar auf die
Konsensussequenz fiir ein eukaryotisches Sekretionssignal folgt (von Heijne & Abrahmsén,
1989). Die Erkennungssequenz fiir eine entsprechende Signalpeptidase folgt dem ,,-3,-1-
Muster mit kleinen ungeladenen Aminosdureresten in den Positionen —3 und —1 vor der
Schnittstelle der Signalpeptidase (hier: Valin [-3] und Alanin [-1]).

Das berechnete Molekulargewicht des prozessierten Proteins mit 218 Aminoséduren be-
triagt 23,461 kDa. Glykosylierungsstellen oder andere strukturelle Motive des Proteins wur-
den nicht gefunden. Dies ist konsistent mit den ermittelten Daten zum nativen NPP1, in dem
keine Glykosylierung des Proteins nachgewiesen werden konnte (Fellbrich, 2001). Der theo-
retisch ermittelte isoelektrische Punkt (pl) betrdgt 4,94. Das Hydropathiediagramm (Abb. 3-2)
zeigt, dass NPP1 ein hydrophiles Protein ist, das neben der Sekretionserkennungssequenz nur

einen kleinen putativ hydrophoben Bereich aufweist.

2000
1500 <« Sekretions-
1000 - signal

500 !t | hydrophober
. AA Bereich

-500 r
- 1000 ¢
- 1500 +
-2000
-2500 ¢
-3000
- 3500

0 50 100 150 200 250

Abb. 3-2: Hydropathiediagramm des Proteins NPP1
Das Diagramm wurde nach dem Eisenbergalgorithmus erstellt (Eisenberg et al., 1984). Auf der x-Achse ist die
Zahl der Aminoséuren angezeigt, auf der y-Achse geben positive Werte putative membranstdndige Doménen an.

Durch Datenbankanalysen wurden Teilsequenzen von NPP1-homologen Proteinen aus
der EST-Bank der Phytophthora-Genom-Initiative (PGI, Waugh et al., 2000) fiir P. sojae und
P. infestans ermittelt. Es gelang mittels 5’- und 3’-RACE-Experimenten und anschlieBender
PCR-Reaktion, die vollstindigen cDNAs der NPPIl-Homologen NPP1pqc und
NPP1p infesians Zu 1solieren. Fiir beide homologen Proteine wurde ebenfalls eine Sekretionssig-
nalsequenz identifiziert, die dem ,,-3,-1-Muster* entspricht (vgl. Abb. 3-3). Das prozessierte
Protein NPP1p 4o, mit 218 Aminoséduren hat ein Molekulargewicht von 23,583 kDa und ein
pl-Wert von 6,2. Dagegen ist das Protein NPP1p yans mit 219 Aminosduren um eine Ami-
nosédure lidnger als das NPP1 aus P. parasitica (NPP1p pyasiiica) und weist ein Molekularge-
wicht von 23,607 kDa auf. Der theoretisch ermittelte pI-Wert betrdgt 5,13.
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3.2 Homologien der NPP1-cDNA zu bekannten Sequenzen

10 20 3o¢ 40 50

1 MN--VLTFLI---AAAVSLAVVQA---- - - - DVISHDAVVPFAQPT-ATT P parasitica

1 MN--ILQLFA---SAAARALTVAHA------ - DVISHDAVIPFAQPTTTTT P infestans

1 MN--LRPALL---ATLASFAYVSA------- SVINHDQVVPETQPT-PTT P sojae

1 MVRFVSALLL---AAAGVLASTNA---- - - - AVINHDAVPVWPQPE - P A D Pythiumaphanidermatum

1 MHPQTIFNALVALAATGMAAPSEALNNLHARAVVNHDSLNPVEKEKTI-EG G Fusarium oxysporum

1 MMRFVIGFLLSILASISLVSPANA---- - - - AVIDHDIKVVGEFEEVT - PTT Bacillus halodurans
60 70 80 90 100

383 TEQKAGVKFKPQIHISNG|ICIHPYPAVDANGNTSGGLKPTGS S SAG|CIKGSG Y P parasitica

39 TEQKAGIKFKPQIHISNG|ICIHPYPAVDADGNTSGGLNPTGSS SAG|C|IKGSG Y Pinfestans

33 ALQQAAVKYKPQIHISNG|ICIHPYPAVDNNGNTSGGLNPTGSESAG|C/IKGSGY Psojae

40 ATQALAVRFEKPQLDVVNGICIQPYPAVDPQGNTSGGLZXPSGSOQAAA|C|IRDMS - Pythiumaphanidermatum

50 AIGAAIDRWQPLLHIADG|ICIQPYTAVDTNGNVSGGLQDSGSKTGG|CKDTS - Fusariumoxysporum

43 ITQKVAKRFQPYLTVSTG|ICIVPFPAVDADGNTSGGLAPTGPHNGG|C|SSHTI - Bacillus halodurans
110 120 130 140 150

8 GSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTG---LGHRHDWEBHVVVWYVDD P parasitica

89 GSQIYGRVATYNGVFAIMYSWYFPKDSPLTG---LGHRHDWEBHVVVWYVDD P infestans

8 GTQIYGRAVKYQGVYAFMYSWYMPKDETLTG---LGHRHDWEACVVWVDD P sojae

89 KAQVYSRSGTYNGYYAIMYSWYMPKDSPSTG---IGHRHDWENVVVWLD N Pythiumaphanidermatum

99 KGQTYARAAMHNGEKLAIMYAWYWPKDQPADGNLVSGHRHDWENVVVFIDN Fusariumoxysporum

92 -GQVYSRSTWHNGVWAIMYAWYFPKDSPSPG---LGHRHDWEGTIVVWVDN Bacillus halodurans
160 170 180 190 200

135 TKLDSPSIIAVSPSAHSGYNIYYPPESNTID--GYSAKVDYSSSWVVINH Pparasitica

136 T KLNSPSVIAVSPSAHSGYNIYHPPESNTID--GYSTKVDYSSSWVVINH P infestans

135 TAASSPKIVALSASAHSGYNKYYPPSSSYFS--GNSAKIDYSSSYVVINEH Psojae

136 - -AASANIVALSASAHSGYKKSFPADKSYLD--GITAKISYKSTW-PLDH Pythiumaphanidermatum

149 YQSPGATLYAAARAASGHGDYKKTEKNPQRS - - - - - GNNVMAEYFTSF - GKN H Fusarium oxysporum

1383 PANPSPQLLSIAYSQHGNFYNVAPTDRNG---TREQRPLIRYSHAW-PLNH Bacillus halodurans
210 220 230 240 250

183 AL--DSTTDAGETQD--LIMWDQLTDAARTALENTDFG=---- - - - D AN V P P parasitica

184 AL--DSTTDAGETQN--LIMWDQLTDAARTALENTDFG----- - - D ANV P P infestans

183 AL--SATSTAGEKQP--LIMWDQLTDAARTTWEDTDEFG----- - - D ANV P Psojae

181 EL - -GFTTSAGKQQP--LIQWEQMTQAARDALESTDFG----- - - N A N V P Pythium aphanidermatum

193 EL - -QFKTSPG--RTYWIYDWAAMTPAAQKGLITGPSGDPNEKPWGS ANV P Fusarium oxysporum

184 SLWIHDQVGGT--QP--LIGWDDLTPAARHALNTTDEFG---- - - - A AN V P Bacillus halodurans
260

222 MKDGNFLTKVGNAYYA P, parasitica

223 MKDGNFLTKVGNAYYA P, infestans

222 FKDANFQTKLGNAYYA P. sojae

220 FK-SNFQDKLVEKAFFDQ Pythium aphanidermatum

239 FIDANFGNNLNEKAW-S Fusarium oxysporum

223 FNDHNFINNLREKAWYR Bacillus halodurans

Abb. 3-3: Vergleich der Aminoséuresequenz des P.-parasitica-Proteins NPP1 mit homologen Proteinen aus
verschiedenen Organismen

Die konservierten Bereiche sind im Sequenzvergleich gelb unterlegt. Die beiden orange markierten Cysteinreste
bilden moglicherweise eine Disulfidbriicke aus. Die eukaryotischen Sekretionssignalsequenzen (von Heijne &
Abrahmsén, 1989) sind in Kursivschrift dargestellt. Der Pfeil deutet jeweils auf die erste Aminosdure der prozes-
sierten Proteine.

Durch Vergleich der Aminosduresequenz in einer Datenbankanalyse (BLAST, Altschul et
al., 1990, Altschul et al., 1997) wurden Homologien von NPP1 zu anderen Nekrose-
induzierenden Proteinen und Elicitorproteinen gefunden. Das Protein weist Ahnlichkeiten zu
NEP1 (Bailey, 1995), einem Nekrose- und Ethylen-induzierenden Peptid aus Fusarium
oxysporum f. sp. erythroxyli (AAC97382), zu einem dhnlichen Protein aus Bacillus halodu-
rans (BAB04114, Takami et al., 1999) und zum Elicitorprotein PaNie (Veit et al., 2001) aus
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Pythium aphanidermatum (AAD53944) auf. Das Homologe NPP1 aus P. sojae (NPP1p y4e)
wurde von Qutob et al. (2000) isoliert (AAKO01636). Es weist in der Aminosiuresequenz
keine Unterschiede zum NPP1p .. auf, das in unserem Labor isoliert wurde. Die konservier-
ten Bereiche der Aminosduresequenzen sind in Abb. 3-3 gelb unterlegt. Der N-terminale Be-
reich des Proteins enthélt in den konservierten Bereichen zwei Cysteinreste, die in allen 6
homologen Proteinen vorhanden sind und moglicherweise eine Disulfidbriicke ausbilden. Sie

haben in den isolierten NPP1-Homologen einen Abstand von 25 Aminoséuren.

Organismus Homologie gegeniiber | M, [kDa] | Anzahl der Aminosiuren

NPP1p 41 a5iica (Prozessiert)

Identitit Ahnlichkeit prozessiert gesamt prozessiert

P. parasitica 100% 100% 23,461 237 218
(AAK19753)
P. infestans 91% 97 % 23,607 238 219
(AAK25828)
P. sojae 76 % 82 % 23,583 237 218
(AAKO01636)
Pythium aphaniderma- 51 % 65 % 23,279 234 213
tum (AAD53944)
Bacillus halodurans 49 % 64 % 23,818 238 214
(BAB04114)
Fusarium oxysporum 37 % 53 % 23,990 253 222
(AAC97382)

Tab. 3-1: Verwandtschaft der NPP1-homologen Proteine

Die phylogenetische Analyse (Abb. 3-4) zeigt ebenfalls die Verwandtschaft von NPP1 zu
seinen Homologen. Die groflten Gemeinsamkeiten findet man fiir die Proteine innerhalb der
Gattung Phytophthora (Identitidt von 76 % gegeniiber NPP1p .. und Identitét von 91 % ge-
geniiber NPP1p e5ians vgl. Tab. 3-1). Fiir das Elicitorprotein aus Pythium aphanidermatum
(PaNie) konnten 51 % Homologie ermittelt werden, wohingegen die Homologie zum NEP1
aus Fusarium oxysporum noch 37 % betrdgt. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass ein ha-
lophiles Bakterium wie Bacillus halodurans ebentfalls ein NPP1-homologes Protein bildet,
das 49 % Identitdt gegeniiber NPP1 aufweist. Im Gegensatz zu den NPP1-Homologen der
Oomyceten haben die Proteine der anderen Organismen im N-terminalen Bereich eine hohere
Homologie zu NPP1 als im C-terminalen Abschnitt. Besonders deutlich ist dieser Unter-
schied fiir das Homologe aus Bacillus halodurans, bei welchem der N-Terminus des Proteins
58 % Identitit aufweist, wogegen im C-terminalen Bereich nur 40 % Identitét vorliegen. Fiir
NEP1 sind die Differenzen jedoch dhnlich (N-terminaler Bereich: 45% Identitét, C-terminaler
Bereich: 29 % Identitét).

Alle prozessierten Proteine (ohne Sekretionssignalsequenz) haben anndhernd die gleiche
Anzahl Aminoséduren (213-222) und ungefdhr das gleiche Molekulargewicht von ca. 23 kDa
(vgl. Tab. 3-1). Im theoretisch ermittelten pI-Wert unterscheiden sich die NPP1-Homologen
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etwas, wobei jedoch flir das Fusarium-Protein NEP1 mit einem pI-Wert von 8,36 die grofite

Abweichung gefunden wurde. Fiir die anderen Homologen liegt der pI-Wert unter 7.

Phytophthora parasitica
g Phytophthora infestans
Phytophthora sojae
Pythium aphanidermatum

. Bacillus halodurans
Fusarium oxysporum
835 T T T T T T T T 1

a0 Gl &0 1 40 an 20 10 1]

Abb. 3-4: Phylogenetische Analyse der NPP1-Homologen nach Sequenzvergleich der Aminosduresequenzen
Die Skala zeigt die Distanz zwischen den einzelnen Sequenzen, wobei die Zahl der Substitutionen von Amino-
sduren abzulesen ist.

3.3 Elicitoraktivitit von rekombinantem NPP1 bzw. seiner Deletionsderivate

3.3.1 Herstellung von rekombinantem NPP1 als GST-Fusionsprotein

Die zum prozessierten NPP1 korrespondierende ¢cDNA wurde zur Herstellung von re-
kombinantem Protein in E. coli eingesetzt. Der offene Leserahmen wurde in den Expressi-
onsvektor pGEX-5X-1 kloniert, wobei die Oligonukleotide PpexpEcoRI/2 und PpexpXhol/1
(s. Anhang 2) fiir die PCR-Reaktion verwendet wurden. Die Klonierung in diesen Vektor
erlaubte die Expression von NPP1 als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST).
Durch die Bindung des Fusionsproteins an Glutathion-Agarose (GSH-Agarose) wird die affi-
nitdtschromatographische Aufreinigung des rekombinanten Proteins ermdoglicht.

Das Protein NPP1 lieB sich in relativ groBen Mengen exprimieren. Nach der Lyse der
Bakterien lag das GST-Fusionsprodukt in 16slicher Form vor. Die Analyse der Bakterienlysa-
te ausgewdhlter Expressionsprodukte in einer SDS-PAGE ist in Abb. 3-5A/B dargestellt. Es
wurde deutlich, dass die Proteinbiosynthese durch IPTG induziert werden konnte und somit
das Fusionsprotein GST-NPP1 (III) gebildet wurde. Das Expressionsprodukt konnte durch
Affinitdtschromatographie an GSH-Agarose gereinigt werden, wobei die Elution durch einen
Uberschuss von freiem Glutathion (10 mM) erfolgte. Durch Proteaseverdau mit Faktor Xa
wurde der GST-Anteil aus dem Fusionsprotein abgespalten, wodurch die freie GST (26 kDa)
und das freie NPP1 (23 kDa) gebildet wurden (Abb. 3-5C). Obwohl das Protein ein theoreti-
sches Molekulargewicht von ca. 23 kDa aufweist, ist eine mit NPP1 korrespondierende
Proteinbande im Molekulargewichtsbereich von 29 kDa detektierbar. Dies ist konsistent mit
dem beobachteten Laufverhalten des nativen Proteins in der SDS-PAGE (vgl. Fellbrich,
2001).
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Abb. 3-5: Gelelektrophoretische Analyse ausgewahlter exprimierter Proteinfragmente von NPP1

Die Expression der rekombinanten Proteinfragmente in E. coli (GST-Fusionsprodukte) wurde durch Zugabe von
IPTG induziert. Das baktericlle Pellet wurde lysiert und ein Aliquot des 16slichen Uberstandes in einer SDS-
PAGE analysiert. (GST: Glutathion-S-Transferase; III: rekombinantes NPP1; V, VII, IX: Deletionsderivate von
NPP1, vgl. Abb. 3-7) Die GroBle der Molekulargewichts-Markerproteine ist jeweils links vom Proteingel ange-
geben. Die Proteinbanden fiir NPP1 und seine Derivate sind durch Pfeile markiert.

(A) Coomassie-gefiarbte SDS-PAGE der Bakterienlysate zur Analyse der Expression der GST-Fusionsproteine
mit (+) und ohne (-) Zugabe von IPTG zur Induktion der Proteinbildung.

(B) Immunoblot der Bakterienlysate zur Analyse der GST-Fusionsprodukte von NPP1 und seiner Derivate mit
(+) und ohne (-) Zugabe von IPTG. Als primdrer Antikorper diente ein Anti-GST-Antikorper und als sekundérer
Antikorper ein an alkalische Phosphatase gekoppelter Anti-Ziege-Antikorper, was den Nachweis der GST-
Fusionsproteine erlaubte. Die Detektion erfolgte mit dem NBT-BCIP-Substrat.

(C) Silber-gefarbte SDS-PAGE der affinitatsgereinigten GST-Fusionsproteine vor (-) und nach (+) Spaltung
mittels Faktor Xa. Die gebildeten Teilproteine sind durch Pfeile markiert. Fiir Fragment III (GST-NPP1) wurden
2 Proteinbanden detektiert, die beide in spiteren Experimenten vom NPP1-spezifischen Antikorper AK152
erkannt wurden (vgl. Abb. 3-9).

3.3.2 Herstellung von rekombinantem NPP1 als Histidin;o-Fusion

Die Priparation des rekombinanten NPP1 als GST-Fusion hatte zur Folge, dass die Elici-
torpraparation sowohl das freie NPP1 als auch die freie GST enthielt. Versuche, durch erneu-
ten Einsatz der GSH-Agarose GST affinitdtschromatographisch aus der Pridparation zu ent-
fernen, ermoglichten keine vollstindige Trennung beider Proteine. Auch andere biochemi-
sche Reinigungsmethoden brachten keinen Erfolg, vermutlich weil die Eigenschaften von
GST und NPP1 sehr dhnlich sind.

Aus diesem Grund wurde neben der Expression als GST-Fusionsprotein die Expression
als Histidin;o-Fusionsprotein (His;o-NPP1) durchgefiihrt. Dies sollte die Moglichkeit eroft-

nen, Elicitorpréparationen zur Verfligung zu haben, die ausschlielich NPP1 enthalten.
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Der offene Leserahmen von NPP1 wurde, ebenfalls ohne Signalpeptid, in einen entspre-
chenden Expressionsvektor kloniert und exprimiert. Fiir die dazu notwendige PCR-Reaktion
wurden die Oligonukleotide PpexpEcoRI/2 und PpexpBamHI/1 (s. Anhang 2) verwendet. Die
Klonierung in den Vektor pJC40 ermoglichte die Expression von NPP1, das N-terminal mit
10 Histidinresten (His;o-NPP1) fusioniert war. So konnte eine affinititschromatographische
Reinigung des rekombinanten Proteins mittels Ni-NTA-Agarose erfolgen. Eine Ubersicht
iiber die Schritte dieser Reinigung zeigt das SDS-Polyacrylamidgel in Abb. 3-6. Nach Elution
des Proteins von der Affinitdtsmatrix ist nur ein Hauptprodukt in der Coomassie-geférbten
SDS-PAGE detektierbar. Dieses Protein wurde durch Immunoblotanalyse als NPP1 identifi-
ziert (nicht dargestellt).

ZL DF WIW2W3 W4 E1 E2

81 kDa - ’
i

50 kDa -,& e

30 kDa ‘ = s s «—His, -NPP1

21 kDa -

Abb. 3-6: Gelelektrophoretische Analyse der Affinitétsreinigung von rekombinantem His;(-NPP1

Die Expression des rekombinanten Proteins in E. coli (His,o-Fusion) wurde durch Zugabe von IPTG induziert.
Das bakterielle Pellet wurde lysiert und die 16slichen Bestandteile des Uberstands durch Affinititschromato-
graphie an Ni-NTA-Agarose gereinigt. Die Elution des Proteins von der Séulenmatrix erfolgte durch 250 mM
Imidazol. Die Reinigungsfraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteinbanden mit Coo-
massie angefirbt. ZL: Zelllysat; DF: Durchfluss; W1-W4: Waschfraktionen; E1, E2: Elutionsfraktionen. Die
GroBe der Molekulargewichts-Markerproteine ist links vom Proteingel angegeben.

3.3.3 Tests zur Elicitoraktivitat von rekombinantem NPP1

Die rekombinanten Varianten der NPP1-Fusionsproteine (GST-NPP1 und His;o-NPP1)
wurden fiir verschiedene Bioassays eingesetzt. Dabei konnte mit dem rekombinanten NPPI,
genau wie mit dem nativen Protein, die Phytoalexinbildung in Petersilieprotoplasten ausge-
16st werden (Abb. 3-7). In diesen Experimenten zum Test der biologischen Aktivitdt wurden
Suspensionen von Petersilieprotoplasten mit Elicitor behandelt und 24 h nach der Applikation
des Wirkstoffs die Fluoreszenz der gebildeten Phytoalexine ermittelt. Zur Kontrolle wurde
Pep-13, die elicitoraktive Komponente des 42-kDa-Elicitorproteins aus P. sojae (GP42), ein-
gesetzt und die gebildete Phytoalexinmenge als 100 % definiert. Sowohl GST-NPP1 als auch
His;o-NPP1 erreichten, ebenso wie das native gereinigte NPP1, 80 % der Phytoalexinmenge,
die Pep-13 in Petersilieprotoplasten maximal induziert (Abb. 3-7A). Diese Beobachtung
konnte in allen Experimenten bestdtigt werden. Auch eine Steigerung der NPP1-Menge

(2uM) bewirkte keinen weiteren Zuwachs der Phytoalexinakkumulation. Auffillig war, dass
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das Fusionsprotein GST-NPP1 ohne die Proteasebehandlung mittels Faktor Xa zur Spaltung
von GST und NPP1 nur geringe Elicitoraktivitit aufwies (nicht dargestellt). Es konnte ledig-
lich 15-20 % der Phytoalexinakkumulation gegeniiber den Pep-13-behandelten Petersiliepro-
toplasten beobachtet werden, wogegen nach der Proteasespaltung 80 % erzielt wurden. Aus
diesem Grunde wurde fiir alle weiteren Experimente GST-NPP1 eingesetzt, das mittels Fak-
tor Xa gespalten war. Nur zur Unterscheidung der Herkunft der rekombinanten Proteine ist
im Folgenden das Fusionsprodukt mit angegeben. Das gleiche Ergebnis liefert auch das re-
kombinant produzierte Elicitorprotein GST-NIP1 aus Rhynchosporium secalis (Gierlich et
al., 1999).

Ferner wurden fiir GST-NPP1 und His;(-NPP1 Dosis-Wirkungskurven der Phytoalexin-

akkumulation erstellt (Abb. 3-7B). Dazu wurde in Petersilieprotoplasten 24 h nach Zugabe
von unterschiedlichen Konzentrationen des Elicitors die gebildete Phytoalexinmenge in rela-
tiven Fluoreszenzeinheiten (rfu) ermittelt. Die ermittelten ECso-Werte von 2 nM fiir GST-
NPP1 und 10 nM fiir His;o-NPP1 liegen im gleichen GroBenbereich und korrelieren mit dem
ECso-Wert von nativem NPP1 (8,5 nM, vgl. Fellbrich, 2001).
Anders als Pep-13 16st NPP1 in Petersilieprotoplasten oder Tabakblittern den Zelltod aus.
Durch Doppelfarbung mit Fluoresceindiacetat und Propidiumiodid konnte die Zahl lebender
und toter Petersilieprotoplasten 24 h nach Elicitorgabe ermittelt werden (nach Huang et al.,
1986). Wihrend der Vitalfarbstoff Fluoresceindiacetat nur in lebenden Zellen zu griinfluores-
zierendem Fluorescein umgesetzt wird, weist eine rote Fluoreszenz des Propidiumiodids im
Zellkern auf tote oder membrangeschidigte Zellen bzw. Protoplasten hin, da diese Substanz
intakte Membranen nicht passieren kann. Da Pep-13 und GST keinen Zelltod induzieren,
zeigten die Petersilieprotoplasten nach Applikation mit diesen Effektoren griine Fluoreszenz.
Dagegen waren 24 h nach Zugabe von NPP1 nur rot-gefirbte (tote) Petersilieprotoplasten zu
beobachten (Abb. 3-7C). Dies gilt sowohl fiir das gereinigte, native NPP1 als auch fiir die
rekombinanten Proteine (GST-NPP1 und His;o-NPP1).

Bei Infiltration des Proteins in Tabakblitter konnte nach 4-6 h ein Eintrocknen des Blatt-
gewebes an der Infiltrationsstelle beobachtet werden. Nach 24 h waren die Nekrosebildungen
eindeutig zu erkennen (Abb. 3-7D). Ebenso wie flir die rekombinanten Proteine konnte diese
Beobachtung auch fiir das native NPP1 gemacht werden. GST, die als Negativkontrolle dien-
te, induzierte keine Nekrosen in Tabakblittern, keinen Zelltod in Petersilieprotoplasten und

nur geringe Mengen an Phytoalexinen in Petersilieprotoplasten.
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Abb. 3-7: Elicitoraktivitdt von NPP1

Untersucht wurde die Elicitoraktivitdt von affinititsgereinigtem, rekombinanten NPP1 (GST-Fusion und Hiso-
Fusion) im Vergleich mit Pep-13 und nativem, gereinigten NPP1 als Positivkontrolle sowie GST als Negativkon-
trolle. Die Ergebnisse der Experimente mit Petersilieprotoplasten resultieren aus 3-fach Bestimmungen, wogegen
in Tabakblattern 2-fach Bestimmungen durchgefiihrt wurden. Die Fusionsbereiche der Proteine, wie His;y und
GST wurden durch Behandlung mit Faktor Xa abgespalten und sind nur zur Unterscheidung der Herkunft von
NPP1mit angegeben.

(A) 100 nM oder 2 uM des angegebenen Effektors wurden auf Induktion der Phytoalexinbiosynthese in 100 pl
Petersilieprotoplastensuspension (5 x 10°/ml) getestet. Die durch Pep-13 induzierte Phytoalexinakkumulation
wurde als 100 % Elicitoraktivitit definiert.

(B) Dosis-Wirkungskurven der Phytoalexinakkumulation in Petersilieprotoplastensuspensionen nach Applikation
der rekombinanten Proteine GST-NPP1 und His,-NPP1. Petersilieprotoplasten (5 x 10°/ml) wurden mit steigen-
den Konzentrationen von GST-NPP1 und His,(-NPP1 behandelt. Nach 24 h wurde die Fluoreszenz der gebilde-
ten Phytoalexine in relativen Fluoreszenzeinheiten (rfu) bestimmt.

(C) Nach 24 h Inkubation mit dem angegebenen Elicitor wurde die Vitalitdt der Petersilieprotoplasten von (A)
durch Doppelfarbung mit Fluoresceindiacetat (50 pg/ml) und Propidiumiodid (10 pg/ml) untersucht. Lebende
Petersilieprotoplasten zeigen griine Fluoreszenz, rot-fluoreszierende Zellkerne entsprechen toten Protoplasten.
(D) Wissrige Losungen der angegebenen Elicitoren (2 uM) wurden in Tabakblétter infiltriert und 24-48 h nach
Applikation die Nekrosebildung analysiert. Eingetrocknete gelbe bis braune Bereiche in den Blattausschnitten
zeigen die Nekrosebildung an.
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Die beiden unterschiedlichen Expressionssysteme ermdglichten die Priparation von Elici-
tor, der verschiedenen experimentellen Anspriichen geniigte. Durch die Expression von NPP1
als GST-Fusionsprotein konnten relativ groBe Mengen einheitlichen Elicitormaterials prapa-
riert werden, was fiir Untersuchungen zur Signaltransduktion von Bedeutung war. Auch zur
Ermittlung eines minimalen elicitoraktiven Fragmentes von NPP1 konnte dieses Expressions-
system verwendet werden. Nachteilig fiir Ligandenmarkierung bzw. Bindungsexperimente
war die Tatsache, dass das Teilprotein GST des Fusionsproduktes GST-NPP1 nach der Spal-
tung durch die Protease Faktor Xa nicht vollstindig vom NPP1 zu trennen ist. Dennoch wa-
ren diese Prdparationen zum FEinsatz in Signaltransduktionsstudien geeignet, da sie verldss-
lich grofle Mengen elicitoraktiven Proteins lieferten. AuBBerdem konnte nachgewiesen wer-
den, dass freie GST, selbst in hohen Konzentrationen (2 uM), keine pflanzlichen Abwehrre-
aktionen induziert (nicht dargestellt).

Zur radioaktiven Markierung von NPP1 wurden jedoch elicitoraktive Priparationen von
His;(-NPP1 verwendet, da in diesen Fillen eine zusdtzliche Proteinkomponente (GST) zu
radioaktiv markierten Nebenprodukten gefiihrt hitte. Mit diesem Expressionssystem war es
jedoch nicht moglich, Elicitormengen im Umfang des GST-Fusionsproteins zu produzieren,
so dass His;o-NPP1 nur flir Experimente eingesetzt wurde, in denen die GST gestort hétte.

Fir die rekombinanten Proteine (GST-Fusion) der Homologen zu NPP1p,uasisicas
NPP1ppjae und NPP1p ipfesans wurde ebenfalls die Phytoalexinakkumulation in Petersiliepro-
toplasten und der Zelltod nach Infiltration in Tabakblatter experimentell ermittelt. NPP1p yoj4¢
und NPP1p pesans zeigten in beiden Assays die gleiche Aktivitit wie NPP1p pgrasitica- SO Waren
24 h nach Applikation in Tabakblitter deutliche Nekrosen sichtbar. NPP1p . induziert 96
% und NPP1p insans 98 % der Phytoalexinakkumulation von NPP1p ,44sisica In Petersiliepro-
toplasten (vgl. Abb. 3-7A), also ca. 80 % der Phytoalexinmenge, die durch Pep-13 induziert
wird. Dies entspricht der experimentellen Schwankungsbreite, so dass von der gleichen Akti-
vitdt dieser homologen Proteine der Phytophthora-Spezies ausgegangen werden kann.

Daneben wurde auBBerdem die Elicitoraktivitit von rekombinantem NEP1 (GST-Fusion)
dem Strukturhomologen aus Fusarium oxysporum in Petersilieprotoplasten und Tabakblat-
tern gepriift. Interessanterweise induziert dieses Protein die Phytoalexinbiosynthese in Peter-
silieprotoplasten nicht (Abb. 3-7A. Es 16st jedoch sowohl in Petersilieprotoplasten als auch in
Tabakblattern den Zelltod aus (Abb. 3-7 D).

3.3.4 Expression von NPP1-Deletionsderivaten als GST-Fusionsproteine

Zur Detektion des elicitoraktiven Teils des Proteins wurden die in der schematischen Dar-
stellung gezeigten NPP1-Derivate als GST-Fusionsproteine exprimiert (Abb. 3-8). Die mit-
tels PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden in den Expressionsvektor pGEX-5X-1 klo-
niert. Dazu wurden die Oligonukleotide aus Anhang 2 verwendet. AnschlieBend erfolgte die

43



Ergebnisse

Expression der Proteine in E. coli BL21. Zuerst wurden die Deletionsderivate des NPP1-
Elicitorproteins hergestellt, die ca. 50% der Sequenz umfassten, um sich der elicitoraktiven
Komponente des Proteins anzundhern. Dazu gehorten die N-terminale Hélfte des Proteins
(Fragment IX), die C-terminale Hélfte (Fragment VII) und ein mittlerer Abschnitt (Fragment
V). Diese Expressionsproteine wurden in Petersilieprotoplasten und Tabakbldttern auf Elici-
toraktivitit getestet. Da sich zeigte, dass diese Deletionsproteine inaktiv waren, wurden wei-
tere Deletionsfragmente pripariert, denen nur kiirzere Peptide im N- und/oder C-Terminus
von NPP1 fehlten (vgl. Abb. 3-8).
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Abb. 3-8: Deletionsderivate von NPP1

Dargestellt ist das Gesamt-Protein (oberster Balken) und die relative Lage der verschiedenen Deletionsderivate,
deren cDNAs in den Expressionsvektor pGEX-5X-1 kloniert wurden. Das ermoglichte die Expression der NPP1-
Derivate als GST-Fusionsprotein. Die Aminosduresequenzen der Expressionsprodukte sind im Anhang 5a zu-
sammengefasst, die zur Klonierung der DNA-Konstrukte verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang 2 enthal-
ten.

Die Deletionsderivate XI und XIII konnten durch Kombination der Oligonukleotide pra-
pariert werden, die schon zur Klonierung der Fragmente V, VII und IX verwendet worden
waren. Fiir die Oligonukleotide zur Klonierung der Fragmente XIV-XIX wurden giinstig ge-
legene Sequenzbereiche ausgewihlt, die nur geringe Verdnderungen zur Umwandlung in die

fiir die Klonierung notwendigen Restriktionsschnittstellen erforderten. Diese Deletionsderiva-
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te (XIV-XIX) sind im Vergleich zum Gesamtprotein NPP1 wenig verkiirzt. Die Aminosdure-
sequenzen der Deletionsderivate von NPP1 sind im Anhang 5a zusammengefasst.

Alle GST-Fusionsprodukte der Deletionsderivate konnten in nahezu gleicher Menge ex-
primiert werden wie GST-NPP1 (vgl. ausgewéhlte Beispiele [V, VII, IX] in Abb. 3-5A). Sie
lagen alle in loslicher Form vor und konnten durch Affinitdtschromatographie an GSH-
Agarose gereinigt werden. Der GST-Anteil wurde in allen Fusionsprodukten durch Protease-
verdau mit Faktor Xa abgespalten. Die erhaltenen rekombinanten Proteine (NPP1 und seine
Deletionsderivate) wurden mittels SDS-PAGE (Abb. 3-9) analysiert.
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Abb. 3-9: Gelelektrophoretische Analyse aller rekombinanten Deletionsderivate von NPP1

Die Expression der rekombinanten Proteinfragmente in E. coli (GST-Fusionsprodukte) wurde durch Zugabe von
IPTG induziert. Das bakterielle Pellet wurde lysiert, die 16slichen Bestandteile des Uberstands durch Affinitits-
chromatographie an GSH-Agarose gereinigt und der GST-Anteil der Fusionsprodukte durch Proteasebehandlung
mit Faktor Xa abgespalten. Aufgetragen wurde 0,5 ng Gesamtprotein. GST: Glutathion-S-Transferase; I1I: re-
kombinantes NPP1; V, VII, IX, XI, XIII, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX: Deletionsderivate von NPP1, vgl.
Abb. 3-8 und Anhang 5a, die Pfeile deuten auf die entsprechenden Proteinfragmente. Die Grof3e der Molekular-
gewichts-Markerproteine ist jeweils links vom Proteingel angegeben.

(A) Silber-gefarbte SDS-PAGE der affinititsgereinigten NPP1-Expressionsprodukte nach Proteasespaltung mit
Faktor Xa.

(B) Immunoblotanalyse der affinitdtsgereinigten NPP1-Expressionsprodukte nach Proteasespaltung mit Faktor
Xa. Als primérer Antikorper diente der spezifische Anti-NPP1-Peptidantikdrper (AK152) und als sekundérer
Antikorper ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikorper. Die Detektion erfolgte mit
dem NBT-BCIP-Substrat.

Nach Jameson-Wolf-Analyse (Jameson & Wolf, 1988) des Proteins wurden zwei beson-
ders antigene Peptide (Peptid 1 [AS54-AS83] und Peptid 9 [AS144-AS173], Abb. 3-1) aus-
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gewihlt und zur Generierung der Antikdrper (AK152 und AK168) eingesetzt. Routinemaflig
wurde in Immunoblotnalysen der Antikdrper AK152 verwendet, da der Antikdrper AK168
unspezifische Proteinbanden detektierte.

Fiir die meisten Deletionsfragmente erhilt man wie fiir NPP1 zwei Proteinbanden, die
durch den NPP1-spezifischen Peptid-Antikorper (AK152) detektiert werden. Es liegt die
Vermutung nahe, dass es sich dabei um Abbauprodukte des Elicitorproteins handelt. Nach
Elution der Fusionsproteine konnte in SDS-PAGE-Analysen jeweils nur eine Proteinbande
detektiert werden, die dem GST- Fusionsprotein entsprach (vgl. Abb. 3-5C). Dagegen waren
nach Spaltung mit Faktor Xa neben der GST-Bande zwei weitere Proteinbanden zu beobach-
ten (Abb. 3-9A), die durch den NPP1-spezifischen Antikdrper AK152 erkannt wurden (Abb.
3-9B). Die Abbauprodukte konnten durch die Wirkung von Proteasen entstanden sein, nicht
jedoch durch die Protease Faktor Xa, da keine spezifische Spaltstelle fiir dieses Enzym in
NPP1 enthalten ist. Lediglich fiir das Deletionsderivat VII war es nicht moglich, mittels Im-
munoblot bei Einsatz des Antikdrpers AK152 ein Protein zu detektieren. Dies ist darauf zu-
riickzufiihren, dass in diesem Teilprotein das Peptid 1, welches zur Antikorperproduktion

eingesetzt wurde, fehlt.

3.3.5 Test von NPP1-Deletionsproteinen auf Elicitoraktivitit

Die Expressionsprodukte der NPPI1-Deletionsderivate wurden nach Affinititsreinigung
und Trennung der GST vom NPP1 durch Faktor-Xa-Spaltung dialysiert. Auf diese Weise
wurden Salze entfernt, die die Phytoalexinakkumulation in Petersilieprotoplasten storen. Zur
Bestimmung der Elicitoraktivitit wurde 24 h nach Zugabe der Deletionsderivate die Fluores-
zenz der gebildeten Phytoalexine in Suspensionen von Petersilieprotoplasten bestimmt. Mit
Ausnahme des Gesamtproteins NPP1 (III) und eines verkiirzten Fragments (XIV), dem nur 8
Aminosduren am C-Terminus fehlen, konnte fiir kein anderes Deletionsprotein die de-novo-
Synthese von Phytoalexinen in Petersilieprotoplasten beobachtet werden (Abb. 3-10A). In
den dargestellten Experimenten wurde die nach NPP1-Zugabe gebildete Phytoalexinmenge
als 100 % definiert und fiir die NPP1-Derivate die relative Phytoalexinakkumulation be-
stimmt. GST diente zur Bestimmung der unspezifischen Phytoalexinakkumulation. Sie betrug
10-15 % der maximalen Phytoalexinmenge, die mit NPP1 erreicht wird. Fiir alle Deletionsde-
rivate (100 nM) auBler den Fragmenten III und XIV wurde eine relative Elicitoraktivitit von
15-30 % ermittelt. Dies entspricht anndhernd der Hintergrundaktivitdt von GST. Fiir das elici-
toraktive Deletionsfragment XIV konnte 97 % der maximalen Phytoalexinmenge im Ver-

gleich zum NPP1 ermittelt werden. Die Positivkontrolle Pep-13 16ste im dargestellten
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Abb. 3-10: Elicitoraktivitit der NPP1-Deletionsderivate

Untersucht wurde die Elicitoraktivitit von affinititsgereinigten, rekombinanten NPP1-Deletionsproteinen.

(A) Je 100 nM des angegebenen Deletionsderivates von NPP1 wurden auf Induktion der Phytoalexinbiosynthese
in Petersilieprotoplasten (5 x 10°/ml) getestet. Als Kontrollen dienten das elicitoraktive Pep-13 (100 nM) und
GST (100 nM). Zum Vergleich der Elicitoraktivitdt wurde die durch NPP1 (Fragment III) induzierte Phytoale-
xinmenge als 100 % definiert.

(B) Dosis-Wirkungskurven der Phytoalexinakkumulation in Petersilieprotoplasten (5 x 10°/ml) nach Applikation
der rekombinanten Deletionsderivate von NPP1. Petersilieprotoplasten wurden mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen der Expressionsprodukte von NPP1-Derivaten behandelt. Nach 24 h wurde die Fluoreszenz der gebildeten
Phytoalexine in relativen Fluoreszenzeinheiten (rfu) bestimmt.

Fiir ausgewahlte Beispiele (GST, III und XIV) ist rechts die Vitalitdtsfarbung der Petersilieprotoplasten darge-
stellt. Die Farbung erfolgte als Doppelfarbung mit Fluoresceindiacetat (50 pg/ml) und Propidiumiodid (10
pg/ml). Lebende Petersilieprotoplasten werden durch griine Fluoreszenz dargestellt, rot-fluoreszierende Zellker-
ne weisen auf tote Petersilieprotoplasten hin.

(C) Wissrige Losungen der angegebenen Deletionsderivate (2 uM) wurden in Tabakblitter infiltriert und 24-48
h nach Applikation die Nekrosebildung analysiert. Eingetrocknete gelbe bis braune Bereiche in den Blattaus-
schnitten zeigen die Nekrosebildung an. Die Infiltrationsstellen erscheinen in einigen Féllen wie kleine Nekrosen
(XTI, XV, XVII, XIX), dies tduscht jedoch durch die Bilddokumentation.
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Experiment im Vergleich zu NPP1 eine relative Phytoalexinakkumulation von 127 % aus,
was konsistent mit fritheren Ergebnissen ist (vgl. 3.3.3).

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass NPP1 in Petersiliezellen bzw. —protoplasten
den Zelltod induziert. Deshalb wurde die Vitalitdt der Petersilieprotoplasten 24 Stunden nach
Behandlung mit den Deletionsderivaten von NPP1 bestimmt. Deletionsfragmente, die die de-
novo-Synthese von Phytoalexinen auslosten (III, XIV), induzierten auch den Zelltod der Pe-
tersilieprotoplasten (Abb. 3-10B). Dagegen konnten nach Applikation der anderen Deletions-
derivate ausschlieBlich lebende Petersilieprotoplasten beobachtet werden (nicht dargestellt).
Elicitoraktives Pep-13, das keinen Zelltod in Petersilieprotoplasten induziert (Sacks et al.,
1995, Niirnberger et al., 1994), und GST dienten als Kontrolle.

Ferner wurden die Dosis-Wirkungskurven der Phytoalexinbildung in Petersilieprotoplas-
ten nach Zugabe der NPP1-Deletionsderivate ermittelt (Abb. 3-10B). Fiir die elicitoraktiven
Proteine III und XIV konnten ECso-Werte von 2 nM (III, NPP1) und 6 nM (XIV, Deletions-
derivat) ermittelt werden. Der ECso-Wert fiir das Deletionsderivat liegt im gleichen Bereich
wie der ECso-Wert des Gesamtproteins, so dass von voller biologischer Aktivitit dieses Deri-
vates ausgegangen werden kann.

Die Elicitorproteine NEP1, PaNie und NPP1 induzieren in dikotyledonen Pflanzen den
Zelltod (Bailey, 1995, Veit et al., 2001, Fellbrich, 2001). Zur Untersuchung der Induktion der
Abwehr in der Ganzpflanze, wurden wéssrige Losungen der Deletionsderivate von NPP1 (2
uM) in Tabakblétter infiltriert. Nach 4-6 h konnte bei den Fragmenten III und XIV das Ein-
trocknen des Blattgewebes an der Infiltrationsstelle beobachtet werden. Nach 24 h waren fiir
die Proteine III und XIV Nekrosen im behandelten Blattgewebe deutlich sichtbar. Die ande-
ren Deletionsfragmente induzieren genau wie GST in Tabakbléttern keine nekrotischen Lési-
onen (Abb. 3-10C).

Aus den dargestellten Ergebnissen lésst sich ableiten, dass es kein Deletionsfragment von
NPP1 gibt, das Elicitoraktivitit aufweist und gleichzeitig wesentlich kiirzer als das Gesamt-
protein NPP1 ist. Lediglich das Deletionsderivat (XIV), dem 8 Aminosduren im C-Terminus
des Proteins fehlen, zeigt noch Elicitoraktivitét. Dies ldsst vermuten, dass die Sekundérstruk-

tur des Gesamtproteins fiir die Induktion der pflanzlichen Abwehr ausschlaggebend ist.

3.4 Einfluss der Sekundarstruktur von NPP1 auf die Elicitoraktivitat

Zur Untersuchung der sekundiren Strukturmerkmale des Proteins wurden Datenbankana-
lysen durchgefiihrt (Frishman & Argos, 1996). Dabei konnten lediglich kurze Bereiche mit
putativen Strukturmerkmalen identifiziert werden. Neben der o-Helix-Struktur der Sekreti-

onssignalsequenz findet man im mittleren Abschnitt 3 putative -Faltblattbereiche, wogegen
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der C-Terminus vermutlich wieder 2 a-Helizes ausbildet. Der GroBteil des Proteins scheint

jedoch keine bestimmte Struktur aufzuweisen (C, ,,random coiled®, Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Aminosduresequenz von NPP1 mit vorausgesagter Sekundéarstruktur

Dargestellt ist die Aminosduresequenz von NPP1 im Einbuchstabencode sowie die daraus resultierende voraus-
gesagte Sekundarstruktur des Proteins nach Frishman & Argos (1996). H: a-Helix; C: Zufallsstruktur (,,random
coiled”); E: B-Faltblatt. Gelb unterlegt sind Bereiche, die vermutlich a-Helix-Strukturen aufweisen, blau unter-
legt sind putative B-Faltblatt-Bereiche.

Das Protein NPP1 enthélt jedoch zwei Cysteinreste in den Positionen 56 und 82, die in al-
len bisher isolierten NPP1-Homologen hochkonserviert sind (vgl. Abb. 3-3 und Abb. 3-12A).
Sie weisen einen Abstand von 25 Aminosduren auf. Um den Einfluss einer mdglichen Disul-
fidbriicke zwischen beiden zu untersuchen, wurden diese Cysteinreste durch Serinreste ein-
zeln substituiert (NPP1-M1, [Cs¢—Ss6] und NPP1-M2, [Cg,—Ss,]). Die Substitution erfolgte
durch den Einsatz von Oligonukleotiden mit entsprechendem Nukleotidaustausch (s. Anhang
3) in einer PCR-Reaktion. Diese eine Punktmutation enthaltenden Varianten der fiir NPP1
kodierenden cDNA wurden in den Expressionsvektor pGEX-5X-1 kloniert. Die Expression
sowie die Reinigung der GST-Fusionsproteine (NPP1-M1 und NPP1-M2) erfolgte erneut
durch Affinititsreinigung an GSH-Agarose. Abbildung 3-12B zeigt die affinitdtsgereinigten
Expressionsprodukte nach Proteaseverdau mit Faktor Xa sowohl als Silber-gefdarbte SDS-
PAGE (I) als auch in einer Immunoblotanalyse (II). Neben der Proteinbande, die der GST
entspricht, wurden fiir jedes NPP1-Derivat 2 Proteinbanden detektiert, die vom Anti-NPP1-
Antikorper AK152 erkannt wurden.

Die Elicitoraktivitdt der erhaltenen rekombinanten Proteine NPP1-M1 und NPP1-M2
wurde in Petersilieprotoplasten und Tabakblittern getestet. Es zeigte sich, dass die mutierten
Varianten NPP1-M1 und NPP1-M2 im Gegensatz zu NPP1 in Suspensionen von Petersilie-
protoplasten die Phytoalexinakkumulation nur in der Schwankungsbreite der GST-Kontrolle
(10-20 % der Elicitoraktivitdt von NPP1) induzieren (Abb. 3-13A). Des Weiteren wurde beo-
bachtet, dass der Zelltod der Petersilieprotoplasten nach Zugabe der mutierten NPPI-
Versionen ebenso ausbleibt (nicht dargestellt) wie die Nekrosebildung in Tabakblattern (Abb.
3-130).

Durch eine Konzentrationsreihe sollten die ECsp-Werte von NPP1-M1 und NPP1-M2
(M1 und M2 in Abb. 3-13B) ermittelt werden. Die fiir NPP1-M1 und NPP1-M2 erhaltenen
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Dosis-Wirkungskurven der Phytoalexinakkumulation sind fast deckungsgleich mit der Kurve
der Negativkontrolle GST (Abb. 3-13B). Daraus ist zu schlieBen, dass sie nahezu keine spezi-
fische Elicitoraktivitit aufweisen und demzufolge eine Angabe von ECso-Werten unmdglich
ist. Aus dem Verlust der Elicitoraktivitdt von NPP1 nach Einzelsubstitution der beiden kon-
servierten Cysteinreste ldsst sich ableiten, dass die Sekundérstruktur des Protein vermutlich
Einfluss auf die biologische Aktivitit hat. Moglicherweise wird zwischen beiden eine struk-
turgebende Disulfidbriicke ausgebildet.
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Abb. 3-12: Heterologe Expression mutierter NPP1-Varianten in E. coli und gelelektrophoretische Analyse
rekombinanter NPP1-Derivate

(A) Dargestellt ist NPP1 (III, oberster Balken) und die relative Lage der substituierten Cysteinreste in den mu-
tierten Varianten des NPP1-Elicitorproteins. M1: NPP1-M1 [Substitution in Position 56 der Aminosdurese-
quenz] und M2: NPP1-M2 [Substitution in Position 82 der Aminoséuresequenz], wobei jeweils ein Austausch
des Cysteins durch Serin erfolgte). Die DNA-Konstrukte wurden in den Expressionsvektor pGEX-5X-1 kloniert,
was die Expression als GST-Fusionsprotein erlaubte. Die Aminosduresequenzen der Expressionsprodukte sind
im Anhang 5a zusammengefasst, die zur Klonierung verwendeten Oligonukleotide sind in Anhang 2 und 3 ent-
halten.

(B) Die Expression der rekombinanten Proteine in E. coli (GST-Fusionsprodukte) wurde durch Zugabe von
IPTG induziert. Das bakterielle Pellet wurde lysiert, die im Uberstand enthaltenen Proteine wurden durch Affini-
tatschromatographie an GSH-Agarose gereinigt und der GST-Anteil der Fusionsprodukte durch Proteasebehand-
lung mit Faktor Xa abgespalten. Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Expressionsprodukte
mit anschlieBender Silberfarbung (I) oder Immunoblotanalyse (II), wobei als primdrer Antikorper der Anti-
NPP1-Peptidantikorper (AK152) und als sekunddrer Antikorper ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter
Anti-Kaninchen-Antikdrper verwendet wurde. Die Detektion erfolgte mit dem NBT-BCIP-Substrat. Aufgetragen
wurde 1 pg Gesamtprotein. Die GroBe der Molekulargewichts-Markerproteine ist jeweils links vom Proteingel
angegeben. Die Proteinbanden fiir NPP1 und seine Derivate sind durch Pfeile markiert.
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Abb. 3-13: Elicitoraktivitdt von NPP1 und den Substitutionsderivaten NPP1-M1 und NPP1-M2

Untersucht wurde die Elicitoraktivitit von affinitdtsgereinigten, rekombinanten NPP1-Derivaten (GST-Fusion)
im Vergleich mit NPP1 als Positivkontrolle und GST als Negativkontrolle. GST: Glutathion-S-Transferase; I1I:
NPP1; M1: NPP1-M1 (Cs¢—Ss6); M2: NPP1-M2 (Cg,—Sg,). Die Ergebnisse der Experimente in Petersiliepro-
toplasten resultieren aus 3-fach Bestimmungen, in Tabakbléttern wurden 2-fach Bestimmungen durchgefiihrt.

(A) Je 100 nM des entsprechenden Proteins wurden auf Induktion der Phytoalexinbiosynthese in 100 pl Petersi-
lieprotoplasten (5 x 10°/ml) getestet. Zum Vergleich der Elicitoraktivitit der Expressionsprodukte wurde die
durch NPP1 (Fragment III) induzierte Phytoalexinmenge als 100 % definiert.

(B) Dosis-Wirkungskurven der Phytoalexinakkumulation in Suspensionen von Petersilieprotoplasten (5 x
10°/ml) nach Zugabe von rekombinantem NPP1 und seiner Derivate. 100 pl Petersilieprotoplastensuspension
wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen der Expressionsprodukte behandelt. Nach 24 h wurde die Fluores-
zenz der gebildeten Phytoalexine in relativen Fluoreszenzeinheiten (rfu) bestimmt.

(C) Wissrige Losungen der angegebenen NPP1-Derivate (2 uM) wurden in Tabakblatter infiltriert und 24-48 h
nach Applikation die Nekrosebildung analysiert. Eingetrocknete gelbe bis braune Bereiche in den Blattausschnit-
ten zeigen die Nekrosen an.
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3.5 Ethylenbildung in Petersiliezellen nach NPP1-Applikation

Fiir NEP1 aus Fusarium oxysporum ist bekannt, dass dieses Protein die Ethylenbiosyn-
these in verschiedenen dikotyledonen Pflanzen induziert (Bailey, 1995, Jennings et al., 2000).
Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen NPP1 und NEP1 wurde die Induktion der Ethylenbildung
durch NPP1 in Petersiliezellkulturen untersucht. Die Ethylenbestimmung erfolgte nach
Chappell et al. (1984) in Kooperation mit Prof. T. Boller (Friedrich-Miescher-Institut Basel,
Schweiz). Pep-13, das ebenfalls die Ethylenbildung induziert (Niirnberger et al., 1994), wur-
de als Kontrolle eingesetzt. Nach Elicitorgabe wurden Gasproben aus der inneren Atmosphé-
re der Kulturkolben von Petersiliezellsuspensionen entnommen, die mit entsprechenden Ef-
fektoren behandelt waren. Diese Proben wurden gaschromatographisch analysiert und die

gebildete Ethylenmenge in pmol/ml Zellkultur bestimmt.
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Abb. 3-14: Ethylenbildung in Petersiliezellsuspensionskulturen nach Elicitorgabe

(A) Untersucht wurde die Zeitabhangigkeit der Induktion der Ethylenbiosynthese in Petersiliezellsuspensionskul-
turen nach Applikation von Pep-13 (100 nM), NPP1 (67 nM), GST (100 nM) und Wasser. Petersiliezellen (1
2/10 ml Medium) wurden mit dem entsprechenden Elicitor behandelt. 1 ml Gasproben der inneren Atmosphére
der Kulturkolben wurden mittels Gaschromatographie analysiert und der Ethylengehalt in pmol/ml Zellkultur
bestimmt.

(B) Dosis-Wirkungskurve der Ethylenbiosynthese von Petersiliezellen nach Zugabe von GST, NPP1 und NPP1-
M1. 5 h nach Applikation des entsprechenden Elicitors wurde die gebildete Ethylenmenge (pmol/ml Zellkultur)
mittels Gaschromatographie ermittelt. GST: Glutathion-S-Transferase; NPP1: Fragment III; M1: NPP1-M1.
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Es wurde deutlich, dass neben Pep-13 (100 nM) auch NPP1 (67 nM) die Ethylenbildung
in Petersiliezellen induziert (Abb. 3-14). Die Freisetzung von Ethylen begann ca. 2,5 h nach
Zugabe des Elicitors und stieg bis 7 h nach Elicitorgabe deutlich an (Abb. 3-14A). GST indu-
ziert die Ethylenbiosynthese nicht. Fiir NPP1 und NPP1-M1 wurde aulerdem die Konzentra-
tionsabhdngigkeit der Ethylenbildung ermittelt. Die Dosis-Wirkungskurven der gebildeten
Ethylenmenge sind in Abb. 3-14B dargestellt. Der ECso-Wert der Ethylenbildung betrégt fiir
NPP1-M1 13,9 nM. Im Vergleich zu NPP1 (ECso= 1,05 nM) ist er ca. 13-fach geringer. Das
Substitutionsderivat NPP1-M1 scheint im Gegensatz zu anderen pflanzlichen Abwehrreakti-
onen die Ethylenbiosynthese zu induzieren. Jedoch ist das Ausmal} der Ethylenbildung deut-
lich geringer als fiir das nicht veranderte NPP1. Die Unterschiede in der Menge des von Pe-
tersiliezellen freigesetzten Ethylen nach NPP1- und NPP1-M1-Applikation konnten auf die
verdnderte Sekundérstruktur des Proteins nach Substitution des Cysteinrestes durch Serin

zuriickzufiihren sein (vgl. 3.4).

3.6 Radioaktive Markierung von NPP1

Zur Detektion einer putativen Bindungsstelle fiir NPP1 in Petersiliezellen oder in mikro-
somalen Membranen von Petersilie war es notig, den Liganden radioaktiv zu markieren. Die
Charakterisierung hochaffiner Bindungsstellen verlangt einen Liganden mit sehr hoher spezi-
fischer Radioaktivitdt (Hulme & Birdsall, 1990). Fiir verschiedene NPP1-induzierte Abwehr-
reaktionen konnten ECsp-Werte von ca. 1 nM (Ethylenbiosynthese in Petersiliezellsuspen-
sionskulturen) bis 10 nM (Phytoalexinakkumulation in Petersilieprotoplasten) ermittelt wer-
den. In einer rezeptorvermittelten Signaltransduktionskette sollte die Dissoziationskonstante
(K4) des Rezeptor-Liganden-Komplexes im gleichen Grofenbereich liegen wie die ermittel-
ten ECso-Werte der verschiedenen Abwehrreaktionen. Zur Detektion einer Bindungsstelle mit
einer Bindungskonstante von 1-10 nM ist deshalb erfahrungsgemil eine spezifische Radioak-
tivitit des Liganden im Bereich von 100-1000 Ci/mmol Voraussetzung. Fiir die Versuche zur

Markierung von NPP1 wurde rekombinantes His;o-NPP1 verwendet (vgl. 3.3.2).

3.6.1 Markierung von NPP1 mit 1)

Die Iodierung von Proteinen mit ['*’I] ermdglicht eine Ligandenmarkierung mit einer
spezifischen Radioaktivitit bis 2200 Ci/mmol. Durch einen elektrophilen Angriff von akti-
viertem I" an die Metaposition im Phenylring von Tyrosinresten kann die Kopplung von ['*I]
an Proteine und Peptide erfolgen. Fiir die Iodierung von NPP1 stehen 14 Tyrosinreste zur
Verfiigung (vgl. Abb. 3-1). Da jeder Phenylring im Tyrosin zwei lod-Atome binden kann,

besteht die theoretische Moglichkeit des Einbaus von bis zu 28 lodresten in das Protein
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NPP1. Die Testiodierung von NPP1 mittels ,,Jodobeads* der Firma Pierce (Rockford, USA)
und nicht radioaktiv markiertem Nal erfolgte nach Herstellerangaben. Das lodierungsreagenz
N-Chlor-Benzylsulfonamid-Natriumsalz ist auf der Oberfldche einer Polystyrolperle immobi-
lisiert. Es handelt sich um ein oxidierendes Reagenz, das jedoch milder als das haufig ver-
wendete Chloramin-T wirkt (Markwell, 1982). Zuerst wurde Nal (2,5 uM oder 5 uM) durch
Zugabe zur Reaktionsperle aktiviert und anschlieBend das Protein His;o-NPP1 (5 uM) zuge-
geben. Das Zwei-Phasen-System der Reaktion soll den direkten Kontakt des Proteins mit dem
Oxidationsmittel verringern, um eine flir das Protein schonende Reaktion zu ermdglichen.
Untersucht wurde die Zeitabhingigkeit der lodierungsreaktion, indem Aliquots nach 0 s, 15 s,
30 s, 90 s, 2 min und 5 min entnommen wurden. Zur Verringerung der Reaktionsgeschwin-
digkeit und Reduzierung der Zahl der eingebauten lod-Atome erfolgte die Reaktion bei 4°C
statt bei RT. Die aus dem lodierungsreaktionsansatz entnommenen Aliquots wurden in einer
SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfarbung analysiert. Schon nach 15 s der lodierungsreak-
tion war kein NPP1 mehr nachweisbar (nicht dargestellt), so dass andere Moglichkeiten der
Iodierung von NPP1 getestet wurden. Es wurde vermutet, dass N-Chlorbenzolsulfonamid-
Natriumsalz zu aggressiv auf das Protein NPP1 wirkt und durch Oxidation einzelner Amino-
sdurereste die Inaktivierung des Proteins bewirkt wird (Rehm, 1996).

Deshalb wurden in einem weiteren Versuch ,,JODOgen“-beschichtete Reaktionsgefél3e
der Firma Pierce eingesetzt. Das verwendete lodierungsreagenz 1,3,4,6-tetrachloro-3o-60i-di-
phenyl-glycoluril wird als mildes Festphasen-Oxidationsmittel beschrieben (Fraker & Speck,
1978, Salacinski et al., 1981). Es ermoglicht ebenso schonende Reaktionsbedingungen wie
enzymatische Reaktionsmittel, z.B. Lactoperoxidase. Dies sollte eventuelle Prézipitationen
oder Inaktivierungen des Proteins verhindern, auch weil der direkte Kontakt des Proteins mit
der reaktionsaktivierenden Substanz entfillt. Die Bildung von aktiviertem I" erfolgte durch
Zugabe von Nal in ein mit dem Oxidationsmittel beschichtetes Reaktionsgefdl. AnschlieBend
wurde das I" aus dem Reaktionsgefil entnommen und in eine neues Gefil gegeben, das das
zu iodierende Protein His;o-NPP1 enthielt. Die Testreaktion erfolgte ebenfalls bei 4°C in
einer Kinetik (0 s, 30 s, 1 min, 5 min, 10 min). Der Verlauf der Reaktion wurde erneut in
einer SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfiarbung analysiert. Auch bei Verwendung dieses
Iodierungssystems war nach kurzer Inkubation (30 s) kein NPP1 mehr detektierbar (Abb. 3-
15).

Mit beiden Methoden war es nicht moglich, einen iodierten biologisch aktiven Liganden
herzustellen. Dieser ist jedoch fiir Rezeptorbindungsstudien unerlésslich. Der Einbau von bis
zu 28 lod-Atomen an 14 Tyrosinresten konnte zur Verdnderung der Konformation von NPP1
fithren, so dass das Protein aggregiert, prazipitiert und somit inaktiviert wird. NPP1-Aggre-
gate konnten eventuell die in Abb. 3-15 nach 5 und 10 min Reaktion beobachteten Protein-
banden im oberen Bereich der SDS-PAGE (60-70 kDa) sein. Fiir sie ist eine deutliche Zu-
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nahme der Intensitdt in Abhéngigkeit von der Reaktionszeit zu verzeichnen. Eine limitierte
Iodierung von einzelnen Resten, die durch die kurzen Reaktionszeiten (unter 10 min) und
eine niedrige Reaktionstemperatur (4°C) erreicht werden sollte, war nicht mdglich. Deshalb

sollten andere Verfahren zur Markierung des Liganden gepriift werden.

0 0,5 1 5 10 min
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50 kDa - - ? "a

R < NPPI
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Abb. 3-15: Gelelektrophoretische Analyse der Iodierung von NPP1

5 uM His;(-NPP1 und 2,5 pM Nal wurden fiir die Iodierung mittels ,,JODOgen‘““-beschichteter Reaktionsgefilie
eingesetzt. Nach 0, 30 und 60 s, sowie nach 5 und 10 min wurde die Reaktion beendet und die Hilfte jedes An-
satzes zur gelelektrophoretischen Analyse mit anschlieBender Silberfarbung eingesetzt. Die Grofle der Moleku-
largewichts-Markerproteine ist links vom Proteingel angegeben.

3.6.2 Markierung von NPP1 mit [SSS]

In einem weiteren Versuch, das Protein NPP1 radioaktiv zu markieren, sollte ein Einbau
von [*°S]-Methionin wihrend der Expression von His;o-NPP1 in E. coli erfolgen. Da Bakteri-
en wie E. coli auf einem alternativen Syntheseweg das Schwefelmolekiil eines Cysteinrestes
fiir die Bildung eines Methionins nutzen kénnen, wurde zur Proteinbiosynthese ein Amino-
sduregemisch aus [>°S]-Methionin/[*°S]-Cystein (Verhiltnis: 80/20) eingesetzt. Dies sollte
die Moglichkeit eroffnen, eine héhere spezifische Radioaktivitit des Liganden durch die bak-
terielle Proteinexpression zu erreichen. Die spezifische Radioaktivitidt des Aminosduregemi-
sches betrug >1000 Ci/mmol. Das Protein NPP1 enthélt 3 Methioninreste und 2 Cysteinreste,
die gegebenenfalls radioaktiv markiert werden konnen, so dass theoretisch eine hohe spezifi-
sche Radioaktivitét erzielt werden kann, die fiir Rezeptor-Bindungsstudien erforderlich ist.

Die Reinigung des His;jo-Fusionsproteins erfolgte erneut durch Affinitédtschromatographie
mittels Ni-NTA-Agarose. Die Autoradiographie des SDS-Polyacrylamidgels der Reinigungs-
stufen fiir [*°S]-NPP1 zeigt, dass nach der Affinititschromatographie in den Elutionsfraktio-
nen nur ein radioaktiv markiertes Protein ([*>S]-NPP1) detektierbar ist (Abb. 3-16). Mit die-
ser Methode konnte [*>S]-NPP1 mit einer spezifischen Radioaktivitit von 1,7 Ci/mmol bei 6-
stiindiger Inkubation in methioninfreiem Medium und 1 Ci/mmol bei 12-stiindiger Behand-
lung ohne Methionin gebildet werden. Fiir die Verwendung von [*>S]-NPP1 in Bindungsex-
perimenten ist die erreichte spezifische Radioaktivitdt jedoch viel zu gering. Vermutlich

konnten die endogenen Methioninspeicher nicht ausreichend entleert werden, so dass die
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Bakterien nur wenig radioaktiv markiertes [*°S]-Methionin wihrend der Proteinbiosynthese
einsetzen mussten. Deshalb sollte eine alternative Methode zur radioaktiven Markierung von

NPP1 angewendet werden.

ZL W1 W2 W3 W4 El E2
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Abb. 3-16: Gelelektrophoretische Analyse der Reinigung von rekombinantem [*°S]-NPP1

Zur Expression des rekombinanten [358]—NPP1 (His;-Fusion) wurden Bakterien nach Erreichen der ODgy,=0,6
in methioninfreiem Minimalmedium inkubiert, um endogene Methioninlager zu entleeren. Vor Induktion der Ex-
pression in E. coli durch Zugabe von IPTG wurde [*°S]-Methionin/[*°S]-Cystein im Verhaltnis: 80/20 zugesetzt.
Das bakterielle Pellet wurde lysiert und die 16slichen Bestandteile des Uberstands durch Affinitéitschromato-
graphie mit Ni-NTA-Agarose gereinigt. Die Reinigungsfraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und
autoradiographisch analysiert. ZL: Zelllysat; DF: Durchfluss; W1-W4: Waschfraktionen; E1, E2: Elutionsfrakti-
onen. Die Grofe der Molekulargewichts-Markerproteine ist links vom Proteingel angegeben.

3.6.3 Markierung von NPP1 mit [*P]

Eine weitere Mdglichkeit, NPP1 mit hoher spezifischer Radioaktivitit zu markieren, ist
die Phosphorylierung des Proteins. Die spezifische Aktivitit von [**P] ist mit 4500 Ci/mmol
etwa doppelt so hoch wie die von ['*’I]. Fiir diese Methode der radioaktiven Markierung wur-
den N- bzw. C-terminal spezifische Phosphorylierungssequenzen (LRRASLG) fiir eine
cAMP-abhingige Proteinkinase A (PKA) an das Protein NPP1 angefiigt. Dadurch wurde eine
spezifische Phosphorylierung des Serinrestes in der Erkennungssequenz ermdglicht. Die
Phosphorylierungssequenz konnte mittels PCR, durch den Einsatz entsprechender Oligo-
nukleotide (PKA1, PKA2, s. Anhang 2) eingefiigt werden. Die Expression der Proteine mit
N-terminaler Hisjo-Fusion erlaubte die Affinitétsreinigung von NPP1-PKA1 und NPPI1-
PKA2 mittels Ni-NTA-Agarose. Die Elicitoraktivitit der NPP1-Derivate wurde in Petersilie-
protoplasten und durch Infiltration in Tabakblétter getestet. NPP1-PKA1 und NPP1-PKA?2
wiesen eine dhnliche Elicitoraktivitit auf wie NPP1. In Tabakbléttern 1osten diese NPP1-
Derivate nekrotische Lisionen aus. Die ECsp-Werte der Phytoalexinakkumulation in Petersi-
lieprotoplasten waren mit 50 nM zwar etwas hoher als fiir nicht modifiziertes NPP1 (10 nM),
lagen aber noch im gleichen GroBenbereich. Aus diesem Grunde waren die Proteine NPP1-
PKA1 und NPP1-PKA2 dennoch zur radioaktiven Markierung geeignet.
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3.6.3.1 Phosphorylierungsreaktion

Die Phosphorylierung erfolgte mittels einer cAMP-abhingigen PKA, wobei als Substrate
NPP1-PKA1 bzw. NPP1-PKA2 und [y-*P]ATP eingesetzt wurden. Untersucht wurde zuerst
die Zeitabhingigkeit der enzymatischen Reaktion, in welcher neben NPP1-PKA1 und NPP1-
PKA2 ein Kontrollpeptid (PKA-Peptid, vgl. Tab. 2-3) mit der gleichen Erkennungssequenz
eingesetzt wurde. Bereits nach 30-miniitiger Reaktion waren die phosphorylierten Proteine
([**P]-NPP1-PKA1, [**P]-NPP1-PKA2) bzw. das phosphorylierte PKA-Peptid detektierbar
(Abb. 3-17). Das erwartete Molekulargewicht des modifizierten NPP1 betrdgt aufgrund der
His;o-Fusion und der zusétzlichen Phosphorylierungsstelle 27 kDa, das des PKA-Peptids 2,2
kDa. Wegen nachlassender enzymatischer Aktivitit der PKA wurde nach 5-stiindiger Reakti-
on fiir beide NPP1-PKA-Varianten weniger [>’P]-NPP1 detektiert. Eventuell konnten in der
Préparation der rekombinanten Proteine geringe Spuren von Phosphatasen enthalten sein, die
bei abnehmender Wirkung der PKA das Gleichgewicht der Phosphorylierungsreaktion zu-
gunsten der Ausgangssubstanzen verschiebt. Nach der Phosphorylierung von NPP1-PKA1
(N-terminale Modifikation) waren mehrere phosphorylierte Proteine im SDS-Polyacrylamid-
gel detektierbar. Aufféllig waren vor allem zwei Proteinbanden mit kleinerem Molekular-
gewicht (ca. 10-15 kDa). Diese konnten in der Coomassie-gefdarbten SDS-PAGE des affini-
titsgereinigten Proteins nicht detektiert wurden. Vermutlich handelt es sich um Spuren un-
vollstindig synthetisierter NPP1-PKA1-Derivate, die neben dem His;(-Teil des Fusionspro-
duktes eine intakte Phosphorylierungsstelle enthalten. Sie konnen somit ebenfalls eine Aus-
gangsverbindung fiir die Phosphorylierung mittels PKA darstellen. Fiir NPP1-PKA2 konnte
nur ein Hauptprotein detektiert werden, das dem NPP1-Derivat entspricht. Beim NPP1-PKA?2
befindet sich die Phosphorylierungsstelle im C-terminalen Bereich, so dass eventuell unvoll-
standig synthetisierte Proteine keine Phosphorylierungsstelle enthalten und somit kein Sub-
strat fiir die PKA sind.

Deutliche Unterschiede in der Phosphorylierungsstarke konnten zwischen den phosphory-
lierten Proteinen ([**P]-NPP1-PKA1, [**P]-NPP1-PKA2, 1 und 3 in Abb. 3-17) und dem
PKA-Peptid (2 in Abb. 3-17) beobachtet werden. Erkennbar ist die starkere Phosphorylierung
des PKA-Peptids an der grof3en radioaktiv markierten Flache im unteren Bereich des Protein-
gels, die nur in den Phosphorylierungsreaktionen mit dem Peptid auftritt. Vermutlich ist der
Serinrest der spezifischen Phosphorylierungsstelle im Peptid besser zugédnglich als im Prote-
n.

Eine effizientere Phosphorylierung von NPP1-PKA1 und NPP1-PKA2 sollte der Zusatz
von DTT ermdéglichen. Diese reduzierende Substanz sollte ein partielles Auffalten der Protei-
ne bewirken und dadurch vorhandene sterische Hinderungen autheben. Eine Verdnderung des
Phosphorylierungsgrades konnten durch den Einsatz von DTT jedoch nicht beobachtet wer-
den (nicht dargestellt).
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Abb. 3-17: Autoradiographische Analyse der Phosphorylierungsreaktion von NPP1

Die Expression rekombinanter NPP1-Derivate (His;o-Fusion von NPP1-PKA1 und NPP1-PKA2) in E. coli
wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Das bakterielle Pellet wurde lysiert und die im Uberstand enthaltenen
Proteine durch Affinitidtschromatographie an Ni-NTA-Agarose gereinigt. Die affinitatsgereinigten NPP1-
Derivate (5 pmol NPP1-PKA1, 5 pmol NPP1-PKA2) mit der spezifischen Phosphorylierungsstelle (LRRASLG)
sowie ein Kontrollpeptid (5 pmol PKA-Peptid) wurden mittels cAMP-abhéngiger Proteinkinase (5 U PKA) und
5 pmol [y-P]ATP radioaktiv markiert. Die Autoradiographie der SDS-PAGE zeigt den Zeitverlauf der
Phosphorylierungsreaktion. 1: NPP1-PKA1 [N-terminale PKA-Phosphorylierungsstelle]; 2: PKA-Peptid [RHM-
KLEFLRRASLGDVISH]; 3: NPP1-PKA2 [C-terminale PKA-Phosphorylierungsstelle]. Die GroBe der Mole-
kulargewichts-Markerproteine ist jeweils links vom Proteingel angegeben.

3.6.3.2 Reinigung von [*°P]-NPP1

Zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitit des Proteins war es notwendig, freies [}-
32P]ATP von eingebautem [*°P] ([**P]-NPP1-PKA1 und [**P]-NPP1-PKA?2) zu trennen. Die-
se Trennung erfolgte durch eine Diinnschichtchromatographie mit anschlieBender Autoradio-
graphie (Abb. 3-18). Die autoradiographisch detektierten Spots wurden ausgekratzt und mit-
tels SDS-PAGE und erneuter Autoradiographie analysiert. So konnten den Spots die ver-
schiedenen [*“P]-markierten Bestandteile des Reaktionsansatzes zugeordnet werden. Die
Phosphorylierungsreaktionen erfolgten im Vergleich mit und ohne Zusatz der PKA. Enzym-
abhingig konnten am Startpunkt die markierten Produkte [**P]-NPP1-PKA 1 und [**P]-NPP1-
PKA2 nachgewiesen werden, wiahrend die anderen Reaktionskomponenten durch die diinn-
schichtchromatographische Trennung separiert wurden. Durch Vergleichsanalyse mit reinem
[7-32P]ATP wurde nachgewiesen, dieses den Spots der Reihe [B] (Abb. 3-18) entspricht.

In einer priparativen Diinnschichtchromatographie wurden die [*’P]-NPP1-PKA1 und
[**P]-NPP1-PKA2 enthaltenden Partikel ebenfalls ausgekratzt und die Proteine unter Ver-
wendung von 2 M NaCl eluiert. Diese hohe Salzkonzentration im Elutionspuffer war die
einzige Moglichkeit, das Protein ohne Zusatz von Detergenzien von den Diinnschichtparti-
keln zu reisolieren. Kontrolliert wurde die Ausbeute des Herauslosens durch Scintillations-
spektrometrie. Dies erfolgte in einer Vergleichsmessung zwischen partikelgebundener Radio-
aktivitdt und der nach der Elution im Elutionspuffer enthaltenen Radioaktivitdt. Mit diesem

Verfahren war es moglich, 90-95 % der in den Diinnschichtpartikeln gebundenen Radioakti-
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vitdt zu eluieren. Die dialysierten Elutionsfraktionen wurden eingeengt und fiir Bindungsex-
perimente verwendet (vgl. 3.7).

Die spezifische Radioaktivitit von [**P]-NPP1-PKA1 und [**P]-NPP1-PKA2 wurde nach
TCA-Fillung der Proteine in einem Vakuumfiltrationsassay ermittelt. Zur Bestimmung des
unspezifisch gebundenen [y-*P] bzw. [y=""P]JATP wurde der Phosphorylierungsansatz ohne
Zusatz der PKA eingesetzt. Aus der Differenz beider Werte konnte somit die spezifische Ra-
dioaktivitit ermittelt werden. Sowohl fiir NPP1-PKAI als auch fiir NPP1-PKA2 konnte fiir
die spezifische Radioaktivitit ein Wert von 40 Ci/mmol ermittelt werden. Mit der gleichen
Methode wurde fiir das [**P]-PKA-Peptid ein Wert von 150 Ci/mmol ermittelt.

AERe

ST RL AL
N

s B0 WD RO

1 1 2 2 3 3[yPl-ATP
+ - + - + - PKA-Enzym

Abb. 3-18: Diinnschichtchromatographische Untersuchung der Phosphorylierungsreaktion von NPP1

2 ul des Reaktionsansatzes der Phosphorylierung (5 pmol Protein oder Peptid und 5 pmol [y-*P]ATP, sowie 5 U
cAMP-abhéngige Proteinkinase [PKA]) wurden durch Diinnschichtchromatographie und Autoradiographie ana-
lysiert. Verwendet wurde eine Polyethylenimin-Zellulose-beschichtete Diinnschichtplatte (20 x 10 cm) und 0,8
M NaH,PO, als Laufmittel. Die Trennung erfolgte fiir 60 min, die Autoradiographie fiir 30 min. Zur Kontrolle
wurde reines [7-32P]ATP (rechte Spur) aufgetragen. 1: [**P]-NPP1-PKA1 [N-terminale PKA-Phosphorylierungs-
stelle]; 2: PKA-Peptid [RHMKLEFLRRASLGDVISH]; 3: [**P]-NPP1-PKA2 [C-terminale PKA-Phosphorylie-
rungsstelle], +: Reaktionsansatz unter Zugabe der PKA; -: Reaktionsansatz ohne Zusatz des Enzyms; S: Start-
punkt der Diinnschichtchromatographie; A: vermutlich [y—3zP]; B: [y—3zP]ATP; der Pfeil gibt die Richtung des
Laufmittels an.

59



Ergebnisse

3.7 Bindungsstudien zur Detektion einer putativen Bindungsstelle fiir NPP1 in

Petersiliemikrosomen

Trotz der relativ geringen spezifischen Radioaktivitit von [*°P]-NPP1-PKA1 bzw. [**P]-
NPPI1-PKA2 (40 Ci/mmol), die mit der Phosphorylierung erzielt werden konnte, wurden
Rezeptor-Bindungsstudien mit diesem Radioliganden durchgefiihrt.

Zur Detektion einer putativen Bindungsstelle fiir NPP1 in Petersiliemikrosomen wurden 2
und 10 nM NPP1-PKA1 bzw. NPP1-PKA2 eingesetzt, wobei ein Vergleich der Bindung des
Radioliganden mit und ohne Zusatz von Kompetitor (2 uM nicht-radioaktiv markiertes
NPP1) erfolgte. Abbildung 3-19 zeigt die Ergebnisse eines Experiments in welchem [*2P]-
NPP1-PKA2 als Radioligand eingesetzt wurde. Das gleiche Ergebnis lieferte auch der Einsatz
des Liganden [**P]-NPP1-PKA1. Es war in beiden Fillen moglich, bei Einsatz von 10 nM
[**P]-NPP1 mehr filtergebundene Radioaktivitit zu detektieren als bei Verwendung von 2 nM
Radioligand. Da es aber keine Unterschiede zwischen den ermittelten Werten mit und ohne
Zusatz des Kompetitors gab, muss von unspezifischer Bindung des Radioliganden an Be-

standteile der Petersiliemikrosomen ausgegangen werden.

8000 —
“P-NPP1-PKA2
6000
e
& 4000+
“P_NPP1-PKA2
—— + 2 uM Kompetitor
2000+ (NPP1)
0

2nM 2 nM 10 nM 10 nM

Abb. 3-19: Bindungsstudien zur NPP1-Bindungsstelle in Petersiliemikrosomen

Petersiliemikrosomen (300 pg Gesamtprotein) wurden mit [**P]-NPP1-PKA2 (2 nM, 10 nM) fiir 60 min bei 4°C
in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 0,1 % BSA, 100 uM Leupeptin inku-
biert. AnschlieBend wurde die an die Mikrosomen gebundene Radioaktivitidt durch eine Filtrationsmethode
(Wang et al., 1990) mit anschlieBender Scintillationsspektrometrie der filtergebundenen Radioaktivitdt ermittelt.
Die unspezifische Bindung wurde durch Zusatz von Kompetitor (2 uM NPP1) zum Bindungsansatz ermittelt. Es
erfolgten 2 unabhéngige Experimente mit 3 Parallelen.

Ein Proteinquervernetzungsexperiment sollte als alternatives Verfahren dazu dienen, eine
Bindungsstelle fiir NPP1 in Petersiliemikrosomen zu detektieren und das Molekulargewicht
zu bestimmen. Die Bindung des Radioliganden erfolgte wie beim Filtrationsbindungsassay,
jedoch wurden die Mikrosomen anschliefend mittels Zentrifugation pelletiert. Unter Einwir-
kung des homobifunktionellen Reagenz BS® (Bis-(Sulfosuccinimidyl)suberat) wurde der Ra-
dioligand kovalent mit der Bindungsstelle verbunden (Partis et al., 1983).
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Abb. 3-20: Kovalente Verkniipfung von [**P]-NPP1-PKA2 mit Proteinen in Petersiliemikrosomen mittels BS®
Petersiliemikrosomen (300 pg Gesamtprotein) wurden mit [**P]-NPP1-PKA2 (2 nM, 10 nM) fiir 60 min bei 4°C
in 100 mM Tris/HCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, 0,1 % BSA, 100 uM Leupeptin in
Anwesenheit (+) und Abwesenheit (-) eines molaren Uberschusses unmarkierten NPP1 (2 pM) inkubiert. An-
schliefend wurde der Radioligand mit mikrosomalen Proteinen durch den Einsatz von 8 mM BS® quervernetzt.
Die Bindungsansitze wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und einer Autoradiographie unterzogen. MS:
Petersiliemikrosomen; RL: Radioligand; -: kein Kompetitor; +: Kompetitor. Die Gréfle der Molekulargewichts-
Markerproteine ist links vom Proteingel angegeben.

Dieses Experiment wurde unter Einsatz des Radioliganden allein ([**P]-NPP1-PKAI
bzw. [**P]-NPP1-PKA2) und mit 1000- bzw. 200-fachem Uberschuss Kompetitor (NPP1)
durchgefiihrt. Die Bindungsansdtze wurden anschlieBend mittels SDS-PAGE und Autoradio-
graphie analysiert. In keinem der Bindungsansétze war es moglich, eine radioaktiv markierte
Proteinbande zu detektieren. Der Ligand [**P]-NPP1-PKA?2 ist nur in den Spuren des Prote-
ingels detektierbar, in denen Aliquots des Proteins aufgetragen wurden (RL, Abb. 3-20), die
die gleiche Konzentration hatten (2 und 10 nM) wie im Bindungsansatz (MS, Abb. 3-20).
Nach dem Waschen der Bindungsansétze und dem anschlieBenden Vernetzen des Liganden
mit dem putativen Bindungsprotein war keine Proteinbande detektierbar, weder der Radioli-
gand selbst noch ein anderes, mit dem Radioliganden vernetztes Protein. Dargestellt ist das
Experiment mit dem Liganden [**P]-NPP1-PKA2. Das gleiche Ergebnis wurde jedoch auch
mit dem Liganden [**P]-NPP1-PKAI erzielt.

Mit beiden dargestellten Verfahren war es in ersten Studien nicht mdglich, eine Bin-
dungsstelle fiir NPP1 in Petersiliemikrosomen zu detektieren. Fiir weitere Experimente wird
es erforderlich sein, einen Radioliganden zu préparieren, der eine spezifische Radioaktivitit

im Bereich von 100-1000 Ci/mmol aufweist. AuBlerdem ist es notwendig, die Bedingungen
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des Bindungsassays zu optimieren, da in diesen Experimenten die Standardbedingungen fiir

die Pep-13-Bindung angewandt wurden (Niirnberger ef al., 1994).

3.8 Porenbildung als méglicher Perzeptionsmechanismus fiir NPP1

Die ersten messbaren pflanzlichen Reaktionen nach Elicitorgabe stellen Ionenfliisse durch
die Plasmamembran dar (Zimmermann et al., 1999). Des Weiteren ist bekannt, dass mem-
brandepolarisierende Agenzien (Ionophore) stark elicitierende Wirkung haben (Jabs et al.,
1997, Yang et al., 1997, Scheel, 1998). Wihrend die rezeptorvermittelte Aktivierung von
Ionenkanélen als Teil einer Signalkaskade ein moglicher Mechanismus zur Induktion der
pflanzlichen Abwehr ist, konnte gezeigt werden, dass einige Elicitoren direkt mit der pflanz-
lichen Membran interagieren. Fiir einen Hefe-Elicitor (Kliisener & Weiler, 1999) und fiir
Harpin, einen bakteriellen Elicitor pflanzlicher Abwehrreaktionen (Lee ef al., 2001a), konnte
gezeigt werden, dass diese Elicitoren Poren in synthetischen Lipiddoppelmembranen bilden.
Dadurch werden vermutlich Ionenfliisse ermoglicht, die die Voraussetzung fiir die Aktivie-
rung der pflanzlichen Abwehrreaktionen darstellen (Niirnberger, 1999, Niirnberger & Scheel,
2001). Aufgrund dieser Kenntnisse sollte auch NPP1 auf eine eventuelle Poren bildende Ak-

tivitdt untersucht werden.

Pipette
Cis
trans é/
~
100 mM KCI Membran
10 mM HEPES, pH 7.0

Abb. 3-21: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der elektrophysiologischen Untersuchung an
planaren synthetischen Lipiddoppelmembranen

In Zusammenarbeit mit Dr. Birgit Kliisener (Ruhr-Universitit, Bochum) wurden elektro-
physiologische Untersuchungen an proteinfreien planaren Lipiddoppelmembranen durchge-
fiihrt (nach Kliisener & Weiler, 1999). Diese sind ein verbreitetes System zur Charakterisie-
rung membranaktiver Substanzen. Abbildung 3-21 zeigt den schematischen Autbau der Ver-
suchsanordnung. In der Offnung einer Pipette bildet sich durch Eintauchen in das Lipid eine
proteinfreie Lipiddoppelmembran. Im cis- und trans-Kompartiment der Kiivette befindet sich
100 mM KCl, 10 mM HEPES, pH 7,0. An beiden Seiten wird mittels Elektroden ein elektri-
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sches Potential angelegt. Gibt man einen Porenbildner in eines der Kompartimente, wird es
den vorhandenen lonen ermdglicht, die Membran durch eine gebildete Pore zu passieren. Je
nach Art des lons (Anion oder Kation) erfolgt der Ionenfluss in cis-trans- oder in trans-cis-

Richtung.
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Abb. 3-22: Effekt von NPP1 auf planare Lipiddoppelmembranen

Zur Induktion von Ionenfliissen in planaren Lipiddoppelmembranen aus 80 % 1-Palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-
phosphatidylcholin und 20 % 1,2-Dioleoyl-glycero-3-phosphatidylethanolamin wurde der angegebene Effektor
in der Versuchsanordnung von Abb. 3-21 zugegeben und die Leitfdhigkeit bestimmt. Die Elektrolytlésung ent-
hielt 100 mM KCI, 10 mM HEPES, pH 7.0.

(A) Einsatz von GST (10 nM)

(B) Einsatz von GST-NPP1 (10 nM)

Aus Abb. 3-22 wird deutlich, dass bei Einsatz von NPP1 mit steigendem angelegten Po-
tential auch die Leitfdhigkeit steigt. Dies entspricht lonenfliissen durch die Membran. Es zeigt
sich jedoch, dass sowohl NPP1 (Abb. 3-22B) als auch die Negativkontrolle (GST, Abb. 3-
22A) die gleichen lonenfliisse induzieren. Die Préparation des rekombinanten Elicitorproteins
aus der heterologen Expression in E. coli enthdlt vermutlich Spuren von Proteinen, die diese
Reaktion bewirken. Der dargestellte Verlauf der Leitfiahigkeit entspricht einer Pore, die stets
geo6ffnet ist und damit einen andauernden Ionenfluss ermdglicht. Dies ist typisch fiir die Wir-
kung bakterieller Porine (B. Kliisener, personliche Mitteilung). Sie sind in der Préparation des
rekombinanten Proteins als Verunreinigung durch E. coli mit hoher Wahrscheinlichkeit ent-
halten. Schon geringste Spuren der Porine reichen aus, um in Membranen Poren auszubilden,

die die lonenfliisse ermoglichen, so dass diese Proteine nicht in einer Silber-geférbten SDS-
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PAGE des rekombinant produzierten NPP1 nachweisbar waren. Fiir die dargestellten Versu-
che wurde sowohl GST-NPP1 als auch His;o-NPP1 eingesetzt. Die erhaltenen Ergebnisse
waren fiir beide Elicitorpriparationen identisch. Abbildung 3-22 enthélt exemplarisch die
ermittelten Daten fiir GST-NPP1 und GST.

3.9 Suppression von NPP1 in P. infestans

Die Inaktivierung von Genen ist eine Methode zur Analyse der endogenen Funktion der
kodierten Proteine (,,gene silencing®). In Pflanzen und héheren Pilzen wird diese Methode
hiufig angewandt. Auch in Oomyceten wie P. infestans konnte die Suppression durch die
Transformation eines promotorfreien DNA-Konstruktes der kodierenden Sequenz von In-
festin gezeigt werden (van West ef al., 1999). Die Vorgénge, die im Oomyceten zum Aus-
schalten der Gene fiihren, sind derzeit jedoch nur unzureichend verstanden.

* * * * * *

WT 6-7 6-9 6-10 21-2 21-3 21-521-6 21-7 21-8

RT-PCR

* * *

* * *
21-10 30-1 30-2 30-330-531-1 31-2 31-3 31-4 14-2

vy e S SRR g e

Abb. 3-23: RT-PCR-Analyse der NPP1-Transkriptakkumulation in P.- infestans-Transformanten

Analysiert wurde jeweils 1 ug Gesamt-RNA aus dem Myzel der P.-infestans-Transformanten in einer RT-PCR-
Reaktion (vgl. 2.4.4). Die gelelektrophoretische Analyse der rRNA diente als Kontrolle fiir die zur reversen
Transkription eingesetzte Gesamt-RNA.

*. Kotransformanten, 6-7, 6-9, 6-10, 21-6, 21-7, 21-8, 21-10, 30-2, 30-3, 31-2, 31-4, 14-2; WT: P.-infestans-
Wildtyp.

In Zusammenarbeit mit Dr. Irma Vijn und Prof. Francine Govers (Wageningen Agricultu-
ral University, Niederlande) wurden Zoosporen von P. infestans mit der NPP1pssans-
kodierenden cDNA transformiert. Diese Transformation erfolgte als Kotransformation des
Oomyceten mit der DNA eines Resistenzplasmids (pTH209, Judelson ef al., 1991) und dem
linearisierten cDNA-Konstrukt fiir NPP1, das im Vektor pPGEM-T vorlag. Die Transformati-
on der Zoosporen erfolgte mittels Elektroporation. In vier unabhingigen Transformationsver-
suchen war es moglich, insgesamt 28 Transformanten zu erhalten, die mindestens das Re-
sistenzplasmid enthielten. Die Zahl der Kotransformanten wurde mittels PCR ermittelt, wo-

bei die aus dem Myzel isolierte genomische DNA sowie ein genspezifisches und ein vektor-
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spezifisches Oligonukleotid (PiexpEcoRI/2, M13 rev, s. Anhang 2 und 4) eingesetzt wurden.
12 der Transformanten konnten in 2 unabhéngigen Experimenten als putative Kotransforman-
ten identifiziert werden: 6-7, 6-9, 6-10, 21-6, 21-7, 21-8, 21-10, 30-2, 30-3, 31-2, 31-4, 14-2
(vgl. Abb. 3-23 und Abb. 3-24).

Aus dem Pilzmyzel der P. infestans-Transformanten wurde auBerdem RNA isoliert und in
einer RT-PCR eingesetzt. Dies diente zur Analyse der NPP1-Transkriptakkumulation in den
Mutanten. RNA vom P.-infestans-Wildtyp und RNA von Transformanten, die keine Kotrans-
formanten waren, dienten zur Kontrolle. In keinem der analysierten P.-infestans-Trans-
formanten war es mdglich, eine signifikante Verdnderung der NPP1-Transkriptmenge zu
detektieren. Geringe Unterschiede in der Intensitdt der gebildeten PCR-Fragmente konnten
zwar auf eine Teilinaktivierung hindeuten, traten aber sowohl fiir Kotransformanten (z.B. 6-
10, 31-2) als auch fiir Einzeltransformanten (z.B. 21-2, 31-3) auf (vgl. Abb. 2-23).

* % * GST-
6-6 6-7 6-9 6-10 21-1 21-2 21-3 21-4 NPP1

I * *
21-5 21-6 21-721-8 21-10 30-1 30-2 30-3 WT

BT wowwtd o

* * * Hislo-

30-5 31-1 31-2 31-3 31-4 14-1 142 WT Nppy

Abb. 3-24: Immunoblotanalyse der NPP1-Suppression in P.-infestans-Transformanten

Analysiert wurde das gefriergetrocknete Kulturmedium der P.-infestans-Transformanten. Es wurden 7,5 pg
Gesamtprotein zur SDS-PAGE eingesetzt. Zur Immunoblotanalyse wurde der spezifische Anti-NPP1-Antikdrper
(AK152) als primdrer Antikorper und ein Meerettich-Peroxidase gekoppelter sekundérer Anti-Kaninchen-Anti-
korper verwendet. Die Detektion erfolgte mit dem ,,ECL Plus Kit™.

*: Kotransformanten, 6-7, 6-9, 6-10, 21-6, 21-7, 21-8, 21-10, 30-2, 30-3, 31-2, 31-4, 14-2; WT: P.-infestans-
Wildtyp; GST-NPP1: rekombinantes NPP1aus GST-Fusion; His;(-NPP1: rekombinantes NPP1 aus His,-Fusion

Das Elicitorprotein NPP1 ist ein Sekretionsprotein und kann mittels Immunoblot im Kul-
turmedium des in vitro kultivierten Oomyceten nachgewiesen werden. Die P.-infestans-
Transformanten wurden in Fliissigmedium angezogen. Nach 7 Tagen wurde das Kulturmedi-
um geerntet und gefriergetrocknet. Analysiert wurden gleiche Proteinmengen in einem Im-
munoblot, wobei zur Kontrolle das Kulturmedium von nicht transformiertem P. infestans und
von Transformanten eingesetzt wurde, die keine Kotransformanten darstellten. Die Immu-
noblotanalyse (Abb. 3-24) zeigt, dass es in den bisher durchgefiihrten Experimenten nicht
moglich war, P.-infestans-Mutanten zu detektieren, deren NPP1-Bildung vollig inaktiviert ist.
Fiir alle Transformanten wurde mittels NPP1-spezifischem Antikorper AK152 ein Protein

mit einem Molekulargewicht von ca. 23 kDa nachgewiesen. Geringe Intensititsunterschiede
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der Expression konnten ebenfalls auf eine Teilinaktivierung hinweisen. Dies ist jedoch nicht
wahrscheinlich, da sowohl flir Kotransformanten (z.B. 6-7, 31-4) als auch fiir Einzeltransfor-
manten (z.B. 21-3, 31-1, 31-3), die nur das Resistenzgen enthielten, Unterschiede im Expres-
sionsniveau beobachtet wurden. So ist davon auszugehen, dass unter der limitierten Zahl an
analysierten Kotransformanten keine Mutante zu finden ist, in der sowohl die Transkript-
menge als auch die NPP1-Proteinmenge signifikant vermindert oder gar nicht mehr nach-

weisbar ist.
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4 Diskussion

Die angeborene Immunitdt (,,innate immunity*) ist eine grundlegende Eigenschaft aller
hoheren Organismen und die Basis fiir eine erfolgreiche Pathogenabwehr (Cohn et al., 2001,
Niirnberger & Scheel, 2001). Die Aktivierung von Abwehrmechanismen gegen mikrobielle
Infektionen beruht auf der Erkennung von Oberflachenstrukturen der Pathogene durch Rezep-
toren an der Plasmamembran. Die Forschung der letzten Jahren hat gezeigt, dass Pflanzen zur
Erkennung von Pathogenen &hnliche Signale und entsprechende molekulare Module wie In-
sekten und Vertebraten entwickelt haben, man findet also evolutionidr eine konservierte
Grundlage der angeborenen Immunitit (Aderem & Ulevitch, 2000, Cohn et al., 2001,
Staskawicz et al., 2001, Niirnberger & Scheel, 2001).

Pep-13 ist ein Peptid eines 42-kDa-Elicitorproteins aus P. sojae (GP42), das hinreichend
und notwendig fiir die Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen in Petersilie ist. Dazu gehort
die Bildung von Phytoalexinen und die transkriptionelle Aktivierung von Abwehrgenen, nicht
jedoch der hypersensitiven Zelltod (HR) der Pflanze (Niirnberger et al., 1994, Sacks et al.,
1995, Jabs et al., 1997). Bei der Interaktion von Zoosporen bestimmter Oomyceten mit Peter-
siliepflanzen wurde jedoch eine HR beobachtet (Jahnen & Hahlbrock, 1988, Schmelzer ef al.,
1989), so dass sich die Frage nach weiteren Strukturdeterminanten fiir die pflanzliche Ab-
wehrinduktion stellte. Aus dem Kulturmedium des Oomyceten P. parasitica konnte das Elici-
torprotein NPP1 isoliert werden, das neben der Akkumulation von Phytoalexinen und der
transkriptionellen Aktivierung von Abwehrgenen den Zelltod in Petersilie und anderen Diko-
tyledonen ausldst (Fellbrich, 2001). Da sich die biochemische Reinigung des Proteins aus
dem Kulturmedium als sehr aufwendig herausstellte, wurde nach anderen Wegen zur Préapara-

tion von elicitoraktivem NPP1 gesucht.

4.1 Herstellung von rekombinantem NPP1

Fiir die Durchfithrung von Rezeptor-Ligand-Bindungsexperimenten, aber auch fiir Signal-
transduktionsstudien sind relativ grofle Elicitormengen ndtig. Vor allem ein konditional leta-
les Screening nach Arabidopsis-thaliana-Mutanten, die insensitiv gegeniiber NPP1 sind, er-

fordert in der Zukunft elicitoraktives Material in groBem Umfang.

4.1.1 Bakterielle Expression von NPP1
Mit der Isolierung der fiir das Elicitorprotein NPP1 kodierenden cDNA wurde die Vor-

aussetzung geschaffen, durch heterologe Expression groflere Mengen des Elicitors zu produ-
zieren. Die PCR-gestiitzte Klonierung der ¢cDNA fiir ein gereinigtes Protein stellt eine oft

angewandte Methode dar. Auf diese Weise konnten auch cDNAs kloniert werden, die fiir
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andere Elicitorproteine kodieren. Darunter z.B. die cDNA des P.-sojae-Elicitors GP42 (Sacks
et al., 1995) und die cDNA von o-Parasiticein, einem Elicitin aus P. parasitica (Kamoun et
al., 1993). Mittels 5’- und 3’-RACE-Experimenten war es moglich, die korrespondierende
Gesamt-cDNA von NPP1 zu isolieren (vgl. 3.1). Zur heterologen Expression von NPP1 in F.
coli wurde die cDNA des prozessierten Proteins verwendet. Die Aminosduresequenz des
nativen Proteins beginnt mit der Asparaginsdure in Position 20. Dies entspricht auch den the-
oretisch ermittelten Daten, nach denen die ersten 57 Nukleotide im offenen Leserahmen fiir
eine Sekretionserkennungssequenz kodieren, die durch eine Signalpeptidase abgespalten wird
(von Heijne & Abrahmsén, 1989).

Die bakterielle Expression von NPP1 erfolgte in zwei unterschiedlichen Systemen, zum
einen als GST-Fusion (GST-NPPI, vgl. 3.3.1), und zum anderen als Histidin;o-Fusion (His;o-
NPP1, vgl. 3.3.2). Beide Systeme erlaubten die Affinititsreinigung der rekombinanten Fusi-
onsproteine durch GSH-Agarose bzw. Ni-NTA-Agarose. Rekombinantes NPP1 wurde in
Petersilieprotoplasten und Tabakblittern auf Elicitoraktivitit getestet (vgl. 3.3.3). Die durch
E. coli produzierten Fusionsproteine waren ebenso aktiv wie das native, aus dem Kulturme-
dium gereinigte NPP1. Sie induzieren 80 % der Phytoalexinakkumulation, die durch Pep-13
in Petersilieprotoplasten maximal bewirkt wird (vgl. 3.3.3 und Abb. 3-7). Ursache dafiir ist
vermutlich, dass NPP1 zusétzlich den Zelltod in Dikotyledonen induziert und sich beide Re-
aktionen iiberschneiden. Dadurch sterben die Petersilieprotoplasten ab und die weitere Bil-
dung der Furanocoumarine bleibt aus.

Die beiden unterschiedlichen Expressionssysteme ermdoglichten die Herstellung von
NPP1-Elicitorpriparationen, welche verschiedenen Anspriichen geniigten. Mit dem GST-
Fusionssystem konnen relativ grole Mengen einheitlichen Elicitormaterials produziert wer-
den, das fiir Studien zur Signaltransduktion und zur Bestimmung eines elicitoraktiven Mini-
malmolekiils eingesetzt wurde. Nachteilig ist, dass die Elicitorprdparation von GST-NPP1
nach der Proteasespaltung mit Faktor Xa sowohl das Teilprotein GST als auch NPP1 enthalt.
Beide Proteine waren durch verschiedene sdulenchromatographische Methoden nicht voll-
stindig voneinander zu trennen. Dies konnte durch die sehr dhnlichen Eigenschaften der Pro-
teine bedingt sein. Sie haben anndhernd das gleiche Molekulargewicht (26 kDa [GST], 23
kDa [NPP1]), so dass eine Gelfiltrationschromatographie zur Trennung beider nicht moglich
war. Bei Anwendung einer Vydac-C4-Siule in einer ,,Reversed-phase”“-HPLC konnten beide
Proteine ebenfalls nicht vollstdndig voneinander getrennt werden. Mit der Affinitdtsmatrix
GSH-Agarose, die die Interaktion von GST mit GSH erlaubt, war es lediglich mdglich, Teile
der GST aus der Elicitorpraparation zu entfernen. In Kontrollexperimenten konnte jedoch
ermittelt werden, dass reine GST auch in hoheren Konzentrationen (> 2 pM) keine Abwehr-
reaktionen induziert, so dass das Gemisch aus NPP1 und GST fiir verschiedene Analysen

verwendet werden konnte.
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Mit dem Hiso-Fusionssystem war es moglich Elicitorpriparationen zu erhalten, die fast
ausschlieBlich das Protein NPP1 enthielten. Dieses System erlaubte jedoch nicht die Pripara-
tion der Mengen elicitoraktiven Materials, die das GST-Fusionssystem ermoglichte. Deshalb
wurde His;o-NPP1 nur fiir Studien eingesetzt, in denen die GST storenden Einfluss hat, z.B.
zur radioaktiven Markierung des Proteins.

Die rekombinanten Proteine NPP1p e und NPP1pyesans (GST-Fusion) losten wie
NPP1p parasitica die Akkumulation von Phytoalexinen in Petersilieprotoplasten und die Bildung
von Nekrosen in Tabakblittern aus. Auch in der Intensitidt der Abwehrreaktionen konnten
gegeniiber NPP1p ,45iiica keine Unterschiede festgestellt werden. Es wurde bereits darauf
hingewiesen, dass Zoosporen des Oomyceten P. sojae nekrotische Lasionen in Petersilie-
pflanzen induzieren (Jahnen & Hahlbrock, 1988, Schmelzer et al., 1989). Diese HR wird
jedoch nicht durch das 42-kDa-Glykoprotein (GP42) oder Pep-13 ausgelost (Niirnberger et
al., 1994, Sacks et al., 1995). Es scheint daher mdoglich, dass NPP1p 4. die oder zumindest

eine von mehreren Komponenten darstellt, die die Nekrosebildung in Petersilie induziert.

4.1.2 Identifizierung der elicitoraktiven Komponente von NPP1

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Minimalelicitor zu bestimmen,
der hinreichend und notwendig fiir die Induktion der pflanzlichen Abwehr ist. Dies ermog-
licht die Charakterisierung von Determinanten, z.B. Peptidfragmente, die zur Pathogenerken-
nung ausreichend sind. AuBBerdem hétte ein Peptidligand den Vorteil gehabt synthetisch her-
gestellt zu werden, so dass die experimentell aufwendigere Expression in E. coli entfallen
konnte.

Um ein elicitoraktives Fragment von NPP1 zu bestimmen, wurden zahlreiche Deletions-
derivate des Proteins als GST-Fusionsprodukte in E. coli exprimiert und die affinitdtsgerei-
nigten Proteine auf Elicitoraktivitdt untersucht (vgl. 3.3.4 und 3.3.5). Proteinfragmente von
NPP1, die ungefdhr 50 % des Gesamtproteins (V, VII, IX) iliberspannten, zeigten weder in
Petersilieprotoplasten noch in Tabakbléttern Elicitoraktivitdt. Deshalb wurden im Folgenden
langere NPP1-Derivate vorbereitet (XI-XIX). Es zeigte sich, dass nahezu das gesamte Protein
als elicitoraktive Komponente benotigt wird. Lediglich ein Deletionsderivat (XIV), dem 8
Aminosduren am C-terminalen Ende des Proteins fehlen, war neben dem Gesamtprotein
ebenfalls in Petersilieprotoplasten und Tabakbléttern aktiv (vgl. Abb. 3-10). Parallel wurden
30mer Peptide synthetisiert, die das gesamte NPP1 iiberlappend einschlossen. Diese Peptide
wurden ebenfalls auf ihre Fahigkeit untersucht, in Petersilieprotoplasten die de-novo-
Synthese von Phytoalexinen oder in Tabakbléttern Nekrosen zu induzieren. Keines der 30mer
Peptide konnte jedoch einzeln oder in Kombination pflanzliche Abwehrreaktionen induzieren
(Fellbrich, 2001). Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass nahezu das gesamte
Protein und damit vermutlich die Sekundérstruktur des Proteins fiir die Elicitoraktivitit ver-
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antwortlich ist. Dadurch unterscheidet sich NPP1 von vielen anderen Elicitoren wie z.B. Pep-
13 (Niirnberger et al., 1994), Heptaglukan (Cosio et al., 1990) und Chitopentanose (Bau-
reithel, et al., 1994), die als Fragmente groBerer Molekiile pflanzliche Abwehrreaktionen
auslosen konnen. Andere Elicitorproteine, z.B. NIP1 (Rohe et al., 1995), Avr9 und Avrd
(Joosten et al., 1994, van den Ackerveken et al., 1992), aber auch PaNie (Veit ef al., 2001)
sind hingegen wie NPP1 nur als Gesamtmolekiil biologisch aktiv.

Da offensichtlich die Sekundérstruktur von NPP1 Einfluss auf seine biologische Aktivitét
hat, wurde nach strukturbildenden Merkmalen gesucht. Die beiden einzigen Cysteinreste des
Proteins sind in NPP1 und allen bisher isolierten Homologen konserviert. Aus diesem Grunde
wurde vermutet, dass eine Disulfidbiicke zwischen beiden ausgebildet wird. In in-vitro-
Mutagenese-Experimenten wurden die Cysteinreste einzeln gegen Serin substituiert (NPP1-
M1 und NPP1-M2, vgl. 3.4). Diese Substitutionen fiihrten zum fast vollstdndigen Verlust der
Elicitoraktivitit, so dass die Ausbildung einer fiir die Aktivitdt essentiellen Disulfidbriicke
wahrscheinlich ist. Auch andere Elicitoren bilden Disulfidbriicken als typische Struktur-
merkmale aus. So wurde fiir Avr9 und NIP1 beschrieben, dass deren Elicitoraktivitdt eben-
falls von der Formation einer Disulfidbriicke abhidngig ist (Vervoort et al., 1997, van den
Hooven et al., 1999, Rohe et al., 1995). Der Einsatz von J-Mercaptoethanol sollte die Reduk-
tion der Disulfidbriicke in NPP1 bewirken, um die These ihrer essenticllen Funktion fiir die
Elicitoraktivitit zu bestdtigen. Aufgrund der Wirkung von Reduktionsmitteln auf Petersilie-
protoplasten waren jedoch keine Riickschliisse aus diesen Experimenten moglich. Nach dem
Erhitzen von NPP1 war ein Verlust der Elicitoraktivitit zu beobachten (Fellbrich, 2001). Eine
mogliche Schlussfolgerung dieser Beobachtung ist, dass NPP1 eine Enzymaktivitét aufweist,
die eventuell einen endogenen Elicitor aus der Pflanze freisetzt. Da aber die Aktivitit von
NPP1 in Petersilieprotoplasten getestet wurde, miisste dieser Elicitor aus der Plasmamembran
freigesetzt werden. Dies erscheint relativ unwahrscheinlich, da bisher nur endogene Elicitoren
bekannt sind, die aus der pflanzlichen Zellwand stammen. Es ist jedoch moglich, dass das
Protein bei hoher Temperatur prézipitiert und dadurch seine biologische Aktivitét verliert.

Da einige Deletionsderivate von NPP1, die die beiden konservierten Cysteinreste enthiel-
ten (XI, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX, vgl. 3.3.5 und Abb. 3-8), trotzdem keine Elicitoraktivi-
tat aufwiesen (vgl. Abb. 3-10), wurde vermutet, dass die Disulfidbriicke nicht die einzige
charakteristische Komponente fiir die Elicitoraktivitit von NPP1 ist. So kdnnte moglicher-
weise die Formation eines Epitops, das spezifisch von einem Rezeptor erkannt wird, die
pflanzliche Abwehr induzieren. Schon kleinste strukturelle Verdnderungen kdnnen dabei
einen Verlust der Elicitoraktivitdt bewirken.

Es ist bekannt, dass auch Toxine Nekrosen in pflanzlichen Geweben induzieren (Graniti,
1991). Beispiele dafiir sind Beticoline, die von Cercospora beticola gebildet werden (Goudet

et al., 2000), aber auch Syringomycin aus Pseudomonas syringae (Hutchison et al., 1995,
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Bender et al., 1999). Aufgrund der Beobachtung, dass NPP1 in dikotyledonen Pflanzen den
Zelltod induziert, konnte es auch als Toxin wirken. Interessanterweise wird der hypersensiti-
ve Zelltod jedoch von aktiven Abwehrmechanismen wie der de-novo-Synthese von Phyto-
alexinen begleitet. Nach Infiltration einer wissrigen NPP1-Losung in Arabidopsis-Blitter
erfolgt eine Kalloseapposition an den Réndern der Infiltrationsstelle (Fellbrich, 2001). Au-
Berdem werden nach NPP1-Gabe in Arabidopsis thaliana (A. Varet, personliche Mitteilung)
und Petersilie (Fellbrich, 2001) PR-Gene transkriptionell aktiviert. Des Weiteren wurde eine
fiir apoptotischen Zelltod typische Degradation von DNA (,,DNA-laddering®) nach NPP1-
und PaNie-Applikation in Petersilie- bzw. Karottenprotoplasten beobachtet (Fellbrich, 2001,
Koch, 1998, Veit et al., 2001). Diese Ergebnisse zeigen, dass NPP1 eindeutig aktive Abwehr-
reaktionen induziert, was fiir die Wirkung des Proteins als Elicitor spricht (Gilchrist, 1998,
Richberg et al., 1998, Heath, 1998). Es ist dennoch nicht auszuschlieBen, dass die Lasionen-
bildung die Folge eines toxischen Effekts ist. Die Induktion der HR in allen Dikotyledonen
deutet darauf hin, dass keine Spezies spezifischen Rezeptoren fiir NPP1 existieren wie flir
andere Elicitoren. Deshalb ist es auch mdglich, dass NPP1 gleichzeitig als nichtselektives
Toxin wirkt. Auch fiir das Toxin Fumonisin B1 konnte gezeigt werden, dass neben der HR
pflanzliche Abwehrreaktionen induziert werden (Asai et al., 2000, Stone et al., 2000). Arabi-
dopsis-thaliana-Pflanzen, die mit Fumonisin B1 (10 uM) infiltriert wurden, entwickelten
nekrotische Lisionen. Uberdies wurden jedoch auch ROS freigesetzt und die Kallosebildung
an den Réndern der Infiltrationsstelle, die Bildung von Camalexin (einem Phytoalexin) sowie
die Expression von PR-Genen induziert (Stone et al., 2000). Auch fiir NIP1, das Produkt des
Avirulenzgens avrRrsl aus dem Gerstenpathogen Rhynchosporium secalis, ist bekannt, dass
es in geringen Konzentrationen (nanomolarer Bereich) als Elicitor wirkt, hohere Konzentrati-
onen (mikromolarer Bereich) aber Toxinwirkung haben (Rohe et al., 1995, Knogge, 1996).
NIP1 ist als Nekrosen-induzierendes Protein in der Lage, pflanzliche Abwehrreaktionen in
resistenten Gerstekultivaren zu induzieren, die den Wirt gegen das Pathogen schiitzen. Es
wirkt jedoch auch als Virulenzfaktor in suszeptiblen Gerstenkultivaren und anderen Pflanzen.
Diese nicht kultivarspezifische toxische Aktivitdt hingt vermutlich mit der Aktivierung einer
plasmalemmagebundenen ATPase und einer damit verbundenen Deregulierung des zelluldren
Stoffwechsels zusammen (Wevelsiep et al., 1993, Knogge, 1996).

Interessanterweise induziert rekombinantes NEP1, das Strukturhomologe aus Fusarium
oxysporum, in Petersilieprotoplasten lediglich den Zelltod, die Phytoalexinakkumulation
bleibt dagegen aus. Dies ist ein wesentlicher Unterschied zum NPP1 aus den Phytophthora-
Spezies, was vermuten lésst, dass der Zelltod und die anderen pflanzlichen Abwehrreaktionen
durch jeweils unterschiedliche Perzeptionsmechanismen ausgeldst werden konnen.

NEP1 und NPP1 induzieren in Dikotyledonen nekrotische Lisionen (Bailey, 1995, Jen-
nings et al., 2000). Die Nekrosebildung bleibt in monokotyledonen Pflanzen sowohl fiir
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NEP1 und NPP1 als auch fiir PaNie aus (Bailey, 1995, Fellbrich, 2001, Veit et al., 2001). Aus
dieser breiten Wirkung gegeniiber dikotyledonen Pflanzen ergibt sich ein potentielles An-
wendungsgebiet fir NPP1 als Bioherbizid. Monokotyledone Kulturpflanzen im landwirt-
schaftlichen Anbau koénnen z.B. mit dem Protein behandelt werden, um dikotyledone
Unkréuter zu beseitigen. Dabei wird in dikotyledonen Pflanzen der Zelltod ausgelost, wih-
rend monokotyledone Kulturpflanzen nicht in ihrer Entwicklung beeinflusst werden. Vorteil-
haft am Einsatz von Proteinen wie NEP1 und NPP1 als Herbizid ist, dass diese Molekiile
leicht abgebaut werden und sich somit nicht in der Umwelt anreichern kdnnen. Aullerdem

sind sie fiir Menschen und Tiere nicht toxisch (Jennings et al., 2000).

4.2 Radioaktive Markierung des Elicitorproteins NPP1

Die Elicitorwirkung von NPP1 wird nicht {iber den Pep-13-Rezeptor vermittelt. Versuche
hatten gezeigt, dass NPP1 die Bindung von Pep-13 an seine Bindungsstelle nicht kompetiert
(Fellbrich, 2001), was auf die Existenz eines vom Pep-13-Rezeptor unabhéngigen Perzepti-
onssystems fiir NPP1 hindeutet. Zur Charakterisierung des Systems sollte NPP1 als Radioli-
gand in Rezeptor-Bindungsstudien und Proteinvernetzungsexperimenten eingesetzt werden.
Durch die bakterielle Expression war die technische Voraussetzung geschaffen, NPP1 ohne
aufwendige biochemische Reinigung zu isolieren, um es zur radioaktiven Markierung einset-
zen zu konnen. Da fiir das Elicitorprotein kein chemisch synthetisierbares, elicitoraktives
Peptidfragment gefunden wurde, war das rekombinante Gesamtprotein (His;o-NPP1) der
Ausgangspunkt fiir die Priparation des Radioliganden. Zur Charakterisierung einer Bin-
dungsstelle ist es notwendig, einen Liganden mit hoher spezifischer Radioaktivitit zur Verfii-
gung zu haben. Dies ermoglicht eine ausreichende Sensitivitdt der Detektion sowohl fiir ge-
ring abundante Rezeptoren als auch fiir Bindungsstellen mit hoher Affinitdt (Hulme & Bird-
sall, 1990). Oft angewandt wird deshalb die Markierung mit ['*’I], da dies eine spezifische
Radioaktivitdt von 2200 Ci/mmol ermoglicht. Ferner ist die Kopplung des aktivierten Iods
(I") an ein Tyrosin im Peptid oder Protein mit einer einfachen Reaktion verbunden (Hulme &
Birdsall, 1990). Die Vorteile dieser Methode sind der vergleichsweise geringe Zeitaufwand
und die Tatsache, dass die Radioaktivitdt des Isotops leicht zu bestimmen ist.

NPP1 enthélt 14 Tyrosinreste, so dass theoretisch bis zu 28 lod-Atome pro NPPI1-
Molekiil eingebaut werden kénnen. Da jedes ['*°1]-Atom die Eigenschaften von Peptiden und
Proteinen mafgeblich verdndern kann, ist es von Vorteil, die Anzahl der eingebauten lod-
Atome zu reduzieren. Dies wurde durch kurze Reaktionszeiten bei 4°C und den Einsatz von
wenig Oxidationsmittel versucht. Bei beiden verwendeten Reaktionssystemen (,,Jodobeads®,
,I0DOgen", Pierce, Rockford, USA) war das Protein NPP1 jedoch nach wenigen Sekunden
nicht mehr in der Silber-gefiarbten SDS-PAGE nachweisbar (vgl. 3.6.1). Vermutlich war die
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grole Anzahl der in NPP1 enthaltenen Tyrosinreste die Ursache fiir dieses Resultat. Durch
den Einbau mehrerer Iod-Atome kann die Konformation von NPP1 derart verdndert werden,
dass das Protein inaktiviert wird. Diese Beobachtung ist nicht au8ergewohnlich, denn bereits
ein einzelnes lod-Atom kann in der Lage sein, die biologische Aktivitit eines Peptides oder
Proteins zu blockieren (McFarthing, 1990). Eine zeitintensive Mdglichkeit, die Zahl der ein-
gebauten lod-Atome zu begrenzen, besteht in der in-vitro-Mutagenese einzelner Tyrosinreste.
Die Substitution einzelner oder mehrerer Tyrosinreste durch andere Aminosduren ist jedoch
sehr arbeitsaufwendig und konnte ebenfalls die biologische Aktivitéit des Elicitors beeinflus-
sen. Wird diese Strategie in der Zukunft verfolgt, so sind Untersuchungen dazu nétig, welche
der 14 Tyrosinreste gegen andere Aminosduren wie z.B. Phenylalanin ausgetauscht werden
konnen, ohne die biologische Aktivitét des Proteins zu beeinflussen.

Weniger zeitintensiv ist der Einbau radioaktiv markierter Aminoséduren, wie z.B. [*S]-
Methionin, wéihrend der Expression des Proteins in E. coli (vgl. 3.6.2). Das erhaltene rekom-
binante, affinititsgereinigte [*>S]-NPP1 wies eine spezifische Radioaktivitit von 1-2 Ci/mmol
auf. Die [*°S]-Markierung von Harpin, eines bakteriellen Elicitorproteins, wihrend der Prote-
inbiosynthese in E. coli ergab ebenfalls nur geringe spezifische Radioaktivititen (1-40
Ci/mmol im analytischen MaBstab, 5 Ci/mmol bei der préparativen Expression, J. Lee, per-
sonliche Mitteilung). Sowohl fiir [*°S]-Harpin als auch fiir [*>S]-NPP1 waren die spezifischen
Radioaktivititen zu gering, um Rezeptor-Bindungsstudien durchfiihren zu koénnen, so dass
diese Methode zur Markierung des Liganden nicht geeignet erscheint.

Eine Alternative zur ['*I]- oder [*°S]-Markierung eines Proteins bietet die radioaktive
Phosphorylierung durch eine cAMP-abhingige Proteinkinase (PKA) und [y-"*P]ATP. Dazu
wurde eine Modifizierung von NPP1 am N-Terminus (NPP1-PKA1) bzw. am C-Terminus
des Proteins (NPP1-PKA2) vorgenommen (vgl. 3.6.3). Die rekombinanten Proteine NPP1-
PKA1 und NPP1-PKA2 waren im Petersilieprotoplastenassay (ECso-Wert = 50 nM) und Ta-
bakbléttern elicitoraktiv. Der Unterschied zum nicht modifizierten NPP1 mit einem ECs,-
Wert von 10 nM konnte in einer etwas verdnderten Struktur des Proteins begriindet liegen.
Durch die zusétzlichen 7 Aminosduren der spezifischen Phosphorylierungsstelle konnten
neue Wechselwirkungen innerhalb des Proteins ausgebildet werden. Eine dadurch verursachte
Verzerrung der Sekundérstruktur des Proteins konnte die Reduktion der Elicitoraktivitit be-
wirkt haben. Dennoch sollte ein Ligand mit diesem ECso-Wert fiir Rezeptor-Bindungsstudien
geeignet sein.

Die phosphorylierten Proteine [*>P]-NPP1-PKA1 und [**P]-NPP1-PKA2 wiesen lediglich
eine spezifische Radioaktivitdt von 40 Ci/mmol auf (ca. 1 % Ausbeute, vgl. 3.6.3). Grund ist
wahrscheinlich die Struktur des Proteins. So konnte vermutlich [73 ’P] durch die PKA freige-
setzt, aber, eventuell aufgrund sterischer Hinderungen, nicht an den Liganden (NPP1-PKAI
oder [**P]-NPP1-PKA2) gekoppelt werden (vgl. 3.6.3.2, Abb. 3-18). Dies ist insbesondere
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deswegen wahrscheinlich, da im Vergleich zu NPP1-PKA1 und NPP1-PKA2 bei Verwen-
dung des Kontrollpeptids (PKA-Peptid) eine spezifische Radioaktivitit von 150 Ci/mmol
erzielt wurde. Um die spezifische Radioaktivitit von [**P]-NPP1-PKAI und [*’P]-NPP1-
PKA2 durch die Phosphorylierung zu erhdhen, wurde die PKA-Menge variiert und das mola-
re Verhiltnis der Reaktanden ([7-32P]ATP : Protein) von 1:1 zu 2:1 verdndert. Diese Variati-
on der Standardbedingungen der Phosphorylierungsreaktion ermoglichte jedoch keine hdhere
spezifische Radioaktivitit des Liganden.

Im Unterschied dazu war es in anderen Systemen moglich, Liganden mit hoherer spezifi-
scher Radioaktivitit zu préparieren. So konnten mittels Phosphorylierung [**P]-markierte
Opioidpeptide fiir Bindungsstudien erzeugt werden (Kieffer et al., 1993), deren spezifische
Radioaktivitit 700 Ci/mmol betrug, was einem Reaktionsumsatz von 50 % entsprach (spezi-
fische Radioaktivitit des eingesetzten [y-">PJATP = 1400 Ci/mmol). AuBerdem konnte fiir
ein 14,8-kDa-Protein durch die Phosphorylierung an einer spezifischen Phosphorylierungs-
stelle eine spezifische Radioaktivitit von 680 Ci/mmol erzielt werden (M. Wheeler, personli-
che Mitteilung). Eventuell lagen fiir die Phosphorylierung der Opiodpeptide und im 14,8-
kDa-Protein gilinstigere sterische Verhéltnisse als im NPP1-PKA1 und NPP1-PKA2 vor, so
dass diese hohen spezifischen Radioaktivitidten erreicht werden konnten.

In der Zukunft besteht zur Steigerung der spezifischen Radioaktivitit von [**P]-NPP1 die
Moglichkeit, mehrere spezifische Phosphorylierungsstellen an das Protein zu koppeln. Da-
durch kann eine Phosphorylierung an einer sterisch leicht zugénglichen Phosphorylie-
rungsstelle erfolgen. Uberdies sind auch Mehrfachphosphorylierungen des Proteins mdglich.
AuBlerdem konnte die Position der Phosphorylierungsstelle verandert werden. Bisher wurden
NPP1-Derivate (NPP1-PKA1 und NPP1-PKA2) verwendet, in denen die Phosphorylierungs-
stelle direkt am N- bzw. C-Terminus des Proteins angeschlossen war. Es besteht jedoch auch
die Moglichkeit, einen Spacer von einigen Aminosduren zwischen das Protein NPP1 und die
Phosphorylierungsstelle einzufiigen, so dass die PKA-Phosphorylierungsstelle separat vom
NPP1 vorliegt. So kann eventuell aufgrund einer geringeren sterischen Hinderung der
Phosphorylierungsstelle eine hohere Ausbeute an phosphoryliertem [**P]-NPP1 erreicht wer-
den. Dennoch muss bei Anwendung dieser NPP1-Derivate die biologische Aktivitdt des mo-

difizierten Elicitors erhalten bleiben.

4.3 Perzeptionsmechanismen fiir NPP1

Pflanzliche Abwehrreaktionen kdnnen zum einen durch Rezeptoren vermittelt und zum
anderen durch Ionophore induziert werden (Yang et al., 1997, Scheel, 1998, Niirnberger,
1999). In der rezeptorvermittelten Erkennung von Pathogenen erfolgt die Bindung eines Li-

ganden (Elicitor) an einen Rezeptor. Das extrazelluldre Signal wird in ein intrazellulédres Sig-
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nal umgewandelt und eine Signalkaskade initiiert an deren Ende die pflanzlichen Abwehrre-
aktionen induziert werden (Yang et al., 1997, Scheel, 1998, Niirnberger, 1999). Die Bindung
von Pep-13 an einen Rezeptor in Petersiliemembranen (Niirnberger ef al., 1994), die Interak-
tion von Flagellin mit einem Rezeptor in Tomatenzellen (Meindl et al., 2000) sowie die Re-
zeptor-Ligand-Interaktion von Hepta-B-Glukan mit seiner Bindungsstelle in Sojamembranen
(Mithofer et al., 2000) sind einige Beispiele dafiir.

Mit rekombinantem NPP1 war es moglich, Untersuchungen zum Perzeptionsmechanis-
mus des Elicitors in Petersilie durchzufiihren. Das rekombinante NPP1 wurde radioaktiv
markiert (spezifische Radioaktivitit von [*’P]-NPP1-PKA1 bzw. [*’P]-NPP1-PKA2 = 40
Ci/mmol) und fiir Rezeptor-Bindungsstudien verwendet. Da die ECsp-Werte verschiedener
Pflanzenabwehrreaktionen nach NPP1-Applikation (z.B. Ethylenbiosynthese und Phytoale-
xinakkumulation) zwischen 1 und 10 nM liegen, kann man davon ausgehen, dass auch die
Bindungskonstante in einem dhnlichen GroBenbereich vorliegt. Zur Charakterisierung einer
solchen Bindungsstelle wire erfahrungsgemif ein Radioligand mit einer spezifischen Radio-
aktivitdt von 100-1000 Ci/mmol erforderlich (Hulme & Birdsall, 1990).

Eine Bindungsstelle fiir NPP1 konnte in Petersiliemikrosomen in den ersten Experimen-
ten jedoch nicht detektiert werden (vgl. 3.7). Die Hauptursache dafiir ist vermutlich, dass der
Radioligand [**P]-NPP1-PKA1 bzw. [**P]-NPP1-PKA2 einen fast 100-fachen Uberschuss
von nicht markiertem NPP1-PKA1 oder NPP1-PKA2 enthélt. Dies kann die Bindung von
vornherein so stark kompetieren, dass der Nachweis einer Bindungsstelle unmdglich ist. Fiir
weitergehende Experimente ist es in jedem Fall erforderlich, einen Radioliganden mit héherer
spezifischer Radioaktivitdt zu priparieren. Moglichkeiten dazu wurden in Kapitel 4.2 disku-
tiert. Uberdies sollten auch die Bindungsbedingungen fiir die Rezeptor-Ligand-Interaktion
optimiert werden, denn sie konnen fiir die verschiedenen Rezeptoren sehr unterschiedlich
sein. Oft bedarf es langwieriger Versuchsreihen, in denen z.B. der pH-Wert und die Ionenzu-
sammensetzung des Bindungspuffers, aber auch die Préparation der Membranen optimiert
werden miissen (Hulme & Birdsall, 1990).

Durch eine ionophore Wirkung kdnnen Elicitoren auch direkt mit der pflanzlichen Plas-
mamembran interagieren. Sie bilden Poren aus und ermoglichen dadurch Ionenfliisse, die fiir
die Aktivierung der pflanzlichen Abwehr verantwortlich sind (Kliisener & Weiler, 1999). Fiir
einen Hefeelicitor und fiir Harpin, einen bakteriellen Elicitor, konnte gezeigt werden, dass sie
durch Einlagerung in Lipiddoppelmembranen ionendurchlissige Proteinstrukturen bilden
(Kliisener & Weiler, 1999, Lee et al., 2001a). Neben dieser Poren bildenden Eigenschaft von
Harpin konnte in Tabakzellen auBerdem eine Harpin-Bindungsstelle identifiziert werden (Lee
et al., 2001b). Somit sind fiir diesen bakteriellen Elicitor zwei Wege fiir die Induktion der
pflanzlichen Abwehr moglich. Da die Auslosung von Abwehrreaktionen nach Harpin-

Bindung spezifisch nur in Tabak abléuft, erfolgt die Induktion der Abwehr vermutlich rezep-
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torvermittelt. Dagegen konnten die Poren, die Harpin in synthetischen Membranen ausbildet,
die Funktion des bakteriellen Proteins bei der Infektion von Wirtspflanzen wiederspiegeln
(Lee et al., 2001a, Lee et al., 2001b). Fiir die meisten Elicitoren wird die Perzeption durch
einen Rezeptor diskutiert, wobei diese oft Pflanzenspezies-spezifisch sind. Das breite Wir-
kungsspektrum von NPP1 auf sehr viele getestete dikotyledone Pflanzen konnte jedoch die
Existenz eines vermutlich evolutionér sehr alten und in vielen Pflanzenspezies vorhandenen
Rezeptorsystems andeuten oder aber fiir eine ionophore Wirkung des Proteins sprechen. Au-
Berdem konnte durch die Analyse der Elicitoraktivitdit von NPP1-Deletionsderivaten (vgl.
3.3.5) und NPP1-Mutanten, in denen zwei Cysteinreste einzeln substituiert wurden (vgl. 3.4),
gezeigt werden, dass die Primérstruktur des Proteins offensichtlich nicht ausreichend fiir sei-
ne Elicitoraktivitit ist. Man wiirde erwarten, dass fiir die Porenbildung in Membranen die
Gesamtstruktur oder zumindest grof3e Teile des Proteins ndtig sind. Deshalb lag die Vermu-
tung nahe, dass NPP1 eine charakteristische Sekundarstruktur aufweist und dhnlich wie Har-
pin Poren in pflanzlichen Membranen ausbilden kann. In elektrophysiologischen Experimen-
ten an synthetischen Lipiddoppelmembranen konnte eine derartige Funktion von NPP1 je-
doch nicht bestitigt werden (vgl. 3.8 und Abb. 3-22). Somit kann davon ausgegangen werden,
dass die Perzeption von NPPI nicht durch direkte Interaktion des Proteins mit der pflanz-

lichen Membran sondern vermutlich rezeptorvermittelt erfolgt.

4.4 Die endogene Funktion des Elicitorproteins NPP1

Hinweise zur endogenen Funktion eines Proteins kann man durch zwei Verfahren erhal-
ten. Zum einen konnen Primidrsequenzvergleiche mit homologen Proteinen Anhaltspunkte
bieten. Andererseits kann versucht werden, das korrespondierende Gen zu inaktivieren, und

den daraus resultierenden Phénotyp der Mutante zu analysieren.

4.4.1 Sequenzvergleiche von NPP1 mit homologen Proteinen

In Vergleichsbetrachtungen der Aminosduresequenz von NPP1 mit der anderer Proteine
wurden neben den bereits isolierten Proteinen NPP1p 544 und NPP1p jyfesans Weitere Homolo-
ge aus verschiedenen Organismen gefunden (vgl. 3.2). Die Proteine PaNie aus Pythium
aphanidermatum (Koch, 1998, Veit et al., 2001) und NEP1 aus Fusarium oxysporum (Bailey,
1995) sind ebenfalls Elicitorproteine, die &hnlich NPP1 pflanzliche Abwehrreaktionen auslo-
sen. NEP1 (Bailey, 1995), das im Kulturmedium zahlreicher Fusarium-Spezies durch Immu-
noblotanalysen detektiert werden konnte (Bailey et al., 1997), PaNie (Koch, 1998, Veit et al.,
2001) und NPP1 (Fellbrich, 2001) wurden biochemisch gereinigt und anschlieend die kor-
respondierenden cDNAs kloniert. NPP1p ., wurde hingegen als EST in einer P.-sojae-

cDNA-Bank identifiziert, die zur vergleichenden Analyse exprimierter P.-sojae-Sequenzen
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diente (Qutob et al., 2000). Im Gegensatz zum 42-kDa-Elicitorprotein aus P. sojae, das aus-
schlieBlich in der Gattung Phytophthora nachweisbar ist (F. Brunner, personliche Mitteilung),
sind das Elicitorprotein NPP1 bzw. seine Homologen weit verbreitet (vgl. auch Fellbrich,
2001).

Die Gattung Pythium ist eng verwandt mit der Gattung Phytophthora. Beide gehdren zur
Familie der Pythiaceae, weshalb die Existenz eines NPP1-homologen Proteins in dieser Gat-
tung nicht erstaunt. Fusarium oxysporum ist als echter Pilz nicht verwandt mit den Oomyce-
ten. Das gilt ebenso fiir das extremophile Bakterium Bacillus halodurans. Obwohl sich diese
Organismen also phylogenetisch nicht nah sind, wird sowohl vom Fusarium oxysporum
(NEP1, Bailey, 1995) als auch von Bacillus halodurans (Takami et al., 1999) ein Protein
gebildet, das Homologien zum NPP1 aufweist. Diese Daten deuten auf einen sehr frithen
evolutiondren Ursprung des Proteins NPP1 hin. Interessanterweise ist einzig in der genomi-
schen DNA von NEPI ein Intron von 58 Nukleotiden enthalten (Nelson et al., 1998), das in
allen anderen Homologen fehlt. Dieser Fakt stiitzt die These des sehr frithen evolutiondren
Ursprungs des Proteins, denn in NPP1 und den anderen Homologen scheint dieses Intron im
Verlauf der Entwicklung aus der genomischen DNA eliminiert worden zu sein.

Der Vergleich der Primérsequenzen stellt nur einen Weg zur Funktionsanalyse eines Pro-
teins dar. Seine Aussagefahigkeit hingt sehr vom Umfang der zur Verfligung stehenden Se-
quenzdaten des betreffenden oder verwandter Organismen und dem Grad der Charakterisie-
rung der Proteine ab. Deshalb sind zum Teil nur in begrenztem Malle Riickschliisse auf die
endogene Funktion eines Proteins moglich. Eine andere Methode, Hinweise zur Funktion
eines Proteins zu erhalten, bietet die Analyse der Sekundér- und Tertidrstruktur. Strukturelle
Motive, die unabhéngig von der Aminosduresequenz ausgebildet werden, kdnnen ebenfalls
Anbhaltspunkte zur Funktion eines Proteins liefern. Dazu gehdren z.B. Transmembrandomé-
nen, leuzinreiche Regionen, Nukleotidbindungsstellen oder Ca*"-Bindungsstellen. Eine com-
putergestiitzte Strukturanalyse fiir NPP1 ergab keinen Aufschluss iiber derartige Motive, die
charakteristisch fiir bestimmte Funktionen von Proteinen sind. Die vorausgesagte Sekundar-
struktur von NPP1 besteht zumeist aus Zufallsstrukturen; lediglich zwei putative a-Helix-
Bereiche und 3 putative B-Faltblatt-Strukturen konnten ermittelt werden. Eine dhnliche Se-
kundérstruktur kann auch fiir die NPP1-Homologen vorausgesagt werden, was die Verwandt-
schaft der Proteine unterstreicht. Da diese computergestiitzten Betrachtungen keine Informa-
tionen liber die endogene Funktion des Proteins lieferten, wurde eine alternative Methode

gewihlt.
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4.4.2 Inaktivierung von NPP1 im Oomyceten P. infestans

Die Suppression der fiir das Protein kodierenden cDNA und die Analyse des resultieren-
den Phénotyps der Mutanten kann ebenfalls Hinweise zur endogenen Funktion eines Proteins
geben. In Bakterien und Pilzen, d.h. phytopathogenen Mikroorganismen mit haploiden Ab-
schnitten im Reproduktionszyklus, gibt es durch homologe Rekombination die Mdoglichkeit
die entsprechenden Gene zu inaktivieren. Da Oomyceten aber diploide Organismen ohne hap-
loide Stufe wihrend ihrer Entwicklung sind, ist ein anderes Verfahren erforderlich (van West
et al., 1999). Die Methode der transgenen Gegenstrangexpression ist vor allem fiir Pflanzen
beschrieben und wird in diesen erfolgreich zur Inaktivierung von Genen angewandt (Matzke
& Matzke, 1995, Mette et al., 2000, Matzke ef al., 2001). Das Ausschalten der Gene wird auf
transkriptioneller oder auf posttranskriptioneller Ebene reguliert. Die transkriptionelle Sup-
pression ist oft begleitet von Cytosin-Methylierungen in Promotorsequenzen oder in Sequen-
zen des kodierenden Bereiches (Schuurs et al., 1997, Selker, 1997, Mette et al., 2000, Matzke
et al., 2000), aber auch die Kondensation von Chromatin kann eine Rolle spielen (Ye &
Signer, 1996, van Blokland, 1997). Die im Ascomyceten Neurospora crassa gefundene Sup-
pression durch Transgene gleicht der posttranskriptionellen Regulation der Inaktivierung in
Pflanzen (Cogoni & Macino, 1999b, Catalanotto et al., 2000). Dabei scheint die Bildung von
RNA durch Transkription des Transgens eine Degradation der endogenen mRNA und damit
die Suppression zu induzieren (Cogoni & Macino, 1999a, Vance & Vaucheret, 2001). Des
Weiteren wurde flir Pflanzen postuliert, dass doppelstringige RNA (dsRNA) eine entschei-
dende Rolle in der Inaktivierung von Transgenen und endogenen Genen spielt (Mette ef al.,
2000, Cogoni & Macino, 2000).

Das transkriptionelle Suppressionsphdnomen konnte auch im diploiden Organismus P. in-
festans beobachtet werden. Durch Transformation von Zoosporen des Oomyceten gelang es
die Bildung des Elicitins Infestin zu unterdriicken (van West et al., 1999).

Die Transformation von P. infestans mit der NPP1-cDNA erfolgte als Kotransformation
eines Selektionsplasmides und der fiir NPP1 kodierenden cDNA. In vier unabhéngigen Trans-
formationsexperimenten war es moglich, insgesamt 28 Transformanten zu detektieren, die
zumindest das Selektionsplasmid exprimierten. 12 der 28 Transformanten waren Kotrans-
formanten, die neben dem Resistenzplasmid auch die NPP1-DNA enthielten (vgl. 3.9). Dies
stimmt weitgehend mit bisherigen Erfahrungen iiberein, wonach ein Anteil von ca. 50 %
Kotransformanten zu erwarten ist (van West et al., 1999, 1. Vijn, personliche Mitteilung). Da
die Transformation von P. infestans mit der flir Infestin kodierenden cDNA in ca. 11-20 %
der Kotransformanten eine Suppression der Proteinbildung ermoglichte (van West et al.,
1999), war zu erwarten, dass 1 bis 2 der detektierten NPP1-Transformanten dieses Phdnomen
zeigen. Fiir die bisher erhaltenen NPP1-Transformanten konnte in Immunoblotanalysen und
RT-PCR-Reaktionen jedoch kein NPP1-defizienter Klon detektiert werden. Kleinere Unter-
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schiede im Transkriptions- und Expressionsniveau konnten sowohl in Kotransformanten als
auch ein Einzeltransformanten beobachtet werden, so dass nicht von einer signifikanten Sup-
pression der Proteinbiosynthese ausgegangen werden kann. Fiir diese Beobachtungen gibt es
zwel mogliche Erkldrungen. Zum einen konnte NPP1 eine derart wichtige Funktion im Le-
benszyklus oder Stoffwechsel des Organismus haben, dass die Unterdriickung der Bildung
des Proteins letale Wirkung hat. Zum Anderen konnte diese Technologie bisher nur fiir ein
Beispiel (Infestin, van West et al., 1999) erfolgreich angewandt werden. Das Verfahren kann
derzeit also kaum als gut verstandene und etablierte Standardmethode zur Geninaktivierung
in Oomyceten angesehen werden. Eine erfolgreiche Suppression ist vermutlich davon abhén-
gig, welches Gen inaktiviert werden soll. So geht man davon aus, dass in heterokaryotischen
Organismen wie Phytophthora-Spezies ein in einem Kern inaktiviertes Gen auch das korres-
pondierende Gen im zweiten Kern ausschaltet. Eventuell lagen fiir die Inaktivierung von In-
festin auch besonders giinstige Bedingungen vor.

Als zukiinftige Alternative zur Geninaktivierung im Oomyceten P. infestans konnte die
RNAi-Methode (RNA-Interferenz) zur Anwendung kommen. Bei dieser Methode interagie-
ren genspezifische doppelstringige RNA-Fragmente (dSRNA) mit der endogenen mRNA und
das entsprechende Gen wird inaktiviert (Sharp, 2001, Hammond et al., 2001). Eine wichtige
Rolle spielen in diesem Zusammenhang kurze RNA-Konstrukte (21-23 Nukleotide), die die
Degradation der endogenen mRNA bewirken. Die genauen Mechanismen dieser RNA-
Interferenz sind noch nicht vollstindig verstanden. Es scheint aber eine RNA-abhingige
RNA-Polymerase involviert zu sein (Sharp, 2001, Elbashir et al., 2001). Das Verfahren wur-
de bereits erfolgreich fiir Organismen wie Caenorhabditis elegans (Kamath et al., 2000),
Drosophila melanogaster (Elbashir et al., 2001) und Trypanosoma brucei (Ngo et al., 1998,
Wang et al., 2000), aber auch fiir Pflanzen, z.B. Arabidopsis thaliana, angewandt (Chuang &
Meyerowitz, 2000, Smith, 2000). Die RNA-Interferenz wird in tierischen Systemen durch die
Injektion von dsRNA induziert. Sie kann aber auch wie im pflanzlichen System durch Trans-
gene bewirkt werden, die Haarnadelstrukturen aufweisen und dsRNA exprimieren (Smith,
2000, Chuang & Meyerowitz, 2000, Vaucheret & Fagard, 2001). Gegenwartig wird auch fiir
P. infestans die Anwendbarkeit der RNAi-Methode zur Geninaktivierung gepriift (I. Vijn,
personliche Mitteilung).

In naher Zukunft sollen weitere NPP1-Transformationen des Oomyceten durchgefiihrt
werden. Dadurch sollte sich die Chance erhohen, eine NPP1-defiziente Form von P. infestans
zu detektieren. Sollte eine solche gefunden werden, folgen Studien zur Charakterisierung des
Phinotyps, wobei die Virulenz des Pathogens auf Wirtspflanzen, aber auch der Lebenszyklus
untersucht werden sollen, um mégliche Anderungen gegeniiber dem Wildtyp zu ermitteln und
somit Riickschliisse auf die Funktion eines Genproduktes wie NPP1 ziehen zu koénnen. Ein

Erfolg dieser Analysen ist jedoch nicht garantiert. So wurden fiir NEP1 Experimente zur ho-
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molgen Rekombination in Fusarium oxysporum durchgefiihrt, um das korrespodierende Gen
zu inaktivieren. Die lebensfihigen Fusarium-oxysporum-Mutanten zeigten jedoch keine Ver-
dnderung im Phénotyp oder in ihrer Virulenz. Vermutlich kénnen redundante Proteine in
diesem Organismus den Ausfall von NEP1 kompensieren oder dessen Auswirkungen auf die
Lebensweise des Organismus sind nicht so drastisch. Weitere Untersuchungen sollen die

Effekte der NEP1-Suppression kldren (Bailey, personliche Mitteilung).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es durch PCR- und RACE-Experimente die
fiir das Elicitorprotein NPP1 kodierende cDNA zu isolieren. Die Grundlage dafiir bildeten
Aminosduresequenzinformationen von Peptidfragmenten des aus dem Kulturmedium von P.
parasitica gereinigten Proteins (Fellbrich, 2001). Die aus der cDNA abgeleitete Aminosdure-
sequenz zeigte Homologien zu anderen Proteinen aus verschiedenen Organismen, darunter
waren andere Oomyceten, Pilze (Fusarium oxysporum) aber auch Bakterien (Bacillus halo-
durans).

Ein wichtiger Schritt zur Herstellung groBerer Mengen von elicitoraktivem NPP1 war die
Etablierung seiner heterologen Expression als Fusionsprotein in E. coli. Diese ermoglichte
eine einfache affinititschromatographische Aufreinigung des Elicitors mittels GSH-Agarose
oder Ni-NTA-Agarose. Die Elicitoraktivitdt der rekombinanten Proteine (GST-NPP1, His;,-
NPP1) wurde durch Applikation in Petersilieprotoplasten und Tabakblatter untersucht. Beide
induzierten, ebenso wie das native, aus dem Kulturmedium gereinigte NPP1, den hypersensi-
tiven Zelltod und die de-novo-Synthese von Phytoalexinen in Petersilieprotoplasten.

Durch heterologe Expression gebildete Deletionsderivate von NPP1 wurden auf ihre Fa-
higkeit untersucht, pflanzliche Abwehrreaktionen auszulosen. Aus der Analyse zahlreicher
Deletionsderivate konnte abgeleitet werden, dass nahezu das gesamte Protein fiir die Elicitor-
aktivitdt von NPP1 notwendig ist. Lediglich ein Deletionsderivat, dem 8 Aminosduren im C-
Terminus des Proteins fehlen, induzierte ebenfalls die Bildung von Phytoalexinen in Petersi-
lieprotoplasten und Nekrosen in Tabakblitter. Durch in-vitro-Mutagenese-Studien konnte
gezeigt werden, dass die Einzelsubstitution der beiden in allen NPP1-Homologen konservier-
ten Cysteinreste mit dem fast vollstdndigen Verlust der Elicitoraktivitéit einhergeht. Vermut-
lich ist die sekundéire Struktur des Proteins, beeinflusst durch eine Disulfidbriicke, Vorausset-
zung fiir die Erkennung von NPP1 durch die Pflanze und die Aktivierung der pflanzlichen
Abwehr.

Des Weiteren wurden elektrophysiologische Untersuchungen an planaren Lipiddoppel-
membranen durchgefiihrt, um NPP1 auf eine Poren bildende Wirkung zu untersuchen. Es
konnte jedoch keine NPP1-spezifische Formation ionendurchldssiger Strukturen in syntheti-
schen Membranen nachgewiesen werden, so dass von einer rezeptorvermittelten Elicitorper-
zeption zur Auslosung von pflanzlichen Abwehrreaktionen ausgegangen werden kann.

Zur Vorbereitung von Bindungsstudien wurden Versuche zur radioaktiven Markierung
des Elicitors durchgefiihrt. Mit Hilfe einer cAMP-abhingigen Proteinkinase und einem
NPPI1-Derivat, das eine spezifische Phosphorylierungsstelle enthielt (NPP1-PKA1 und
NPP1-PKA?2), war es moglich den Radioliganden [**P]-NPP1-PKA1 bzw. [*’P]-NPP1-PKA2
herzustellen (spezifische Radioaktivitiat: 40 Ci/mmol). In Rezeptor-Ligand-Bindungsstudien
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und Proteinquervernetzungsexperimenten konnte jedoch keine kompetierbare NPP1-
Bindungsstelle detektiert werden. Im Zentrum zukiinftiger Arbeiten wird die Perzeption von
NPP1 an pflanzlichen Membranen stehen. Dazu scheint es jedoch erforderlich, einen Radio-
liganden mit wesentlich hoherer spezifischer Radioaktivitit zu praparieren. Am erfolgver-
sprechendsten scheint dabei die Phosphorylierung mittels cAMP-abhingiger Proteinkinase
und [y*P]-ATP zu sein. Generell ist in diesem Zusammenhang die Schaffung neuer NPP1-
Derivate mit mehreren Phosphorylierungsstellen oder der Einbau von Spacerfragmenten zwi-
schen dem Protein und der Phosphorylierungsstelle zu iiberdenken.

Da sich aus Sequenzvergleichsstudien keine Hinweise zur endogenen Funktion des Prote-
ins ergaben, wurden Experimente durchgefiihrt, in denen das fiir NPP1 kodierende Gen inak-
tiviert werden sollte. Dies erfolgte durch die Transformation der mit NPP1p ;fs1ans korrespon-
dierenden DNA in P. infestans. Durch Interaktion des Transgens mit dem endogenen Gen
sollte eine Suppression bewirkt werden. In den ersten vier Transformationsexperimenten
wurden zwar Mutanten erzeugt, die das eingefiihrte Gen exprimierten, das Transkriptions-
und Expressionsniveau war gegeniiber dem Wildtyp aber in keinem Fall signifikant ernied-
rigt. Die Ursache dafiir konnte in einer letalen Wirkung der Suppression von NPP1 oder in
der zu geringen Zahl der getesteten NPP1p jf5rans-Transformanten liegen. Zur Aufklarung der
endogenen Funktion des Proteins sollen weitere Transformationsexperimente folgen, um
dabei eine NPP1-defizienten Mutante detektieren zu konnen.

Durch die Klonierung der fiir das Elicitorprotein NPP1 kodierenden cDNA wurde die
Voraussetzung dafiir geschaffen, das Protein in ausreichender Menge zu isolieren. Somit steht
geniigend Material fiir Studien zur Signaltransduktion zur Verfiigung. Fiir das Modellsystem
Petersilie sind derzeit drei verschiedene Elicitoren (Pep-13, Niirnberger et al., 1994, Harpin,
Lee et al., 2001a, Lee et al., 2001b, Blume et al., 2001 und NPP1) verfiigbar, die im Wesent-
lichen die gleichen Abwehrreaktionen induzieren (mit Ausnahme der HR), aber iiber ver-
schiedene Perzeptionsysteme agieren. Das Wissen iiber die Synergie und Interferenz von Sig-
nalkaskaden, die zur Auslosung der Aktivierungsmechanismen von Abwehrgenen fiihren,
und iiber die rezeptorvermittelte Elicitorperzeption kann zu neuen Erkenntnissen iiber das
Phinomen der Spezies-Resistenz von Pflanzen gegeniiber Pathogenen fiihren. Insbesondere
Rezeptoren, die die Induktion von Abwehrreaktionen in nicht kultivarspezifischer Weise
vermitteln kénnen, sind potentiell geeignet, durch Ubertragung und Uberexpression in sus-
zeptiblen Pflanzen eine effizientere Erkennung der Pathogene und damit eine wirksamere
Abwehr zu bewirken. Landwirtschaftliche Probleme, die durch zahlreiche Phytopathogene
ausgelost werden, sollten sich in Zukunft leichter 16sen lassen, wenn die natiirlichen Mecha-

nismen und Zusammenhdnge der pflanzlichen Pathogenabwehr besser verstanden werden.
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7 Anhang

Anhang 1: Sequenzen der fiir die RACE-Reaktionen verwendeten Oligonukleotide

Name Sequenz Bemerkung

elil ca(ct)ga(ct)ga(ct)gcigtigticcitt(ct)geica | abgeleitet aus der Aminosduresequenz (HDAVVPFA)

eli2 aa(ag)tt(ct)aa(ag)ccica(ag)atica(ct)at abgeleitet aus der Aminoséduresequenz (KFKPQIH)

eli3 ttcatiggiac(ag)ttige(ag)teicc(ag)aa(ag)tc | abgeleitet aus der Aminosduresequenz
(DFGDANVPM)

RACE3-1 |agtggatgcgaacggcaataccag fiir Klonierung des 5’ Bereichs von NPP1

RACES-1 | ttgatcccacatgatcagatcetg fiir Klonierung des 3’ Bereichs von NPP1

UP ctaatacgactcactataagggcaagcagtggtaa- Universelles Oligonukleotid aus dem RACE-Kit fiir

caacgcagagt die des 5°- und des 3’-Bereiches von NPP1

NUP aagcagtggtaacaacgcagagt Universelles inneres Oligonukleotid aus dem RACE-
Kit fiir die des 5’- und des 3’-Bereiches von NPP1 in
einer ,,nested“ PCR

3’Race aagcagtggtaacaacgcagagtac(t)zon.in Oligonukleotid fiir die reverse Transkription in der

(3°CDS) RACE-Reaktion fiir den 3’-Bereich

5°Race () sn_yn Oligonukleotid fiir die reverse Transkription in der

(5°CDS) RACE-Reaktion fiir den 3’-Bereich

SMARTII [aagcagtggtaacaacgcagagtacgcggg Oligonukleotid fiir die reverse Transkription in der
RACE-Reaktion fiir den 3°-Bereich

n;=a,c,oderg
n =a,c,godert
1 =Inosin

Anhang 2: Sequenzen der fiir die Klonierung von NPP1, NPP1-Derivaten und NPP1-

Homologen verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz Bemerkung

PpexpEcoRI/1 ccccgaattcatgaacgtccttacgtte fiir Klonierung des Gesamt-NPP1 in pGEX-
5X-1 und pJC40

PpexpEcoR1/2 cgtcgaattcgacgtgatctcgcacgat fiir Klonierung des nativen NPP1 und der
partiellen Fragmente XIV und XIX in
pGEX-5X-1 und pJC40

PpexpEcoRI1/3 ggatgaattcggcaataccagtggeggt fiir Klonierung der partiellen Fragmente V
und XIII in pGEX-5X-1

PpexpEcoR1/4 gcatgaattcgactgggageacgtggtc fiir Klonierung des partiellen Fragmentes
VII in pGEX-5X-1

PpexpEcoRI/5 gaattccegttcgeccaacceaca fiir Klonierung der partiellen Fragmente XV
und XVIII in pGEX-5X-1

PpexpEcoR1/6 gaattcgaacagaaggctggtgtc fiir Klonierung der partiellen Fragmente
XVIund XVII in pGEX-5X-1

PpexpXhol/1 gaaactcgagctaagcgtagtaagegtt fiir Klonierung des NPP1, NPP1p ;,anss
NPP1p 0 und der partiellen Fragmente VII
und XIII in pGEX-5X-1

PpexpXhol/2 aactctcgaggtagtccaccttggeact fiir Klonierung der partiellen Fragmente V
und XI in pGEX-5X-1

PpexpXhol/3 agacctcgaggtgctcccagtegtggeg fiir Klonierung des partiellen Fragmentes IX
in pGEX-5X-1

PpexpXhol/4 ctcgagggttaggaaattgccgte fiir Klonierung der partiellen Fragmente
X1V, XVIund XVIIl in pGEX-5X-1

PpexpXhol/5 ctcgaggtcgccgaagtcegtatt fiir Klonierung der partiellen Fragmente XV,
XVII und XIX in pGEX-5X-1

PpexpBamHI/2 | caacggatccagtagtccaccttggeac fiir Klonierung des nativen NPP1 in pJC40
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Name Sequenz Bemerkung
PiexpEcoRI/2 cgcggaattcgatgtgatttcacacgat fiir Klonierung des NPP1p ;,e51ans in pGEX-
5X-1
PsexpEcoRI1/2 cgtggaattcagcegttatcaaccacgac fiir Klonierung des NPP1 .. in pGEX-5X-
1
PAK1 gaattcctgecggegggcaagectgggg zur Einfligung einer spezifischen N-terminal
gacgtgatctcgcacgat gelegenen Phosphorlierungsstelle in NPP1
PKA2 ggatccaccccaggcettgeccgecgeagage zur Einfiigung einer spezifschen C-terminal
gtagtaagcgtt gelegenen Phosphorlierungsstelle in NPP1

Anhang 3: Sequenzen der fiir die in-vitro-Mutagenese verwendeten Oligonukleotide

Name Sequenz Bemerkung
mlf ggatcccatccgtatcetgeagtg Mutagenese des Cyssq
mlre ggatccgttcgagatgtggatctg Mutagenese des Cyssq
m2f ggatccaagggctccggatacgge Mutagenese des Cysg,
m2re ggatccecgeactagaggaaccggt Mutagenese des Cysg,

Anhang 4: Sequenzen der fiir die automatische Sequenzierung verwendeten Oligo-
nukleotide

Name Sequenz Bemerkung
M13 uni acgttgtaaaacgacgg fiir PGEM-T
M13 rev gataacaatttcacaca fiir PGEM-T
T7 gtaatacgactcactatagggc fiir pJC40
5pGEX gggctggcaagecacgtttggtg fiir pGEX-5X-1
3 pGEX ccgggagctgceatgtgtcagagg fiir pGEX-5X-1

Anhang 5: Aminosiuresequenzen der Expressionsprodukte

Die kursiv dargestellten Bereiche der Aminoséuresequenzen enthalten jeweils den Bereich des rekombinanten
Proteins, der sich aus dem Klonierungsvektor ableitet.

Anhang 5a: Aminosduresequenzen der Expressionsprodukte aus GST-Fusionsexpression

Fragment I1I (NPP1):
GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWYVDDIKLDSPSIIAVSPSAH
SGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDA
NVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

Fragment V:
GIPEFGNTSGGLKPTGSSSAGCKGSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEH
VVVWVDDIKLDSPSITAVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYLERPHRD*
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Fragment VII:

GIPEFDWEHVVVWVDDIKLDSPSITAVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTT
DAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDANVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

Fragment IX:

GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHLERPHRD*

Fragment XI:
GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSIIAVSPSAH
SGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYLERPHRD*

Fragment XIII:
GIPEFGNTSGGLKPTGSSSAGCKGSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEH
VVVWVDDIKLDSPSITAVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLI
MWDQLTDAARTALENTDFGDANVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

Fragment XIV:
GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSIIAVSPSAH
SGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDA
NVPMKDGNFLTLERPHRD*

Fragment XV:
GIPEFPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCKGSGYGSQVY
GRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSITAVSPSAHSGYNIYYPPE
SNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDLERPHRD*

Fragment XVI:

GIPEFEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCKGSGYGSQVYGRVATYNGV
YAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSIIAVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAK
VDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDANVPMKDGNFLTLERPHRD *
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Fragment XVII:
GIPEFEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCKGSGYGSQVYGRVATYNGV
YAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWYVDDIKLDSPSIIAVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAK
VDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDLERPHRD *

Fragment XVIII:
GIPEFPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCKGSGYGSQVY
GRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSITAVSPSAHSGYNIYYPPE
SNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDANVPMKDGNF
LTLERPHRD*

Fragment XIX:
GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSIIAVSPSAH
SGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDL
ERPHRD*

Fragment NPP1-M1 (C56—S56):
GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGSHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGCK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWYVDDIKLDSPSIIAVSPSAH
SGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDA
NVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

Fragment NPP1-M2 (C82—S82):
GIPEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGSK
GSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSIIAVSPSAH
SGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGDA
NVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

NPP1 pinfestans:
GIPEFDVISHDAVIPFAQPTTTTTTEQKAGIKFKPQIHISNGCHPYPAVDADGNTSGGLNPTGSSSAGCKG
SGYGSQIYGRVATYNGVFAIMYSWYFPKDSPLTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLNSPSVIAVSPSAHSG
YNIYHPPESNTIDGYSTKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQNLIMWDQLTDAARTALENTDFGDANV
PMKDGNFLTKVGNAYYA*

NPP1 P.sojae:
GIPEFSVINHDQVVPFTQPTPTTALQQAAVKYKPQIHISNGCHPYPAVDNNGNTSGGLNPTGSESAGCK
GSGYGTQIYGRAVKYQGVYAFMYSWYMPKDETLTGLGHRHDWEACVVWVDDIAASSPKIVALSASA
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HSGYNKYYPPSSSYFSGNSAKIDYSSSYVVINHALSATSTAGETQPLIMWDQLTDAARRALEDTDFGDA
NVPFKDANFQTKLGNAYYA*

Anhang 5b: Aminosduresequenzen der Expressionsprodukte aus His;o-Fusionsexpression

Fragment IV (NPP1):
RHMKLEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNGCHPYPAVDANGNTSGGLKTGSSSAGC
KGSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDKLDSPSIIAVSPSA
HSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGD
ANVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

NPP1-PKA1 (die spezifische Phosphorylierungsstelle ist fett dargestellt):
RAMKLEFLRRASLGDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNCHPYPAVDANGNTSGGLKP
TGSSSAGCKGSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSP
SIHAVSPSAHSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTA
LENTDFGDANVPMKDGNFLTKVGNAYYA*

NPP1-PKA2 (die spezifische Phosphorylierungsstelle ist fett dargestellt) :
RHMKLEFDVISHDAVVPFAQPTATTTEQKAGVKFKPQIHISNCHPYPAVDANGNTSGGLKPTGSSSAGC
KGSGYGSQVYGRVATYNGVYAIMYSWYFPKDSPVTGLGHRHDWEHVVVWVDDIKLDSPSITIAVSPSA
HSGYNIYYPPESNTIDGYSAKVDYSSSWVVINHALDSTTDAGETQDLIMWDQLTDAARTALENTDFGD
ANVPMKDGNFLTKVGNAYYALRRASLG*
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